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ЕКСПРЕСІЯ БІЛКІВ ТЕПЛОВОГО ШОКУ HSP70 І HSP90 

У ПАРІЕТАЛЬНИХ КЛІТИНАХ ЩУРІВ 
ЗА УМОВ РОЗВИТКУ ХРОНІЧНОГО АТРОФІЧНОГО ГАСТРИТУ 

 
Досліджено рівні експресії білків Hsp70 і Hsp90 в паріeтальних клітинах шлунка щурів у нормі та при розвитку екс-

периментального атрофічного гастриту. Виявлено підвищення рівня експресії Hsp70 і Hsp90 на ранній стадії експе-
риментальної моделі. 

Hsp70 and Hsp90 expression levels in rat parietal cells were investigated in normal animals and during development of 
chronic atrophic gastritis model. Increasing in Hsp70 and Hsp90 expression levels in early stages of experimental model 
development was detected. 

 
Вступ. Білки теплового шоку Hsp70 і Hsp90 нале-

жать до молекулярних шаперонів клітини і, відповідно, 
відіграють ключову роль у фолдингу ряду білків. Так, 
Hsp70 зв'язується з новосинтезованими поліпептида-
ми під час трансляції на рибосомах. Зв'язування 
Hsp70 з поліпептидними субстратами відбувається 
завдяки неспецифічним гідрофобним взаємодіям, та-
ким чином, молекули Hsp70 екранують потенційно 
гідрофобні кластери в молекулах білків, які синтезу-
ються. В нативних молекулах білків більшість гідро-
фобних кластерів перебувають в середині глобули, що 
є одним з додаткових факторів стабілізації третинного 
і четвертинного рівнів організації білка. За умов стресу 
нативна конформація білків в клітині може порушува-
тись. Внаслідок цього гідрофобні кластери молекул 
можуть з'являтися на поверхні білків. Це є однією з 
причин утворення нерозчинних білкових агрегатів в 
клітинах про- і еукаріот за умов теплового, кислотного 
чи іншого типу стресів. Показано, що утворення не-
розчинних білкових агрегатів (тобто, порушення про-
цесів фолдингу і рефолдингу) в клітинах може бути 
причиною і супроводжує розвиток ряду захворювань 
людини [1]. Найкраще досліджено накопичення в ней-
ронах так званих тілець включення для ряду нейроде-
генеративних захворювань. З іншого боку, роль моле-
кулярних шаперонів Hsp70 і, особливо, Hsp90 у розви-
тку захворювань шлунково-кишкового тракту (ШКТ), 
згідно літературних даних, вивчена недостньо. Біль-
шість досліджень в цьому напрямку були проведені з 
використанням культур різних клітин слизової оболон-
ки шлунка. (зокрема, культур клітин слизової оболонки 
шлунка морських свинок) [1, 2, 3]. Було показано, що у 
відповідь на дію таких стресових факторів, як підви-
щена температура (43оС/ 10-30 хв), етиловий спирт 
(до 0,5 М/ 30 хв), пероксид водню (до 0,5 мМ/ 30 хв) та 
інших, рівень експресії таких білків теплового шоку, як 
Hsp110, Hsp90, Hsp73, Hsp72 і Hsp60 значно зростає. 
В умовах in vivo для вивчення ролі білків теплового 
шоку в захворюваннях різноманітних відділів ШКТ, 
використовуються експериментальні моделі гастриту, 
виразки шлунка і коліту щурів [2, 3]. При цьому слід 
зазначити, що при дослідження експресії білків тепло-
вого шоку працюють переважно з загальними лізатами 
клітин слизової оболонки шлунка чи певних відділів 
кишківника, тобто, цілісного уявлення про динаміку і 
рівні експресії даних білків в окремих типах клітин за 
умов розвитку експериментального гастриту, виразки 
чи коліту, загалом немає. В наших дослідженнях ми 
використали модель хронічного атрофічного гастриту 
(ХАГ) щурів. Метою роботи було дослідити експресію 
білків Hsp70 і Hsp90 в паріетальних клітинах шлунку 
на різних етапах розвитку ХАГ.   

Матеріали і методи досліджень. Препарат Hsp90, 
очищеного з мозку бика, люб'язно надано проф. 

Я. Кузницьким (Інтернаціональний інститут молекуляр-
ної і клітинної біології, Варшава, Польща). Поліклона-
льні антитіла проти DnaK (прокаріотичний аналог еука-
ріотичного Hsp70) люб'язно надано проф. Н. Пфанне-
ром (Університет м. Фрайбурга, Германія).  

У роботі дотримувалися міжнародних рекомендацій 
про проведення медико-біологічних досліджень з вико-
ристанням тварин згідно Європейської конвенції. У до-
сліді використовували білих лабораторних нелінійних 
щурів-самців з початковою масою 180-220 г. Групі тва-
рин, протягом 6 тижнів кожного дня вводили 2% саліци-
лат натрію (2 мл інтрагастрально), а питну воду  замі-
няли на 20 мМ деоксихолат натрію. Піддослідні тварини 
були розділені на 7 груп: 1 – контрольна, яка утримува-
лась на стандартному раціоні віварію; 2–7 – тварини з 
відповідними термінами експериментальної моделі. 
Щурів, яких відсаджували для голодування протягом 
18 год, брали на 1-й, 2-й, 3-й, 4-й, 5-й і 6-й тиждень про-
ведення експериментальної моделі [4].  

Визначення концентрації білка за методом Бред-
форд проводили згідно з методикою описаною раніше з 
деякими модифікаціями [5]. Реактив для визначення 
концентрації білка готували наступним чином: 100 мг 
барвника кумассі G-250 розчиняли в 50 мл 96% етано-
лу, додавали 100 мл 85% фосфорної кислоти (ва-
га/обєм) та обєм отриманого розчину доводили до 
1 літра (кінцева концентрація кумассі G-250 складала 
0,01%, етанолу – 4,7%, фосфорної кислоти – 8,5%). 
Калібрувальну криву будували, використовуючи розчин 
альбуміну сироватки бика (БСА) в якості стандарту. 
Будували графік залежності поглинання (при довжині 
хвилі 590 нм) від концентрації білкового розчину. Кон-
центрацію білка в лізатах паріетальних клітин визнача-
ли за калібрувальною кривою. Проби для визначення 
концентрації білка готували наступним чином: відповід-
ний обєм розчину БСА, або лізату пaріетальних клітин 
додавали до 2 мл реактиву Бредфорд та ретельно пе-
ремішували. Через 10 хвилин визначали поглинання 
суміші при довжині хвилі 590 нм проти проби, яка міс-
тила 2 мл реактиву Бредфорд і відповідний обєм буфе-
ру, в якому здійснювали лізис паріетальних клітин. Ви-
значення оптичної густини проб при довжині хвилі 
590 нм проводили на спектрофотометрі Spekol 11. 

Поліклональні анти-Hsp90 антитіла одержано, як 
описано в [6]. 

Електрофорез отриманих лізатів клітин проводили у 
градієнті концентрації ПААГ (5-12%) в денатуруючих 
умовах по Laemmli [7]. Розділяючий гель містив 375 мМ 
тріс НСl (рН 8,8), 0,1% додецил сульфату натрію, 12% 
суміші акриламід/метилен-біс-акриламід (в пропорції  
30 : 0,8). Концентруючий гель містив 127 мМ тріс НСl 
(рН 6,8), 0,1% додецил сульфату натрію, 5% суміші ак-
риламід/метилен-біс-акриламід. Гелі полімеризували 
додаванням 1 мкл/мл ТЕМЕД і 10 мкл/мл 10% розчину 
© Мандрик С., Капустян Л., Сидорик Л., Остапченко Л., 2007



БІОЛОГІЯ. 49-50/2007 ~ 57 ~ 
 

 

персульфату амонію. До досліджуваних лізатів додавали 
1/4 об'єму буферу для зразків (500 мМ тріс НСl рН 6,8, 
5% 2-меркаптоетанолу, 0,1% бромфенолового синього). 
Зразки прогрівали 5 хвилин при 96оС і наносили на кон-
центруючий гель. Форез проводили в тріс-гліциновому 
буфері (рН 9,2-9,5) при напрузі 10-20 В/см [7].  

Імуноблотинг отриманих проб проводили за описа-
ним методом [8]. Після електрофорезу проб в денату-
руючи умовах гель відмивали в буфері PBS та прово-
дили пасивний перенос білків на нітроцелюлозну мем-
брану на протязі 3-4 діб. Вільні сайти адсорбції блоку-
вали 5% знежиреним молоком в буфері PBS-T. Після 
цього мембрани інкубували 1 год з поліклональними 
антитілами проти Hsp70 (розведення 1 : 1000) і Hsp90 
(1 : 30). Після цього мембрану відмивали і інкубували з 
антитілами, кон'югованими з пероксидазою. Після від-
мивки мембрану витримували 2 хв в ECL реагенті 
(1,25 мМ люмінол, 0,45 мМ кумарова кислота, 0,015% 
Н2О2 в 100 мМ тріс-HCl буфері (рН 8,5) і 1% сульфок-
сид) і експонували на рентгенівську плівку. 

Результати та їх обговорення. На рис1 представлені 
результати імуноблотингу лізатів паріетальних клітин, 
отриманих на 1-й, 2-й, 3-й, 4-й, 5-й і 6-й тижні розвитку 
ХАГ у щурів. Експресія білка Hsp70 підвищувалась по-
чинаючи з 1-шого тижня розвитку експериментальної 
хвороби (рис. 1). Рівень експресії білка Hsp90 в порів-
нянні з контролем незначно зростав на 1-ший і 5-тий і 
знижувався на 2-гий, 3-тій і 6-тий тижні розвитку 
ХАГ (рис. 1). Відомо, що в клітинах еукаріот експресу-
ються декілька білків родини Hsp70. Основними з них є 
конститутивний білок Hsc70 з молекулярною масою 
73 кДа і індуцибельний Hsp70 з молекулярною масою 
72 кДа [9, 1]. В наших дослідженнях нами було викорис-
тано поліклональні антитіла проти білка теплового шоку 

DnaK – прокаріотичного аналога еукаріотичного шапе-
рону Hsp70. Коректність досліджень змін експресії 
Hsp70 в еукаріотичних тканинах за допомогою анти-
DnaK антитіл визначена нами в попередніх досліджен-
нях імунологічної крос-реактивності DnaK та Hsp70 [6]. 
За даних умов проведення імуноблотингу нам не вда-
лося диференціювати експресію окремих білків родини 
Hsp70. Відомо, що шаперони відіграють важливу роль в 
захисті і підтриманні гомеостазу слизової оболонки 
ШКТ. Так, Алдерманом, Йін та колегами [10] було пока-
зано, що збільшення експресії індуцибельного білка 
Hsp70 є одним з механізмів захисту клітин слизової 
оболонки шлунка від пошкоджень, спричинених вве-
денням розчину солі саліцилової кислоти. Солі саліци-
лової кислоти можуть індукувати процеси апоптозу в 
клітинах шлунка. Попередня індукція експресії білка 
Hsp70 істотно знижувала відсоток клітин слизової обо-
лонки шлунка, які загинули шляхом апоптозу [10]. Хіра-
кавою та колегами було продемонстровано, що збіль-
шення експресії як конститутивного Hsp73, так і індуци-
бельного Hsp72, вело до зниження кількості виразок 
слизової  оболонки шлунка, утворених в умовах стресу 
спричиненого зануренням щурів під воду [2, 10]. З іншо-
го боку, Тсукімі з колегами виявили, що Hsp72 і Hsp47 
відіграють важливу роль в захисті клітин шлунка в умо-
вах розвитку виразки, тоді як білок Hsp73 необхідний для 
забезпечення процесу загоєння виразки слизової оболо-
нки [3]. Відомо, що однією з основних ознак розвитку ХАГ 
є порушення балансу між процесами проліферації, ди-
ференціації, апоптозу та некрозу клітин слизової оболон-
ки [11]. Отже, отримані нами результати можуть вказу-
вати на те, що білки Hsp70 відіграють роль у захисті 
паріетальних клітин шлунка в умовах розвитку ХАГ.  
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Рис. 1. Експресія білків Hsp70 і Hsp90 в паріетальних клітинах щурів 
на 1-ший (2), 3-тій (3), 4-тий (4), 5-тий (5) і 6-тий (6) тижні розвитку експериментальної моделі ХАГ, 

визначена методом імуноблотингу (Western-blot analysis). 1 – контрольний зразок (здорові тварини) 
 
Нами було проведено гістологічні дослідження сли-

зової оболонки шлунка на різних стадіях розвитку ХАГ. 
На 2-3 тижні спостерігалось потовщення слизової обо-
лонки, а на 5-6, навпаки, достовірне зменшення товщи-
ни в порівнянні з контролем. На 4-5 тижні спостеріга-
лось зменшення кількості залоз (атрофія) (дані не 
представлено). З рис. 1 видно, що збільшення рівня 
експресії Hsp70 і Hsp90 спостерігалось вже на перший 
тиждень від початку введення деоксихолату і саліцила-
ту натрію. Таким чином, збільшення експресії даних 
білків в паріетальних клітинах передує появі морфоло-
гічних ознак, характерних для ХАГ. Це може вказувати 
на те, що дані шаперони відіграють роль в захисті парі-
етальних клітин шлунка вже на початкових етапах роз-
витку гастриту у щурів. 

Шаперон Hsp90 також відіграє важливу роль у захи-
сті слизової оболонки ШКТ від дії різноманітних пошко-

джуючих факторів. Так, відповідно до літературних да-
них, підвищення експресії Hsp90 є одним з факторів 
захисту слизової оболонки шлунка і тонкого кишківника 
від дії етанолу і пероксиду водню [2, 10]. Отриманих 
нами результатів (рис.1) не достатньо щоб зрозуміти 
роль Hsp90 у захисті паріетальних клітин в умовах роз-
витку ХАГ. Проте можливо, що Hsp90, як і Hsp70, віді-
грає важливу роль у захисті паріетальних клітин на по-
чаткових (1-ший тиждень), а також, на кінцевих (5-тий 
тиждень) етапах розвитку ХАГ (рис. 1). 

Висновки. Нами було показано, що на початкових 
етапах (1-ший тиждень) розвитку ХАГ рівень експресії 
білків Hsp70 і Hsp90 в паріетальних клітинах збільшу-
ється у порівнянні з контролем. На 3, 4, 5 та 6-тий тижні 
розвитку ХАГ експресія Hsp70 залишається високою, 
натомість, рівень експресії білка Hsp90 змінюється. 
Отримані результати дозволяють припустити, що білки 
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Hsp70 і Hsp90 беруть участь у захисті паріетальних 
клітин шлунка на перших етапах розвитку хронічного 
атрофічного гастриту, індукованого введенням деокси-
холату і саліцилату натрію. 
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ДИНАМІКА РОЗВИТКУ ГУМОРАЛЬНОЇ ІМУННОЇ ВІДПОВІДІ КРОЛІВ РІЗНИХ ПОРІД 

ПРИ КОМБІНОВАНІЙ СХЕМІ ІМУНІЗАЦІЇ МІКОБАКТЕРІЯМИ 
 
Досліджено динаміку гуморальної імунної відповіді у кролів порід Білий та Сірий Велетень при внутрішньовенному 

у поєднанні з інтраназальним введенням BCG. Сироватки крові кроля породи Білий Велетень продемонстрували 
більш високу і стабільну реакцію проти поверхневих антигенів мікобактерій у титрах 1:64, 1:32, 1:16 та 1:8. 

Dynamics of humoral immune response in rabbits of White and Grey Giant Strains was investigated related to 
intravenous+intranasal shedule of immunization. Positive serum reactivity of rabbits of White Giant Strain in titers 1:64, 1:32, 
1:16, 1:8 was demonstrated. 

 
Вступ. Дані світової літератури свідчать про те, що 

смертність від інфекції викликаної мікобактеріями тубе-
ркульозу в популяції людей продовжує зростати [4, 6, 
9]. Це відбувається не лише за рахунок активної пере-
дачі збудника, особливо до імуноскомпрометованих 
осіб, але і через виникнення великої кількості мульти-
резистентних до антибіотиків штамів Mycobacterium 
tuberculosis [8, 10]. Загально прийнятим в клінічній 
практиці методом профілактики туберкульозу є імуніза-
ція живими послабленими клітинами вакцинного штаму 
Mycobacterium bovis BCG [1]. В літературі є відомості 
про те, що, що асоційовані з CD1b антигени такі як, ліпо-
арабіноманан та міколові кислоти, мають подібні струк-
тури у мікобактерій штаму BCG і M. tuberculosis [4]. Тому 
введення BCG призводить до утворення рестриктованих 
за асоційованими з CD1b антигенами Т-клітин, які спе-
цифічно реагують і на подібні антигени M. tuberculosis. 
Рядом дослідників [1] показано, що вакцинація новона-
роджених BCG сприяє розвитку у них протективних клі-
тинних імунних механізмів, спрямованих проти збудника 
туберкульозу. Однак, захворювання може виникнути і у 
імунізованих осіб. Аналіз літературних даних [1] свідчить 
про те, що вакцинація населення зменшує ризик розвит-
ку захворювання лише приблизно на 50%. В зв'язку з 
цим питання про розробку методів профілактики тубер-
кульозу залишається однією з актуальних проблем охо-
рони здоров'я у всьому світі.  

Важливу роль у протиінфекційному захисті макроор-
ганізму відіграє гуморальна ланка імунітету. Особливо 
значущим є її внесок у нейтралізацію розчинних бакте-
ріальних субстанцій (токсинів, компонентів зруйнованих 
бактеріальних клітин) [2, 7]. Крім того, реакції антитіло-
залежної клітинної цитотоксичності забезпечують елімі-
націю мікроорганізмів, в тому числі бактерій-внут-
рішньоклітинних паразитів таких, як бактерії роду 
Mycobacterium [6]. Поглиблене вивчення особливостей 
формування гуморальної імунної відповіді до антигенів 
мікобактерій і розробка оновлених підходів імунізації 

чутливих осіб може скласти підґрунтя для створення 
нових ефективних засобів профілактики туберкульозу. 

Метою даної роботи була порівняльна характерис-
тика динаміки розвитку гуморальної імунної відповіді 
кролів різних порід до поверхневих антигенів BCG при 
комбінованому введенні імуногенну.  

Об'єкт та методи досліджень. Об'єктом дослідження 
були аутбредні кролі порід Сірий та Білий Велетні (сам-
ці). Вік тварин складав 3-4 місяці, середня вага – 3 кг. 

Для імунізації дослідних кролів використовували ва-
кцинний штам Mycobacterium bovis (BCG) (Сумська 
біофабрика, Україна).  

Перед культивуванням бактерії витримували в сти-
муляторі росту (Київ ЗАТ "Ганза") для прискореного 
виявлення мікобактерій протягом 24 годин при темпе-
ратурі 37˚С. Бактерії культивували на середовищі ВКГ 
(Київ ЗАТ "Ганза") при 37˚С протягом 48 годин. 

Для імунізації тварин використовували мікобактерії 
паличкоподібної форми [1]. Для цього готували суспен-
зію клітин шляхом змиву їх фізіологічним розчином з 
поверхні чашки Петрі. Титр бактеріальної суспензії для 
імунізації становив 1010 КУО/мл. 

В роботі було використано комбіновану схему імуні-
зації, яка поєднувала внутрішньовенне та інтраназальне 
введення імуногенну: бактеріальну суспензію приготова-
ну описаним вище способом, вводили по 0,5 мл внутріш-
ньовенно та інтраназально. Після цього проводили три 
реімунізації з інтервалом 2-3 доби. Через 35 діб після 
останньої реімунізації проводили серію бустерних ін'єк-
цій: внутрішньовенно вводили імуноген тричі з інтерва-
лом в 1 добу. Після останньої реімунізації проводили 
перший забір крові для попереднього тестування специ-
фічності антисироватки. В наступні 35 діб тварин не іму-
нізували – кров для тестування протягом цього періоду 
брали двічі: через 7 та 14 діб. Останній забір крові про-
водили через 7 діб після серії бустерних ін'єкцій. 

Схема бустерних ін'єкцій продиктована тим, що та-
кий протокол підсилюючих імунізацій вважається най-
більш ефективним для стимуляції антитілопродукції [5].  
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