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Îïè ñà íî ìå òîä îäåð æàí íÿ ³ î÷è ùåí íÿ òà îõà ðàê òå ðè çî âà íî âëàñ òè âîñò³ ìî íîñ ïå öèô³÷íèõ
ïîë³êëî íàëü íèõ àí òèò³ë ïðî òè âè ñî êî êîí ñåð âà òèâ íî ãî åó êàð³îò íî ãî á³ëêà Sgt1, ÿêèé º âàæ ëè âèì
÷èí íè êîì ðå ãó ëÿö³¿ êë³òèí íî ãî öèê ëó, áåðå ó÷àñòü ó Hsp90-îïî ñå ðåä êî âàí³é ïðî òå à ñîìí³é äåã ðà äàö³¿ 
á³ëê³â ³ ðàç îì ç ³íøè ìè øà ïå ðî íà ìè ³ êî øà ïå ðî íà ìè â³ä³ãðàº  âàæ ëè âó ðîëü ó ðå ãó ëÿö³¿ ïðî- òà àí òè à -
ïîï òè÷ íèõ ñèã íàëü íèõ øëÿõ³â. Âèâ ÷åí íÿ ðîë³ ³ ôóíêö³é Sgt1 ó êîì ïëåê ñàõ ç á³ëêà ìè øà ïå ðî íî âî¿ ðî äè -
íè Hsp90 íå îáõ³äíî äëÿ ðî çóì³ííÿ ìå õàí³çì³â ðå ãó ëÿö³¿ ñèã íàëü íèõ ïðî öåñ³â, ÿê³ êîí òðî ëþ þòü
æèò òÿ òà ñìåðòü êë³òèíè, ùî º êðè òè÷ íèì ó ðîç âèò êó áà ãàòü îõ ñåð öå âî-ñó äèí íèõ ïà òî ëîã³é, çîê -
ðå ìà, äè ëÿ òàö³éíî¿ êàðä³îì³îïàò³¿. 
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Âñòóï. Âèâ ÷åí íÿ ìå õàí³çì³â àí òèñ òðå ñî âî ãî çà õèñ -
òó êàðä³îì³îöèò³â º âêðàé âàæ ëè âèì äëÿ ðî çóì³ííÿ
íå ëèøå ðîç âèò êó ñåð öå âî-ñó äèí íèõ ïà òî ëîã³é, à é
äëÿ ïî øó êó íî âèõ åôåê òèâ íèõ òå ðà ïåâ òè÷ íèõ çà -
ñîá³â, ÿê³ áà çó þòü ñÿ íà áëî êó âàíí³ êðè òè÷ íèõ ëà -
íîê ñèã íàëü íèõ àïîï òè÷ íèõ øëÿõ³â êàðä³îì³îöè-
ò³â. Çíà÷ íó ðîëü â ðå ãó ëÿö³¿ ïðî- òà àí òè à ïîï òè÷ -
íèõ ñèã íàëü íèõ øëÿõ³â êë³òèí ì³îêàð äà â³ä³ãðàº
ñïåö³àë³çî âà íà ðî äè íà àí òèñ òðå ñî âèõ á³ëê³â, äî
ÿêî¿ âõî äÿòü ìî ëå êó ëÿðí³ øà ïå ðî íè òà ¿õí³ êî øà ïå -
ðî íè ³ á³ëêè-ì³øåí³. Îäíèì ³ç òà êèõ ïî òåíö³éíèõ
êî øà ïå ðîí³â àáî á³ëê³â-ì³øå íåé ìîæå áóòè íå ùî -
äàâ íî â³äêðè òèé á³ëîê  Sgt1.

Sgt1 âïåð øå îïè ñà íî â äð³æäæàõ [1] ÿê âàæ ëè -
âèé ÷èí íèê ðå ãó ëÿö³¿ êë³òèí íî ãî öèê ëó, ùî ñóï ðå -

ñóº G2 àëåëü á³ëêà Skp1, îä íî ãî ç êîì ïî íåíò³â êî -
ðî âî ãî êîì ïëåê ñó ê³íå òî õî ðó CBF3 [2]. Sgt1 òà êîæ
âçàºìîä³º ç Skp1-Cul1-F-box (SCF) E3 óá³êâ³òèí-
ë³ãàç íèì êîì ïëåê ñîì, áå ðó ÷è ó÷àñòü ó Hsp90-îïî -
ñå ðåä êî âàí³é ïðî òå à ñîìí³é äåã ðà äàö³¿ á³ëê³â [3].
Eêñïðåñ³þ Sgt1 âèÿâëåíî â áà ãàòü îõ åó êàð³îò íèõ
îðãàí³çìàõ, ñå ðåä ÿêèõ ðîñ ëè íè ³ ññàâö³ [4, 5].
Îäíàê êë³òèí íèé ðîç ïîä³ë, âëàñ òè âîñò³ ³ ôóíêö³¿
Sgt1 ññàâö³â âèâ ÷å íî íå äîñ òàò íüî. 

Íå ùî äàâí³ åêñïå ðè ìåí òè ç äîñë³äæåí íÿ
åêñïðåñ³¿ Sgt1 ó òêà íè íàõ ëþ äè íè ïî êà çà ëè, ùî â³í
åêñïðå ñî âà íèé â óñ³õ ïðî à íàë³çî âà íèõ òêà íè íàõ,
õî ÷à ð³âåíü éî ãî åêñïðåñ³¿ âàð³þº ³ º íà é âè ùèì ó
ìîç êó, íè ðêàõ, ëå ãå íÿõ, êè øå÷ íè êó òà ñåðö³ [6].
Àíàë³çîì ïî ñë³äîâ íîñò³ Sgt1-á³ëê³â, âèä³ëå íèõ ç
äðiæäæ³â, êë³òèí ëþ äè íè, ùóð³â, ðè ñó ³ àðàá³äîï ñè -
ñó, âè ÿâëåíî ïðè ñóòí³ñòü òðüîõ êîí ñåð âà òèâ íèõ äî -
ìåí³â (òåò ðàò ðè êî ïåï òèä íèé ïî âòîð (TPR), äî ìåí
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CHORD-âì³ñíèõ á³ëê³â ³ Sgt1 (CS) òà Sgt1-ñïå -
öèô³÷íèé äî ìåí (SGS)), à òà êîæ äâîõ âàð³àáåëü íèõ
ä³ëÿ íîê – VR1 è VR2 [7, 8]. TPR-äî ìåí â³äî ìèé ÿê
HSP-çâ’ÿ çó âàëü íèé äî ìåí, SGS-äî ìåí âçàºìîä³º ç
êàëüö³é-çâ’ÿ çó âàëü íè ìè á³ëêà ìè ðî äè íè  S100 [9], à
CS-äî ìåí ìàº âè ñî êó ãî ìî ëîã³þ ïî ñë³äîâ íîñ òåé ç
á³ëêîì ð23, â³äî ìèì ÿê êî øà ïå ðîí, ùî âçàºìîä³º ç
Hsp90 [10].

Âèâ ÷åí íÿ ðîë³ ³ ôóíêö³é Sgt1 ó êîì ïëåê ñàõ ç
á³ëêà ìè øà ïå ðî íî âî¿ ðî äè íè Hsp90 íå îáõ³äíî äëÿ
ðî çóì³ííÿ ìå õàí³çì³â ðå ãó ëÿö³¿ ñèã íàëü íèõ ïðî -
öåñ³â, ÿê³ êîí òðî ëþ þòü æèò òÿ ³ ñìåðòü êë³òè íè, ùî
º êðè òè÷ íèì ó ðîç âèò êó áà ãàòü îõ ñåð öå âî-ñó äèí íèõ 
ïà òî ëîã³é, çîê ðå ìà, äè ëÿ òàö³éíî¿ êàðä³îì³îïàò³¿.
Äëÿ âèð³øåí íÿ ö³º¿ ïðî áëå ìè íå îáõ³äíî îäåð æà òè
âè ñî êî àô³íí³, ìî íîñ ïå öèô³÷í³ àí òèò³ëà, ùî º
ñêëàä íèì çà âäàí íÿì ÷å ðåç âè ñî êó êîí ñåð âà òèâí³ñòü 
(³ â³äïîâ³äíî íèçüêó ³ìóíîãåíí³ñòü) ìîëåêóëè Sgt1.

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Ïðå ïà ðàò ðå êîìá³íà íòíî -
ãî Sgt1 ëþ äè íè (C-ê³íöå âèé ôðàã ìåíò ç ìî ëå êó ëÿð -
íîþ ìà ñîþ 20 êÄà) 95 % ÷èñ òî òè ëþá ’ÿç íî íàä à íî
ïðîô. Ã. Ô³ë³ïåê (Íå íñüêèé ²íñòè òóò, Ïîëü ùà), ïðå -
ïà ðàò á³ëêà Hsp90, î÷è ùå íî ãî ç ìîçêó áè êà, – ïðîô.
ß. Êóçü íèöü êèì (Ì³æíà ðîä íèé ²íñòè òóò ìî ëå êó -
ëÿð íî¿ ³ êë³òèí íî¿ á³îëîã³¿, Ïîëü ùà). Ïðå ïà ðàò ðå -
êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà GroEL îäåð æà íî íà ìè ðàí³øå,
ÿê îïè ñà íî [24].

Âñþ ðî áî òó ç òâà ðè íà ìè (ó òî ìó ÷èñë³
³ìóí³çàö³þ êðîë³â àáî îäåð æàí íÿ ë³çàò³â ç îðãàí³â
ìèø³) ïðî âå äå íî çã³äíî ç ïðà âè ëà ìè Åòè÷ íî ãî
êîì³òå òó Óêðà¿ íè. Òâà ðèí äå êàï³òó âà ëè ï³ä ëåã êèì
åô³ðíèì íà ðêî çîì. Ñåð öå çó ïè íÿ ëè ïåð ôóç³ºþ
îõîëîä æå íèì äî t = 4 îÑ ðîç ÷è íîì ôîñ ôàò íî ãî áó -
ôå ðà (PBS).

Îäåð æàí íÿ ñó ìàð íî ãî ë³çà òó òà öè òîï ëàç ìà -
òè÷ íî ãî åêñòðàê òó ç êàðä³îì³îöèò³â. Ñó ìàð íèé
ë³çàò êàðä³îì³îöèò³â îò ðè ìó âà ëè çà ðîç ðîá ëå íîþ
íà ìè ðàí³øå ñõå ìîþ [11]. Íà âàæ êó ì³îêàð äà ãî ìî -
ãåí³çó âà ëè â áó ôåð³ òà êî ãî ñêëà äó: 25 ìÌ òðèñ-HCl, 
ðÍ 7,5, 2 ìÌ ÅÄÒÀ, 5 ìÌ MgÑl2, 250 ìÌ ñà õà ðî çà,
0,1 % NP-40, 0,1 % äèò³îò ðå¿ òîë, 0,1 %-é ðîç ÷èí
ñóì³ø³ ³íã³á³òîð³â ïðî òå àç («Sigma», ÑØÀ). ßäðà
â³äîê ðåì ëþ âà ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿì (4000 g, 20 õâ).
Ì³òî õîíäð³¿ îñàä æó âà ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿì íàä -
îñà äó (10000 g, 20 õâ). Íà äî ñàä ì³ñòèâ öè òîï ëàç ìà -
òè÷ íó ôðàêö³þ êàðä³îì³îöèò³â.

×èñ òî òó á³ëê³â êîí òðî ëþ âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ
åëåê òðî ôî ðå çó â äå íà òó ðó âàëü íèõ óìî âàõ ó
12 %-ìó ÏÀÀÃ çà ìå òî äîì Ëåììë³ [12]. 

Êîí öåí òðàö³þ á³ëêà âèç íà ÷à ëè çà Áðåä ôîðäîì
[13].

Îòðè ìàí íÿ òà î÷è ùåí íÿ ïîë³êëî íàëü íèõ àí -
òèò³ë äî Sgt1. Êðîë³â  ³ìóí³çó âà ëè çà ðîç ðîá ëå íîþ
íà ìè ðàí³øå ñõå ìîþ [14]. ×å ðåç 7 äí³â ï³ñëÿ îñòàí -
íüî¿ iìóí³çàö³¿ ó òâà ðèí áðà ëè êðîâ äëÿ îò ðè ìàí íÿ
àí òè ñè ðî âàò êè. ²ìó íîã ëî áóë³íè âè ñî ëþ âà ëè ïðè
50 %-ìó íà ñè ÷åíí³ ñè ðî âàò êè ñóëü ôà òîì àìîí³þ.
Äàë³ ¿õ ïå ðå îñàä æó âà ëè 2–3 ðàçè òà çáåð³ãà ëè äî âè -
êî ðèñ òàí íÿ ï³ä ñóëü ôà òîì àìîí³þ ç äî äà âàí íÿì
0,3 %  àçè äó íà òð³þ ïðè òåì ïå ðà òóð³ 4 îÑ. 

Õðî ìà òîã ðàô³÷íå î÷è ùåí íÿ ³ìó íîã ëî áóë³í³â  íà
êî ëîíö³ ç DEAE-Tîyopearl. Äëÿ ðî áî òè âè êî ðèñ òà íî 
íîñ³é DEAE-Tîyopearl-650Ì ô³ðìè «ToyoSoda»
(ßïîí³ÿ). Êî ëîí êó ãî òó âà ëè çà ñòàí äàð òíîþ ìå òî -
äè êîþ. Íîñ³é óð³âíî âà æó âà ëè Na-ôîñ ôàò íèì áó ôå -
ðîì (PBS), pÍ 7,2.

Îñàä ³ìó íîã ëî áóë³í³â, îò ðè ìà íèé, ÿê îïè ñà íî
âè ùå, çáè ðà ëè öåí òðè ôó ãó âàí íÿì (10000 g, 10–
15 õâ, 4 îÑ) òà ðîç ÷è íÿ ëè â ì³í³ìàëü íî ìó îá’ºì³ îõî -
ëîä æå íî¿ äèñ òèëü î âà íî¿ âî äè. Ä³àë³çó âà ëè ïðî òè
îõî ëîä æå íî¿ äèñ òèëü î âà íî¿ âî äè ïðî òÿ ãîì 20 õâ òà
ïðî òè PBS (pH 7,2) ç äî äà âàí íÿì 0,1 ìM ÔÌÑÔ
ïðî òÿ ãîì íî÷³ ïðè òåì ïå ðà òóð³ 4 îÑ. Ï³ñëÿ öüî ãî íà
êî ëîí êó îá’ºìîì 2,5 ìë íà íî ñè ëè 40–50 ìã ñó ìàð -
íî ãî á³ëêà. Êî ëîí êó ïðî ìè âà ëè 2–3 îá’ºìà ìè áó ôå -
ðà PBS (ðÍ 7,2). Çáèðàëè á³ëêîâ³ ôðàêö³¿, ÿê³ íå
çâ’ÿçàëèñÿ ç íîñ³ºì êîëîíêè.

Î÷è ùåí íÿ IgG íà Protein G-ñå ôà ðîç³. Âèêî ðèñ -
òà íî íîñ³é Protein G-ñå ôà ðî çó («Pharmacia»,
Øâåö³ÿ). Íîñ³é ó êî ëîíö³ óð³âíî âà æó âà ëè áó ôå ðîì
PBS, pH 7,2. Îá’ºì êî ëîí êè ñêëà äàâ 2,5 ìë,
ºìí³ñòü – 1,5 ìã á³ëêà íà 1 ìë ñî ðáåí òó. Íà íî ñè ëè
³ìó íîã ëî áóë³íè, ïî ïå ðåä íüî î÷è ùåí³ íà DEAE-
Tîyopearl, òà çà ëè øà ëè äëÿ ³íêó áàö³¿ íà 2– 3 ãîä çà
ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè. Êî ëîí êó ïðî ìè âà ëè áó ôå -
ðîì PBS äëÿ âè äà ëåí íÿ á³ëêà, ùî íå çâ’ÿ çàâ ñÿ ç
íîñ³ºì. Äàë³ IgG åëþ þ âà ëè 0,2 Ì ãë³öè íîì (ðÍ 2,5)
ç íå é òðàë³çàö³ºþ åëþ à òà 1 Ì ðîç ÷è íîì òðèñ-HCl,
pH 11,0: îá’ºì ôðàêö³¿ åëþö³¿ ñòà íî âèâ 500 ìêë. 

×èñ òî òó îò ðè ìà íèõ IgG ïå ðåâ³ðÿ ëè ìå òî äîì
åëåê òðî ôî ðå çó â ÏÀÀÃ çà äå íà òó ðó âàëü íèõ óìîâ.
Îá’ºäíó âà ëè ôðàêö³¿ á³ëêî âî ãî ï³êà òà ä³àë³çó âà ëè
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ïðî òÿ ãîì 12–18 ãîä ïðî òè áó ôå ðà PBS ç 0,1 ìM
ÔÌÑÔ ïðè òåì ïå ðà òóð³ 4 îÑ. 

Ñèí òåç àô³ííî¿ êî ëîí êè ç àí òè ãå íîì. CNBr-àê -
òè âî âà íó ñå ôà ðî çó («Pharmacia») çà ëè âà ëè äëÿ íà -
áðÿ êàí íÿ 0,1 Ì êàð áî íàò íèì áó ôå ðîì (pH 8,0).
Á³ëîê äëÿ êîí ’þ ãàö³¿ ä³àë³çó âà ëè ïðî òè öüî ãî æ áó -
ôå ðà. Á³ëîê ³ììîá³ë³çó âà ëè íà íîñ³é ïðî òÿ ãîì
14–16 ãîä íà êà ÷àëö³ çà òåì ïå ðà òó ðè 4 îÑ (5 ìã á³ëêà
íà 1 ìë ñî ðáåí òó). Ï³ñëÿ ³íêó áàö³¿ ñî ðáåíò ðå òåëü íî 
â³äìè âà ëè íà ô³ëüòð³ ðîç ÷è íîì 2 Ì NaCl, ïîò³ì –
PBS. Äëÿ áëî êó âàí íÿ â³ëüíèõ ñàéò³â ñî ðáö³¿ äî
â³äìè òî ãî ñî ðáåí òó äî äà âà ëè ðîç ÷èí 1 Ì ãë³öè íó
(ðÍ 8,0). ²íêó áó âà ëè íà êà ÷àëö³ ïðî òÿ ãîì 2 ãîä çà
òåì ïå ðà òó ðè 4 îÑ. Ãë³öè íî âèé áó ôåð çàì³íþ âà ëè
äâ³÷³. Ï³ñëÿ öüî ãî ñî ðáåíò ðå òåëü íî â³äìè âà ëè 2 Ì
NaCl òà ïå ðå íî ñè ëè â êî ëîí êó. Êî ëîí êó ïðî ìè âà ëè
PBS, ðÍ 7,2, ç 10 % åìáð³îíàëü íî¿ ñè ðî âàò êè òå ëÿ -
òè. Îñòàíí³é åòàï – ïðî ìè âàí íÿ êî ëîí êè 10 îá’ºìà -
ìè PBS (ðÍ 7,2).

Àô³ííå î÷è ùåí íÿ ñïå öèô³÷íèõ  àí òèò³ë. IgG,
î÷è ùåí³ íà Protein G-ñå ôà ðîç³, ä³àë³çó âà ëè ïðî òÿ -
ãîì íî÷³ (4 îÑ) ïðî òè PBS, ðÍ 7,2. Íà àô³ííó êî ëîí -
êó îá’ºìîì 2 ìë íà íî ñè ëè 10–12 ìã IgG òà ³íêó áó âà -
ëè â êî ëîíö³ ïðî òÿ ãîì 3–4 ãîä ïðè ê³ìíàòí³é òåì ïå -
ðà òóð³. Ï³ñëÿ öüî ãî êî ëîí êó â³äìè âà ëè â³ä á³ëêà, ùî 
íå çâ’ÿ çàâ ñÿ, 0,5 Ì NaCl ó PBS, ðÍ 7,2, ïîò³ì áó ôå -
ðîì PBS  ³ çâ’ÿ çà íèé á³ëîê åëþ þ âà ëè ðîç ÷è íîì
0,2 Ì ãë³öè íó (ðÍ 2,5) ç íå é òðàë³çàö³ºþ åëþ à òà ðîç -
÷è íîì 1 Ì òðèñ-HCl, ðÍ 11,0: îá’ºì ôðàêö³é åëþö³¿
ñêëà äàâ 500 ìêë. Ôðàêö³¿ á³ëêî âî ãî ï³êà îá’ºäíó âà -
ëè òà îò ðè ìàí³ IgG ä³àë³çó âà ëè ïðî òÿ ãîì 12–18 ãîä
ïðî òè PBS, ðÍ 7,2, ç 0,1 ìM ÔÌÑÔ ïðè òåì ïå ðà -
òóð³ 4 îÑ. IgG êîí öåí òðó âà ëè äî 1 ìã/ìë. 

×èñ òî òó îò ðè ìà íèõ ìî íîñ ïå öèô³÷íèõ àí òèò³ë
ïå ðåâ³ðÿ ëè ìå òî äîì åëåê òðî ôî ðå çó â ÏÀÀÃ çà äå -
íà òó ðó âàëü íèõ óìîâ, à ñïå öèô³÷í³ñòü – çà äî ïî ìî -
ãîþ ìå òîä³â ³ìó íî ôåð ìåí òíî ãî àíàë³çó (ELISA) òà
³ìó íîá ëî òèí ãó (Western blot analysis). 

Òâåð äî ôàç íèé ³ìó íî ôåð ìåí òíèé àíàë³ç
(ELISA). Òèòð àí òè ñè ðî âàò êè ïðî òè á³ëêà Sgt1 ³ àí -
òè-Sgt1 àí òèò³ë ï³ñëÿ âñ³õ åòàï³â î÷è ùåí íÿ âèç íà ÷à -
ëè çà äî ïî ìî ãîþ òâåð äî ôàç íî ãî ³ìó íî ôåð ìåí òíî ãî 
àíàë³çó (ELISA) ç ìî äèô³êàö³ÿìè [15]. Àíòèãåíè
³ììîá³ë³çó âà ëè ïðî òÿ ãîì íî÷³ ïðè òåì ïå ðà òóð³ 4 îÑ
â 0,1 Ì êàð áî íàò íî ìó áó ôåð³, ðÍ 9,0 íà ïëàí øå òè
äëÿ ³ìó íî ôåð ìåí òíî ãî àíàë³çó. Êîí öåí òðàö³ÿ àí òè -

ãåí³â ñòà íî âè ëà 10 ìêã/ìë. Äàë³ ïëàí øå òè ðå òåëü íî
â³äìè âà ëè ÐÂS, ðÍ 7,2, ùî ì³ñòèâ 0,1 % òâ³í-20
(PBS-Ò), òà â³ëüí³ ñàé òè àä ñîðáö³¿ áëî êó âà ëè áó ôå -
ðîì PBS-T ç 0,5 %-þ æå ëà òè íîþ (PBS-T-Gel).
Àíòèñèðîâàòêó àáî ñïå öèô³÷í³ àí òèò³ëà ó
â³äïîâ³äíî ìó ðîç âå äåíí³ â áó ôåð³ PBS-T-Gel ³íêó -
áó âà ëè ïðî òÿ ãîì 2 ãîä ïðè òåì ïå ðà òóð³ 37 îÑ. Ï³ñëÿ
ðå òåëü íî ãî â³äìè âàí íÿ áó ôå ðîì PBS-T  ïëàí øå òè
³íêó áó âà ëè óïðî äîâæ 1 ãîä ç  âòî ðèí íè ìè àí òèò³ëà -
ìè ïðî òè IgG êðî ëè êà, ì³÷å íè ìè ïå ðîê ñè äà çîþ
õðî íó. Ï³ñëÿ ï’ÿ òè ðà çî âî ãî â³äìè âàí íÿ  òèì æå ðîç -
÷è íîì ïðî äóêò ðå àêö³¿ â³çó àë³çó âà ëè äî äà âàí íÿì
ñóá ñòðà òó (0,05 ìã/ìë ABTS ç 0,05 % Í2Î2) â 50 ìÌ
öèò ðàò-ôîñ ôàò íî ìó  áó ôåð³ (ðÍ 4,5–5,2) ïðî òÿ ãîì
45 õâ ïðè òåì ïå ðà òóð³ 37 îÑ ³ ðå çóëü òàò ðå àêö³¿
ê³ëüê³ñíî îá ðà õî âó âà ëè íà ðè äåð³ ô³ðìè «BioLab»
(Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ). Äîñ òîâ³ðíèì ââà æàëè ðå çóëü òàò, 
äå ð³âåíü ñïå öèô³÷íèõ àí òèò³ë â àí òè ñè ðî âàòö³ ïå -
ðå âè ùó âàâ àíà ëîã³÷í³ òèò ðè àí òèò³ë ó ñè ðî âàòö³
íå³ìóí³çî âà íî ãî êðî ëÿ íà âå ëè ÷è íó 1s (ñòàí äàð òíå
â³äõè ëåí íÿ). 

²ìó íîá ëî òèíã (Western-blot àíàë³ç). Ñïå -
öèô³÷í³ñòü îò ðè ìà íèõ àí òè-Sgt1 àí òèò³ë ³ ¿õíþ
ìîæ ëè âó êðîñ-ðå àê òèâí³ñòü ó ë³çà òàõ êë³òèí ³
îðãàí³â ññàâö³â âèç íà ÷à ëè çà äî ïî ìî ãîþ ³ìó íîá ëî -
òèí ãó (Western-blot) çà â³äî ìèì ìå òî äîì [16] ç íå -
çíà÷ íè ìè ìî äèô³êàö³ÿìè. 

Ï³ñëÿ åëåê òðî ôî ðå òè÷ íî ãî ðîçä³ëåí íÿ çðàçê³â
åëåê òðî ïå ðå íîñ ïîë³ïåï òèä³â íà í³òðî öå ëþ ëîç íó
ìåì áðà íó ïðî âî äè ëè ïðî òÿ ãîì 2 ãîä, ó 20 ìM
òðèñ-100 ìM ãë³öè íî âî ìó áó ôåð³ ç 20 % ìå òà íî ëó
ïðè ñèë³ ñòðó ìó 200 ìÀ òà íà ïðóç³ 20 Â. Ïà ñèâ íèé
ïå ðå íîñ á³ëê³â íà í³òðî öå ëþ ëîç íó ìåì áðà íó
çä³éñíþ âà ëè â áó ôåð³ PBS ïðî òÿ ãîì íî÷³. Ñàé òè íå -
ñïå öèô³÷íî¿ ñî ðáö³¿ áëî êó âà ëè 5 %-ì ðîç ÷è íîì ñó -
õî ãî çíå æè ðå íî ãî ìî ëî êà â áó ôåð³ PBS-Ò. Óñ³
ïîäàëüø³ ïðî öå äó ðè, âêëþ ÷à þ ÷è ³íêó áàö³þ ç³ ñïå -
öèô³÷íîþ àí òè-ñè ðî âàò êîþ àáî î÷è ùå íè ìè àí -
òèò³ëà ìè, âè êî íó âà ëè â áó ôåð³ PBS-T–ìî ëî êî çà
ê³ìíàò íî¿ òåì ïå ðà òó ðè. Âòî ðèí íè ìè àí òèò³ëà ìè
ñëó ãó âà ëè àí òèò³ëà ïðî òè IgG êðî ëÿ, êîí ’þ ãî âàí³ ç
ïå ðîê ñè äà çîþ õðî íó ô³ðìè «Sigma». Ðå çóëü òà òè
â³çó àë³çó âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ ðå àêö³¿ õåì³ëþì³íåñ-
öåíö³¿ ç âè êî ðèñ òàí íÿì íà áî ðó ECL «Amersham»,
Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ) òà åê ñïî íó âà ëè íà ðåí òãåí³âñüêó
ïë³âêó ô³ðìè Êî äàê.
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Ðå çóëü òà òè ³ îá ãî âî ðåí íÿ. Âèâ ÷åí íÿ îñîá ëè -
âîñ òåé ðå ãó ëÿö³¿ ïðî- ³ àí òè à ïîï òè÷ íèõ ñèã íàëü íèõ
êàñ êàä³â ó êë³òè íàõ âè ùèõ åó êàð³îò³â âè ÿ âè ëî
ó÷àñòü ìî ëå êó ëÿð íèõ øà ïå ðîí³â âè ñî êî êîí ñåð âà -
òèâ íî¿ ðî äè íè Hsp90 ó ìå õàí³çìàõ ÿê àê òè âàö³¿, òàê
³ ñóï ðåñ³¿ öèõ êàñ êàä³â [17, 18]. Íå ùî äàâ íî òà êîæ
âñòà íîâ ëå íî, ùî Hsp90 ïðè ÷åò íèé äî êîí òðî ëþ
ÿêîñò³ á³ëê³â ÷å ðåç ïðî öå ñè ïîë³-óá³êâ³òè íó âàí íÿ òà 
ïðî òå à ñîì íî¿ äåã ðà äàö³¿ ñóá ñòðàò³â [19]. Âèç íà ÷åí -
íÿ ñòðóê òó ðè ìî ëå êó ëè Hsp90 ïî êà çà ëî ïðè ñóòí³ñòü 
Ñ-ê³íöå âî ãî äî ìå íó äè ìå ðè çàö³¿ ³ N-ê³íöå âî ãî
ATP-àç íî ãî äî ìå íó,  îá èä âà ç ÿêèõ âçàºìîä³þòü ÿê ç 
ð³çíè ìè ñóá ñòðà òà ìè, òàê ³ ç ö³ëîþ íèç êîþ òàê çâà -
íèõ êî øà ïå ðîí³â [20].  Àíàë³çîì ïî ñë³äîâ íîñò³ íå -
ùî äàâ íî â³äêðè òî ãî á³ëêà SGT1 [6], çà ëó ÷å íî ãî äî
ìå õàí³çì³â âðîä æå íî ãî ³ìóí³òå òó ïðî òè ì³êðîá íèõ
ïà òî ãåí³â ÿê ðîñ ëèí, òàê ³ òâà ðèí, ïî êà çà íî íà -
ÿâí³ñòü òðüîõ êîí ñåð âà òèâ íèõ äî ìåí³â, âèç íà ÷å íî
ïîä³áí³ñòü öåí òðàëü íî ãî CS-äî ìå íó äî Hsp90-çâ’ÿ -
çó âàëü íî ãî êî øà ïå ðî íó ð23 [7, 8] ³ â³äïîâ³äíî
çäàòí³ñòü äî âçàºìîä³¿ ç øà ïå ðî íîì Hsp90 [10].
Ñ-ê³íöå âèé äî ìåí ìî ëå êó ëè Sgt1 (SGS) âçàºìîä³º ç
Ñà2+-çâ’ÿ çó âàëü íè ìè á³ëêà ìè ðî äè íè S100 [21], ñå -
ðåä ÿêèõ àíåê ñè íè, ïñîð³àçèí, êàëü öèêë³í, ïàð âàëü -
áóì³í, êàëü ìî äóë³í òà òðî ïîí³íè. Òî ìó ìîæ íà ïðè -
ïóñ òè òè âàæ ëè âó ðîëü á³ëêà Sgt1 íå ëè øå â ìå -
õàí³çìàõ ðå ãó ëÿö³¿ ñèã íàëü íèõ øëÿõ³â, à é ó
ñêî ðîò ëè âî ìó öèêë³ ì’ÿ çî âèõ êë³òèí, çîê ðå ìà
êàðä³îì³îöèò³â [22]. 

Äîñë³äæåí íÿ âè ùå çàç íà ÷å íèõ ïðî áëåì ãàëü -
ìóºòüñÿ â³äñóòí³ñòþ äîñ òóï íèõ ³ âè ñî êî àô³ííèõ

ïðå ïà ðàò³â ñïå öèô³÷íèõ àí òè-Sgt1 àí òèò³ë, îäåð æà -
òè ÿê³ º ñêëàä íèì çà âäàí íÿì ÷å ðåç âè ñî êó åâî -
ëþö³éíó êîí ñåð âà òèâí³ñòü ³ â³äïîâ³äíî íèç ü êó
³ìó íî ãåíí³ñòü  ìî ëå êó ëè Sgt1. Ó çâ’ÿç êó ç öèì ïåð -
øèì åòà ïîì îäåð æàí íÿ çãà äà íèõ àí òèò³ë áóâ ï³äá³ð
óìîâ ³ìóí³çàö³¿ òâà ðèí (êðîë³â) ïðå ïà ðà òîì Sgt1 âè -
ñî êî¿ ÷èñ òî òè. ßê àí òè ãåí âè êî ðèñ òî âó âà ëè
Ñ-ê³íöå âèé ôðàã ìåíò (ì. ì. áëèçü êî 20 êÄà) ðå -
êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà Sgt1 ëþ äè íè 95 %-¿ ÷èñ òî òè
(ðèñ. 1). Íàì âäà ëî ñÿ îäåð æà òè âèñîêèé (á³ëüøå
10–4) òèòð àí òè-Sgt1 àí òè ñè ðî âàò êè ò³ëüêè ï³ñëÿ ï’ÿ -
òî¿ ³ìóí³çàö³¿, àëå çàâäÿ êè ðîç ðîá ëåí³é íà ìè ðàí³øå
ñõåì³ ³ìóí³çàö³¿ òâà ðèí íà òèâ íè ìè á³ëêî âè ìè àí òè -
ãå íà ìè áó ëî âèò ðà ÷å íî ëè øå 300 ìêã á³ëêà.

Ï³ñëÿ âñ³õ åòàï³â î÷è ùåí íÿ îäåð æà íèõ àí òèò³ë
âèç íà ÷à ëè ¿õíþ àô³íí³ñòü, ñïå öèô³÷í³ñòü òà ìîæ ëè -
âó ³ìóí íó êðîñ-ðå àê òèâí³ñòü ç  ³íøè ìè àí òè ãå íà ìè
ðî äè íè ìî ëå êó ëÿð íèõ øà ïå ðîí³â, ùî º ëîã³÷íèì ç
îãëÿ äó íà îäíà êî âó ñòðóê òóð íó îðãàí³çàö³þ øà ïå -
ðîí³â, ÿê³ íà ëå æàòü äî ð³çíèõ ðî äèí. Íà ðèñ. 2 ïðåä -
ñòàâ ëå íî ðå çóëü òà òè âèç íà ÷åí íÿ çà äî ïî ìî ãîþ ³ìó -
íîõ³ì³÷íî ãî àíàë³çó (ELISA)  òèò ðó ñïå öèô³÷íèõ
àí òè-Sgt1 ñè ðî âà òîê òà àí òè-Sgt1 àí òèò³ë ï³ñëÿ ïî -
ñë³äîâ íî ãî î÷è ùåí íÿ íà ð³çíèõ ñîðáåí òàõ. Âèä íî,
ùî ç êîæ íèì åòà ïîì î÷è ùåí íÿ  ï³äâè ùóºòüñÿ
àô³íí³ñòü îäåð æà íèõ àí òèò³ë, ïðî ùî ñâ³ä÷èòü
ïîð³âíÿëü íå ³ìó íî òèò ðó âàí íÿ ñïå öèô³÷íî¿ ³ìóí íî¿
àí òè-Sgt1  àí òè ñè ðî âàò êè òà ñè ðî âàò êè ³íòàê òíî ãî
(òîá òî íå³ìóí³çî âà íî ãî) êðîëÿ. 

Ïðè îäåð æàíí³ àí òèò³ë ïðî òè ðå êîìá³íà íòíèõ
àí òè ãåí³â äîñë³äíè êè ÷àñ òî ñòè êà þòü ñÿ ç òèì, ùî
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Ðèñ. 1. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèé àíàë³ç ÷èñ òî òè ðå êîìá³íà íòíî ãî

Sgt1 ëþ äè íè (DÑ ôðàã ìåíò), âè êî ðèñ òà íî ãî ÿê àí òè ãåí äëÿ

³ìóí³çàö³¿ êðîë³â: 1 – ðå êîìá³íà íòíèé Sgt1 ëþ äè íè (DÑ ôðàã -
ìåíò); 2 – ñóì³ø ñòàí äàð òíèõ á³ëêî âèõ ìàð êåð³â («Sigma») 

Ðèñ. 2. ²ìó íî ðå àê òèâí³ñòü ñïå öèô³÷íî¿ àíòè-Sgt1 àí òè ñè ðî âàò -
êè (2) òà ìî íîñ ïå öèô³÷íèõ àíòè-Sgt1 àí òèò³ë (1), âèç íà ÷å íà
³ìó íî ôåð ìåí òíèì àíàë³çîì (ÅLISA); 3 – àí òè ñè ðî âàò êà ³íòàê -
òíî ãî (íå³ìóí³çî âà íî ãî) êðî ëÿ



îò ðè ìà íèé de novo ïðå ïà ðàò àí òèò³ë ðîçï³çíàº
ò³ëüêè ðå êîìá³íà íòíèé ïîë³ïåï òèä, àëå íå
âçàºìîä³º ç íà òèâ íè ìè á³ëêà ìè (â ë³çà òàõ êë³òèí ³
òêà íèí òâà ðèí), íàâ³òü ÿê ùî ïî êà çà íî åêñïðåñ³þ ãå -
íà äîñë³äæó âà íî ãî á³ëêà. Íà ñüî ãîäí³ íå ìàº ÷³òêî ãî
ðî çóì³ííÿ ïðè ðî äè öüî ãî ôå íî ìå íó, àëå, ñêîð³ø çà
âñå, öå ìî æå áó òè ïî â’ÿ çà íî ç ðîçá³æíîñ òÿ ìè ó ôîë -
äèí ãó ðå êîìá³íà íòíèõ ³ íà òèâ íèõ á³ëê³â. Òî ìó âàæ -
ëè âèì åòà ïîì õà ðàê òå ðèñ òè êè íî âèõ àí òèò³ë º âèç -
íà ÷åí íÿ ¿õíüî¿ ñïå öèô³÷íîñò³ ìå òî äîì ³ìó íîá ëî -
òèí ãó (Western-blot aíàë³ç). Àíàë³ç ñïå öèô³÷íîñò³
òà ìîæ ëè âî¿ ³ìóí íî¿ êðîñ-ðå àê òèâ íîñò³ àí òè-Sgt1
àí òèò³ë çà äî ïî ìî ãîþ ìå òî äó ³ìó íîá ëî òèí ãó âè ÿ -
âèâ, ùî îäåð æàí³ àí òèò³ëà íå ëè øå ñïå öèô³÷íî
âçàºìîä³þòü ç ðå êîìá³íà íòíèì àí òè ãå íîì, ÿêèì
³ìóí³çó âà ëè òâà ðèí, àëå é ðîçï³çíà þòü ïîë³ïåï òèä ç
ì. ì. 40 êÄà, ùî â³äïîâ³äàº íà òèâ íî ìó Sgt1, ó ë³çàò³
êàðä³îì³îöèò³â ìèø³ (ðèñ. 3). Êð³ì òî ãî, îäåð æàí³
íà ìè ìî íîñ ïå öèô³÷í³ àí òè-Sgt1 àí òèò³ëà ðîçï³çíà -
âà ëè  ïðå ïà ðàò íà òèâ íî ãî Hsp90 (î÷è ùå íî ãî ç ìîç -
êó áè êà), âèä³ëå íèé íà ìè ðàí³øå ðå êîìá³íà íòíèé
GroEL (ïðî êàð³îò íèé àíà ëîã åó êàð³îò íî ãî øà ïå ðî -
íó Hsp60) [23], à òà êîæ íà òèâ íèé á³ëîê Hsp60 ó
ë³çàò³ êàðä³îì³îöèò³â ìèø³. Ìè ïðè ïóñòèëè, ùî
Sgt1 ìàº ñï³ëüíèé äî ìåí(è) ç øà ïå ðî íîì  Hsp60,
ïðî ùî ñâ³ä÷èòü êðîñ-ðå àê òèâí³ñòü àí òè-Sgt1 àí -

òèò³ë ó ðå àêö³¿ ³ìó íîá ëî òèí ãó. ßêùî öå òàê,  òî ïîä -
àëüø³ äîñë³äæåí íÿ ç âè êî ðèñ òàí íÿì îäåð æà íèõ
íà ìè àí òèò³ë ëîã³÷íî ñêîí öåí òðó âà òè íà ïî øó êó
ñï³ëüíèõ äî ìåí³â ç íà ñòóï íèì àíàë³çîì ïî -
ñë³äîâíîñòåé îñòàíí³õ ³ íà âèç íà ÷åíí³ òî ãî, ÷è º
Sgt1 êî øà ïå ðî íîì, á³ëêîì-ì³øåí íþ, àáî æ
á³ëêîì – ïàðòíåðîì  äëÿ Hsp60. Îñòàííº âêðàé âàæ -
ëè âå äëÿ ðî çóì³ííÿ ó÷àñò³ Sgt1, ÿê ³ ³íøèõ
CHORD-âì³ñíèõ á³ëê³â, ó ôóíêö³îíóâàíí³
êàðä³îì³îöèò³â òà â ìå õàí³çìàõ ¿õíüîãî
àíòè-ñòðåñîâîãî çàõèñòó, ïîðóøåííÿ ÿêîãî
ïðèçâîäèòü äî ðîçâèòêó ð³çíèõ ñåðöåâèõ ïàòîëîã³é
àáî æ äî àïîïòè÷íî¿ çàãèáåë³ êàðä³îì³îöèò³â.

Âèñ íîâ êè. Âïåð øå îäåð æà íî ìî íîñ ïå öèô³÷í³
ïîë³êëî íàëüí³ àí òè-Sgt1 àí òèò³ëà âè ñî êî ãî ñòó ïå íÿ
÷èñ òî òè òà àô³ííîñò³. Îäåð æàí³ àí òè-Sgt1 àí òèò³ëà
ïðà öþ þòü ÿê ó ðå àêö³¿ ELISA, ³ìó íîá ëî òèí ãó
(Western-blot àíàë³ç), òàê ³ â ³ìó íîï ðå öèï³òàö³¿ (³ìó -
íî àô³ííå î÷è ùåí íÿ àíòèò³ë).

Âïåð øå ïî êà çà íî êðîñ-ðå àê òèâí³ñòü àí òè-Sgt1
àí òèò³ë ç øà ïå ðî íà ìè Hsp90 òà Hsp60.

L. N. Kapustian, O. T. Rozhko, V. I. Bobyk, I. V. Kroupskaya, 
L. L. Sidorik

Development and characterization of monospecific anti-Sgt1

antibodies

Summary

The method of development and purification of monospecific
polyclonal antibodies against Sgt1 was described and their
characteristics were presented. Protein Sgt1 plays an important
role in the regulation of cell cycle, Hsp90-related proteasome
degradation of proteins and pro/anti-apoptotic signaling along
with other molecular chaperons and co-chaperons. The further
investigation of Sgt1 role and its functioning with other members of
Hsp90-chaperons family is important for elucidation of the cell
signaling regulation, which is significant for cardio-vascular
pathologies progression, particularly, for dilated cardiomyopathy.

Keywords: monospecific antibodies, Sgt1, chaperons.

Ë. Í. Êà ïóñ òÿí, Î. Ò. Ðîæ êî, Â. È. Áî áûê, È. Â. Êðóï ñêàÿ, 
Ë. Ë. Ñè äî ðèê 

Ïî ëó ÷å íèå è  õà ðàê òå ðèñ òè êà àíòè-sgt1 ìî íîñ ïå öè ôè ÷åñ êèõ

àí òè òåë

Ðå çþ ìå

Îïè ñàí ìå òîä ïî ëó ÷å íèÿ è î÷èñ òêè, à òàê æå îõà ðàê òå ðè çî âà -
íû ñâî éñòâà ìî íîñ ïå öè ôè ÷åñ êèõ ïî ëèê ëî íàëü íûõ àí òè òåë
ïðî òèâ âû ñî êî êîí ñåð âà òèâ íî ãî ýó êà ðè îò íî ãî áåë êà Sgt1, èã -
ðà þ ùå ãî âàæ íóþ ðîëü â ðå ãó ëÿ öèè êëå òî÷ íî ãî öèê ëà, â
Hsp90-îïîñ ðå äî âàí íîé ïðî òå à ñîì íîé äåã ðà äà öèè áåë êîâ è
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Ðèñ. 3. ²ìó íî ëîã³÷íà êðîñ-ðå àê òèâí³ñòü ìî íîñ ïå öèô³÷íèõ
àíòè-Sgt1 àí òèò³ë, âèç íà ÷å íà ìå òî äîì ³ìó íîá ëî òèí ãó
(Western-blot àíàë³ç): 1 – åêñòðàêò öè òîï ëàç ìà òè÷ íî¿ ôðàêö³¿
ì³îêàð äà ìèø³; 2 – áè ÷à ÷èé ñè ðî âàò êî âèé àëü áóì³í; 3 – ðå -
êîìá³íà íòíèé GroEL (ïðî êàð³îò íèé ãî ìî ëîã åó êàð³îò íî ãî
Hsp60); 4 – Hsp90, î÷è ùå íèé ç ìîç êó áèêà; 5 – ðå êîìá³íà íòíèé

Stg1 (DC ôðàã ìåíò) 



âìåñ òå ñ äðó ãè ìè ìî ëå êó ëÿð íû ìè øà ïå ðî íà ìè è êî-øà ïå ðî íà -
ìè ÿâ ëÿ þ ùå ãî ñÿ âàæ íûì ðå ãó ëÿ òî ðîì ïðî- è àí òè à ïîï òè ÷åñ -
êèõ ñèã íàëü íûõ ïó òåé. Èçó ÷å íèå ðîëè è ôóíê öèé Sgt1 â
êîì ïëåê ñàõ ñ áåë êà ìè øà ïå ðî íî âî ãî ñå ìå éñòâà Hsp90 íå îá õî -
äè ìî äëÿ ïî íè ìà íèÿ ìå õà íèç ìîâ ðå ãó ëÿ öèè ñèã íàëü íûõ ïðî öåñ -
ñîâ, êîí òðî ëè ðó þ ùèõ æèçíü è ñìåðòü êëåò êè, ÷òî êðè òè÷ íî
äëÿ ðàç âè òèÿ ñåð äå÷ íî-ñî ñó äèñ òûõ ïà òî ëî ãèé, â ÷àñ òíîñ òè,
äè ëÿ òà öè îí íîé êàðäèîìèîïàòèè.

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ìî íîñ ïå öè ôè ÷åñ êèå àí òè òå ëà, Sgt1, øà ïå -
ðî íû. 
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