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У ЛЕЙКОЦИТАХ КРОВІ ВЕЛИКОЇ РОГАТОЇ ХУДОБИ

Вербицький П.І., Петрух І.М., Влізло В.В., Остапів Д.Д.

Інституту біології тварин УААН, м. Львів

Установлено пріон-протеїн і його ізоформи у лейкоцитах крові великої рогатої ху-
доби, що може бути передумовою для розроблення прижиттєвих методів діагностики 
ТСЕ й ідентифікації штамів інфекційного пріону.

На сьогоднішній день прижиттєва діагностика губчастоподібної енцефалопатії 
великої рогатої худоби (ГЕ ВРХ) відсутня. Протягом останнього десятиліття розроб-
ленню методів виявлення пріонів і діагностики трансмісивних спонгіоформних 
енцефалопатій (ТСЕ) людей і тварин приділяється велика увага. Однак, остаточно 
встановити діагноз можна тільки у померлих, виявляючи нагромадження патологіч-
ного або інфекційного пріону (PrPsc) в мозку [1]. 

Відомо [2], що захворювання виникає при наявності в організмі тварини фізіоло-
гічного пріона (PrPc), який є основою для реплікації PrPsc. Установлено [3], що PrPc 
синтезується у різних органах і тканинах організму, а також виявляється на поверхні 
лімфоцитів і моноцитів крові. Імунна система хворого організму не реагує на при-
сутність PrPsc, оскільки не продукується інтерферон, не проявляється цитотоксич-
ний вплив, включаючи інфікування клітин in vitro, не змінюються якісно та кіль-
кісно Т- та В-лімфоцити [4]. Проте за допомогою клітин імунної системи пріони 
поширюються по організму [5].

Особлива роль у перенесенні та частковій реплікації пріону належить В-лімфо-
цитам [6]. Так, при імунодепресії, яку викликали кортикостероїдами та амфотиро-
цином В, чутливість організму до патологічного пріону знижувалась. У трансгенних 
мишей, які мали генетичний дефект на продукцію В-лімфоцитів, спостерігалося 
зниження розвитку хвороби після внутрішньочеревного введення збудника. Водно-
час при інтрацеребральному інфікуванні тварин не виявлено різниці у швидкості 
поширення інфекції в дослідній і контрольній групах [7, 8]. 

Зважаючи на те, що у поширенні та частковій реплікації пріону в організмі прий-
мають участь лімфоцити крові, метою нашої роботи було встановити PrPc і досліди-
ти профіль його глікоформ у лейкоцитах крові великої рогатої худоби. 

Матеріали та методи. Матеріалом для досліджень були лейкоцити, виділені з крові 
великої рогатої худоби. Для отримання концентрату лейкоцитів у пробірку з 1 см3 
3 % NaEДTA вносили 4 см3 венозної крові та обережно перемішували. У зв’язку 
з різною питомою вагою еритроцитів і лейкоцитів додавання трилону Б (NaEДTA) 
забезпечує розділення крові на дві фракції – еритроцити та плазму, яка містить вели-
ку кількість лейкоцитів. Пробірки інкубували 30–40 хв. у термостаті за температури 
37 °С. Відсмоктували плазму та центрифугували за умови 1000 об./хв. 10 хв. 
Осад лейкоцитів декантували шляхом розбавлення в 0,5 см3 TBST (Tris-Buffered-
Saline with Tween) і розділяли їх на дві частини. Одну частину лейкоцитів досліджу-
вали за методикою Prionics-Check Western, іншу – методом проведення імуноелек-
трофорезу в 5 % ПААГ. 

При проведенні досліджень за методикою Prionics-Check, приготовані відповідно 
до даної методики проби, вносили в лунки 12 % ПААГ і виконували вертикальний 
електрофорез. Принцип даного методу ґрунтується на здатності протеїнази К пере-
травлювати фізіологічну форму пріон-протеїну та виявляти патологічну, стійку до 
дії протеїнази К. Після проведення електрофорезу, методом блоту, білки переносили 
з гелю на PVDF-мембрану (Immobilon-P, Millipore). Насичували мембрану спе-
цифічними моноклональними антитілами 6Н4 (Prionics, Swiss) та антимишиним 
імуноглобуліном IgG-Biot (DakoCytomation), що дало можливість виявити пріон. 
Детекцію імунних комплексів (пріон+моноклональні антитіла) здійснювали, вико-
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ристовуючи CDP-Star (Tropix, GB). Отриманий результат фіксували на рентгенівсь-
кій плівці ECL HyperFilm (Amersham, USA). Типізацію ізоформ фізіологічного 
пріону проводили за молекулярною масою та відносною електрофоретичною рух-
ливістю. Відсоток окремих ізоформ у загальному вмісті пріона визначали на аналі-
заторі фореграм (АФ-1), прямим скануванням рентгенівських плівок. Виключення 
етапу обробки проб протеїназою К дало можливість виявити у досліджуваному ма-
теріалі фізіологічний пріон.

При проведенні досліджень на виявлення фізіологічного пріону за методом імуно-
електрофорезу досліджувані проби готували відповідно до методики Prionics-Check 
Western. До 5 % ДСН–ПААГ додавали специфічні моноклональні антитіла 6Н4 
(Prionics, Swiss) і формували лунки, в які вносили приготовані проби. Горизонталь-
ний електрофорез проводили протягом 20 хв. Через 10 хв від початку електрофорезу 
на поверхню гелю шляхом аплікації наносили антимишиний імуноглобулін IgG-Biot 
(DakoCytomation). У результаті утворення зон преципітації (пріон+моноклональні 
антитіла) виявили пріон-протеїн. Після закінчення електрофорезу, непреципітовані 
білки вимивали сольовим розчином (NaCl 12,5%). Утворені конгломерати пріон-
протеїну та моноклональних антитіл завдяки великим розмірам з гелю не вимива-
ються сольовим розчином і виявляються при зафарбовуванні Кумасі R-250.

Результати досліджень. У результаті проведення імуноелектрофорезу на пластині 
5 % ДСН–ПААГ встановлено білки, які під час приготування проб не піддавалися 
дії протеїнази К (рис. 1).

Рис. 1. Виявлення пріон-протеїну за допомогою імуноелектрофорезу в лейкоци-
тах крові великої рогатої худоби

Примітка: 1, 2, 3 – зразки без дії протеїнази К; 4, 5, 6 – зразки за дії протеїнази К.

Отже, виявлення пріону в лейкоцитах крові шляхом проведення імуноелектрофо-
резу може бути передумовою для розроблення експрес-тесту при діагностиці ТСЕ. 

Під час дослідження фізіологічного пріону в лейкоцитах крові корів за методикою 
Prionics-Check Western, нами виявлено три його ізоформи: ди-, моно- та деглікозе-
льовану. В результаті аналізу відносної кількості ізоформ PrPc у загальній концетра-
ції пріона лейкоцитів крові великої рогатої худоби встановили, що переважаючою 
є диглікозильована форма PrPс (46,6 %), у меншій кількості представлена деглікози-
льована (32,4 %), а найменшою є моноглікозильована (21,0 %) фракція (рис. 2). 

Співвідношення глікоформ відображає структурно-функціональний стан органів, 
що зумовлюють посттрансляційну модифікацію фізіологічного пріону. Існують різ-
ні штами пріонів, які розрізняються своєю конформацією й особливістю кількості 
та співвідношення ізоформ. Тому, визначення глікоформ пріону та встановлення їх 
змін у перспективі може застосовуватися як один з показників для визначення шта-
мів пріонних інфекцій.

1 2 3  4 5 6



83

А

0

10

20

30

40

50

 

1                  2                 3 

Рис. 2. Діаграма (А) та десинтограма (В) вмісту ізоформ фізіологічного пріона 
у лейкоцитах крові корів, виявленого методом вестерн-блот

Примітка: 1– де- , 2– моно-, 3 – диглікозильована ізоформи PrPс

Висновки. 1. Апробовані методики вестерн-блот аналізу й імуноелектрофорезу 
дають змогу встановити пріон-протеїн у лейкоцитах крові, що може бути передумо-
вою для розробки прижиттєвого методу діагностики пріонних інфекцій.

2. Виявлено три ізоформи фізіологічного пріону у лейкоцитах крові корів – диглі-
козильовану (46,6 %), деглікозильовану (32,4 %) та моноглікозильовану (21 %), що 
може бути важливим показником ідентифікації штамів пріону.

Перспектива подальших досліджень. Дослідження пріону у лейкоцитах і лімфоци-
тах крові, а також встановлення його глікоформ у перспективі можуть розроблятися 
як методи прижиттєвої діагностики ТСЕ й ідентифікації штамів PrPsc. 
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PRION-PROTEIN AND ITS ISOFORMS IN LEUKOCYTES OF CATTLE BLOOD
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It was established prion-protein and its isoforms in leukocytes of cattle blood, which may be 
a pre-condition of elaboration of spongiform encephalopahy vital methods for diagnostics and 
infection prion strain identification.
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ПРОТИМІКРОБНА АКТИВНІСТЬ НОВИХ ЧЕТВЕРТИННИХ ПОХІДНИХ 
СОЛЕЙ ХІНОЛІНІЮ

Волянський А.Ю.

Інститут мікробіології та імунології ім. І.І.Мечникова АМН України, 
м. Харків Україна

Означено ступінь та спектр протимікробної дії четвертинних похідних солей хі-
нолінію. Більш виражена активність хінолінієвих сполук щодо грампозитивних бак-
терій і кандид. Встановлено залежність “активність-структура” у більшості похід-
них хінолінію нового синтезу.

Арсенал протимікробних засобів, які використовуються сьогодні в медицині і ве-
теринарії, далеко не повністю задовольняє потребу в них, по цьому проблема пошу-
ку та конструювання більш ефективних профілактичних і лікувальних препаратів, 
антисептиків та дезінфектантів сьогодні вельми актуальна [1, 2, 6, 7].

Матеріали і методи. Четвертинні похідні солей хінолінію систезовані і охаракте-
ризовані з фізико-хімічної точки зору на кафедрі органічної хіміії Буковинського 
державного університету ім. Ю.Федьковича. Досліджувані сполуки являють собою 
мілкокришталеві різнокольорові порошки з високою температурою плавління. Вив-
чення протимікробної дії четвертинних похідних хінолінію виконано згідно сучас-
них вимог Державної фармакопеї України [5]. Методом серійних розведень хімічних 
сполук в твердих та рідких поживних середовищах вивчено протимікробну актив-
ність похідних хінолінію щодо стандартних штамів мікроорганізмів (Staph. aureus 
209-Р, Е.соlі 365, В.ргteus vulgaris 409, Ps.aeruginosa 128, B.fragilis 136, C.diphetheriae 
PW-8, Саndida albicans 688). У випадках використання окрім води других розчинників 
хімічних сполук паралельно з основним дослідом ставили з ними контролі.

Одержані результати та їх обговорення. Вміщуючі хлор четвертинні солі хінолінію, 
що включають залишок диметиланіліну, виявили досить виражену активність у від-
ношенні грампозитивних бактерій і грибів (мінімальні ингібуючі ріст мікробів кон-
центрації знаходяться в межах від 0,25 до 31,2 мкг/мл). Вплив їх на ентеробактерії і 
псевдомонади менш виражено (ріст кишкової палички затримується з’єднаннями в 
дозах 31,2-250,0 мкг/мл, протеїв і синьогнійної палички - 31,2 - 250,0 мкг/мл); корі-
небактерії і неспорові анаероби виявили помірну чутливість до хлорвміщуючих чет-
вертинних солей хінолінію (МЗК -від 1,0 до 62,5 мкг/мл). У таблиці 1 підсумовані 
дані щодо впливу зазначених сполук на випробувані музейні штами мікроорганізмів. 
При зіставленні структури і протимікробної дії хлорвміщуючих четвертинних солей 
хінолінію, що містять залишок диметиланіліну, чітко простежується підвищення їх 
активності у відношенні стафілококів, корінебактерій і кандид з подовженням вуг-
леводневого ланцюга замісника біля гетероатома азоту, що особливо помітно у спо-
лук під шифром 5-12.

2 - і 4 - стирилхінолінійові солі виявилися досить активними у відношенні щодо 
стафілококів, корінебактерій і дріжжеподібних грибів (МЗК у межах від 0,12 до 
31,2 мкг/мл). Більш вираженим впливом на грампозитивні мікроорганізми во-
лодіють похідні хінальдинію (сполуки 13-24) і лепідинію (сполуки 30 -57) у 
порівнянні з заміщеними біля атома азоту хінолінового ядра диметиламіности-


