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(57) Спосіб експрес-визначення патогенної форми
прюнового білка, що включає обмежену проте-
олітичну деградацію досліджуваного зразка з по-

дальшим визначенням сорбції патогену на афінній
нерозчинній поверхні, який відрізняється тим, що
наявність та КІЛЬКІСТЬ інфекційного агента визна-
чають за адгезією протеїназостійкого білка до ма-
лоїмуногенної поверхні з показником
гідрофільності - кутом змочування водою у по-
вітряному середовищі 8 - в діапазоні від 42° до
127° С

Винахід відноситься до медицини, бютехноло-
пі, харчової, фармацевтичної та парфумерної
промисловостей та може бути використаний з ме-
тою виявлення та КІЛЬКІСНОГО визначення інфіцій-
ного агенту групи нейродегенеративних спонпфо-
рмних енцефалопатій - так званої патогенної фо-
рми прюнового білка (PrPSc) [1]

Відомо, ЩО нормальна клітинна форма прю-
нового білка (РгРс) синезується у нервових кліти-
нах ссавців, виводиться з клітини та підлягає шви-
дкій деградації позаклітинними протеїназами [1]
Патогенна форма прюнів відрізняється від норма-
льної лише за способом укладки поліпептидного
ланцюгу [2] та спричиненими цією ВІДМІНОЮ фізико-
ХІМІЧНИМИ та біохімічними властивостями, зокрема
- малою іммуногенністю, високою СТІЙКІСТЮ ДО ДІЇ
денатураційних чиників та протеолітичних ферме-
нтів [3,4] Патогеній формі притаманна також ви-
сока спорідненість (адгезія) до металевої поверхні,
що призвело до масового інфікування шрацереб-
ральними внутрішньо-мозковими електродами,
попередньо використаними для обстеження та
лікування інфікованої людини [5,6]

До нещодавно єдиний метод визначення на-
явності прюнової інфекції у біологічному середо-
вищі полягав у морфологічних змінах, спричине-
них штрацеребральним інфікуванням лаборатор-
них тварин, зокрема сірійських ховрахів та штучно
виведених трансгенних мишей з підвищеною екс-
пресією прюнового білка [7] Подібні методи прак-
тично не придані до застосування у медичній діаг-
ностиці, бютехнологм, фармацевтичній, харчовій
та парфумерній промисловостях, оскільки через

специфічний характер перебігу патології потребу-
ють великого (порядку кількох МІСЯЦІВ) інкубацій-
ного періоду та використання великої КІЛЬКОСТІ
лабораторних тварин В останні роки розроблено
більш досконалі іммуноферментні методи, осно-
вані на використанні антитіл до окремих поверх-
невих ділянок (епітопів) патогенної форми прюно-
вого білка [8]

Як прототип вибрано іммуноферментний ме-
тод визначення наявності патогенної форми прю-
нового білка в екстрактах нервових тканин забитої
великої рогатої худоби [9] Спосіб-прототип поля-
гає в обмеженій протеолітичній деградації дослі-
джуваного матеріалу протеолітичними фермен-
тами серинового ряду з подальшим сендвічним
іммуноферментним визначенням стабільного до
протеолітичної деградації домена патогенного
прюнового білка (PrPres) за допомогою фермент-
зв'язаного іммуносорбенту (ELISA) [9]

Недоліки способу-прототипу полягають в об-
меженій придатності до практичного застосування
через складність виконання, високу ціну та лабіль-
ність імунних та фермент-ассоційованих препара-
тів, а також у принциповій непридатності до вияв-
лення прюнових форм, ВІДМІННИХ від заданої ви-
дової форми прюнового білка [10]

Задача винаходу полягає в розробці придат-
ного до масового практичного використання спо-
собу експрес-визначення патогенної форми прю-
нового білка

Поставлена задача досягнута завдяки компле-
ксному використанню відомих та притаманних всім
без винятку видам патогенної форми прюнового
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білка властивостей - відносно великої СТІЙКОСТІ ДО
дії протеолітичних ферментів та високої адгезії до
гідрофобних поверхностей як наслідку форму-
вання характерної конформації РгР с внаслідок
взаємодії неструктурованої білкової молекули з
подвійним гідрофобним шаром клітинних мембран
(так званого мембранного фолдингу [11]) Дослі-
джуваний зразок піддають обмеженій протеолітич-
ній деградації, після чого проводять визначення
сорбції на гідрофобній поверхні датчика мономо-
лекулярного шару протеїназостійких білків Одним
з найпростіших видів апаратного оформлення ре-
єстрації сорбції білкового моношару на поверхні
датчика є застосування методу плазмонного резо-
нансу [12, 13]

СПІЛЬНІ риси способу-прототипу та способу,
що заявляється, полягають у попередній обмеже-
ній протеолітичній деградації досліджуваних зраз-
ків з подальшим визначенням сорбції протеїназос-
тійкого інфекційного агенту на афінній нерозчинній
поверхні

На відміну від способу-прототипу, що полягає
в реєстрації зв'язування протеїназостабільного
домена патогенної форми прюнового білка (PrPres)
після обмеженої деградації досліджуваного біоло-
гічного матеріалу сериновими протеїназами, за-
пропонований спосіб базується на притаманній
патогенній формі прюнового білка високій спорід-
неності (адгезії) до гідрофобних (зокрема - мета-
левих) поверхней, не вимагає дорогих та лабіль-
них іммуноферментних препаратів та не має
принципової обмеженості щодо видового похо-
дження прюнового білка

Спосіб визначається ВІДПОВІДНО ДО наведених
прикладів

Приклад 1 Спектроскопічне обладнання
Спектрометр поверхневого плазмонного резо-

нансу (ППР) BioSulparTa сенсорні платівки з напи-
леним шаром полікристалічного металу було виго-
товлено в Інституті фізики напівпровідників НАН
України Попередню пасивацію металевої поверхні
сенсорних платівок проводили в Інституті біохімії
НАН України

Приклад 2 Інфекційний матеріал
Гомогенат головного мозку інфікованих BSE-

позитивних мишей готували згідно [9] в 0 5 М роз-
чині хлориду натрію в 0 05 М трис-солянокислому
буфері, що містив 0 01 М хлориду кальцію, рН 7 4
за співвідношення 1 5 (вага об'єм) Відокремлю-
вали супернант центрифугуванням при 3000 g
протягом 20 хвилин, після чого проводили обме-
жений гидроліз протеїназою К з подальшим роз-
веденням зразків тим же буфером В якості конт-
ролю використовували аналогічним чином приго-
товані препарати з головного мозку неінфікованих
мишей

Приклад 3 Спектроскопічне визначення сорб-
ції білкового моношару

Спектроскопічне визначення проводили згідно
[14] за кімнатної температури та ПОСТІЙНІЙ ШВИДКО-
СТІ протікання досліджуваної та промивної рідин
через кювету ППР-спектрометра Спостерігали
надійну реєстрацію сорбції білкового моношару за
умов проходження через кювету 0 2мл зразка у
розведеннні 1 3000 Збільшення досліджуваного

об'єму до 1 2мл забезпечувало надійну реєстрацію
за 12000-ного розведення Препарати з неінфіко-
ваної сировини зміни ІИ IP-сигналу не викликали
за будь-яких розведень

З наведених прикладів витікає, що за чутливі-
стю до прюнової інфекції розроблений спосіб не
поступається іммуноферментному методу [9], пе-
ревершуючи останній простотою виконання, нечу-
тливістю до видового типу прюнової інфекції, від-
сутністю потреби в дорогих та лабільних препара-
тах та здатністю до реєстрації найменших кількос-
тей РгР с завдяки можливості збільшення об'єму
досліджуваної проби

Тим самим розроблено придатний до практич-
ного застосування спрощений експрес-метод ви-
значення патогенної форми прюнового білка, що
може бути використаній у медичній діагностиці,
біотехнологм, фармацевтичній, харчовій та пар-
фумерній промисловостях
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