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Таблица 1 – Динамика ИП клеток перевиваемой линии MDBK и первичной культуры ППК при 5-7 % содержании СО2 
в инкубационной среде (n=5)

Показатели
Время культивирования (ч), условия и величины показателей

24 48 72
контроль 5% СО2 7% СО2 контроль 5% СО2 7% СО2 контроль 5% СО2 7% СО2

ИП ППК 1,2±0,2 1,4±0,1 1,4±0,2 1,9±0,2 1,9±0,2 2,0±0,2 2,0±0,2 2,3±0,2 2,9±0,3*
ИП MDBK 0,9±0,2 1,0±0,2 0,9±0,2 1,1±0,2 1,5±0,2 1,5±0,2 2,5±0,3 3,5±0,3** 3,4±0,3*
Примечание: *- р≤ 0,005, **- р≤ 0,001 по сравнению с контролем

Таблица 2. – Динамика размера клеток перевиваемой линии MDBK и первичной культуры ППК при 5-7 % содержании СО2 
в инкубационной среде (n=5)

Показатели
Время культивирования (ч), условия и величины показателей
24 48 72

контроль 5% СО2 7% СО2 контроль 5% СО2 7% СО2 контроль 5% СО2 7% СО2
Размер клеток ППК 17,5±0,8 16,8±0,5 17,3±0,6 16,0±0,4 16,3±1,0 17,0±0,4 16,4±0,5 17,3±0,4 18,0±0,4
Размер клеток MDBK 16,0±0,4 17,2±0,6 17,0±0,5 16,0±0,6 16,0±0,6 16,0±0,5 16,4±0,5 15,6±0,3 15,4±0,3

Выводы. 
1. В условиях in vitro клетки перевиваемой линии MDBK и первичной культуры ППК реагировали на направленное, физиоло-

гическое увеличение, содержания двуокиси углерода до 5-7 %, в инкубационной среде закономерным подъемом ИП 15-45 % 
(р≤ 0,005), интенсивности роста, свидетельствующим об участии в механизмах роста и развития клеток, стимулирующем их 
влиянии двуокиси углерода.

2. Степень реакции клеток перевиваемой линии MDBK и первичной культуры ППК на направленное, физиологическое 
увеличение содержания двуокиси углерода в инкубационной среде неодинакова, выше она у клеток перевиваемой линии 
MDBK, ниже у клеток первичной культуры ППК, у последней выше при 7 %, ниже при 5 % содержании СО2 в среде инкубации, 
свидетельствующим о специфике роста и развития, механизмов их обеспечения у клеток этих культур. 

Список литературы
1. Животная клетка в культуре (методы и применение в биотехнологии): [под общ. ред. Дьяконова Л.П.].-М.: «Спутник+», – 2009. – 656 с. 
2. Методы культивирования клеток: [под ред.Пинаев Г.П., Богдановой М.С.].-СПб.: Изд-во Политехн. ун-та, 2008. – 278 с. 3. Специали-
зированная коллекция перевиваемых соматических клеточных культур сельскохозяйственных и промысловых животных РККК (П), (СХЖ 
РАСХН): каталог / [сост. Дьяконов Л.П., Гальнбек Т.В. и др.]. – Москва : «Эльфа-К», 2006. – 116 с. 4. Carbon dioxide inhalation causes pulmonary 
infl ammation /[ Abolhassani М., Guais А., Chaumet-Riffaud Р. et al.]. – J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol ., 2009. – 665 l.

THE REACTION OF MDBK CELL LINE CELLS AND PRIMARY BOVINE FETAL KIDNEY CELLS TO CARBON DIOXIDE
Khamzina E.Yu., Plotnikova A.M., Gudin V.A.*, Kirillova J.M., Glagoleva I.S.
Federal Centre for Toxicological and Radiobiological Safety of Animals, Kazan,

*Kazan State Academy of Veterinary Medicine named after N.E. Bauman
The reaction of the cells of established MDBK line and primary bovine fetal kidney cells to the physiological content (5-7) % of carbon dioxide in 

the incubating medium was studied.
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Збудник лейкозу великої рогатої худоби – вірус лейкозу великої рогатої худоби (ВЛВРХ) належить до родини ретровірусів, 
особливістю біології яких є здатність персистувати в організмі сприйнятливого хазяїна за рахунок латентної інтеграції провірусу 
в інфікованих лімфоцитах і пухлинних клітинах. Як відомо, в окремих клітинах ВЛВРХ не експресується у кількості, достатньої 
для детекції існуючими діагностичними методами. З діагностичною метою активацію транскрипції збудника можна досягти за 
допомогою культивування лімфоцитів периферичної крові інфікованих тварин in vitro. В подальшому вірус виявляється шляхом 
електронної мікроскопії або індикацією його антигенів у культуральній рідині. Крім того, ДНК провірусу та РНК ВЛВРХ може бути 
знайдена в клітинах крові або пухлин методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) [1]. 

Під час досліджень ВЛВРХ у короткострокових культурах лейкоцитів периферичної крові тварин використовують стимуля-
тори продукції вірусу – сироватку ембріонів корів, ліпополісахариди, фітогемаглютинін, тощо [2]. Однак, молекулярні механізми 
дії цих речовин до кінця не вивчені. 

Останнім часом багато уваги приділяється дослідженню молекулярно-генетичних механізмів впливу на експресію вірусу. 
Було встановлено, що одним із шляхів підвищення транскрипції ВЛВРХ може бути застосування деацетилаз гістонів, серед 
яких вивчали трихостатин А, трапоксин, натрію вальпроат та інші [3]. 
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В дослідах ex vivo, проведених на короткострокових культурах В-лімфоцитів від овець, інфікованих ВЛВРХ, яких використо-
вували у якості експериментальної моделі інфекції, було показано дію вальпроату натрію як активатора експресії генів вірусу, 
а також in vivo його позитивний вплив на перебіг лейкозу та лімфоми у експериментально інфікованих овець [4].

В доступній літературі ми не знайшли повідомлень про дослідження впливу натрію вальпроату на лейкоцити периферичної 
крові ВРХ – природнього хазяїна збудника. У зв’язку з цим метою наших досліджень було вивчення впливу інгібітору деацети-
лаз гістонів натрію вальпроату на експресію вірусу у лейкоцитах хворої на лейкоз великої рогатої худоби.

Матеріали і методи. Для експериментів використовували периферичну кров корови з попередньо встановленим діагнозом лейкозу. Ге-
матологічні показники донора крові складали – загальна кількість лейкоцитів 11,2 тис./мкл, паличкоядерні лейкоцити – 2 %, сегментоядерні – 
19 %, моноцити – 4 %, лімфоцити – 75%; антитіла до ВЛВРХ в сироватці крові виявлялися в РІД у титрі 1:8.

Кров брали з яремної вени в стерильні системи, які вміщували 3,8 % розчин цитрату натрію з розрахунку 150 см3 розчину на 1 дм3 крові. 
З одержаної крові в умовах асептики виділяли лімфоцити на градієнті тріомбрасту, щільність якого дорівнювала 1,077.

Отримані лімфоцити двічі відмивали середовищем Ігла шляхом центрифугування при 1500 об/хв. протягом 10 хвилин, визначали їх 
життєздатність за допомогою фарбування 0,1 % розчином трипанового синього, кількість загальноприйнятим методом підрахунку у камері 
Горяєва. 

Культивування відмитих лімфоцитів проводили за температури 37 0С протягом 72 годин на живильному середовищі, до скла-
ду якого входили 90% середовища Ігла, 10 % стерильної інактивованої теплом, нативної, вільної від специфічних антитіл сироват-
ки крові ВРХ, бензилпеніциліну натрієвої солі 100 МО/ см3, стрептоміцину 0,1 мг/ см3. Культивування проводили в 500 см3 флаконах 
з додаванням натрію вальпроату у кінцевій концентрації 0,5 мМ. Оптимальна концентрація лімфоцитів для культивування становила 
2-3х106 клітин/см3. Лімфоцити використовували як контроль, які культивували без додавання препарату, а також некультивовані лімфоцити.

Після культивування клітини знімали повільним коливанням флаконів, осаджували центрифугуванням при 1500 об./хв. протягом 10 хви-
лин, потім тричі відмивали фосфатно-буферним фізіологічним розчином, рН 7,2 (ФБФР). Після перевірки на життєздатність доводили концен-
трацію до 106 клітин/см3 ФБФР. Суспензію клітин заморожували за температури –18-20 0С. Дослідження експресії вірусу лейкозу у суспензіях 
лімфоцитів з вищевказаною концентрацією клітин проводили методом стандартної ПЛР з використанням тест-системи для детекції ДНК 
провірусу виробництва ННЦ «ІЕКВМ» або методом ПЛР зі зворотною транскрипцією з використанням комерційного набору «Реверта-L» 
(Амплісенс, РФ) для детекції геномної РНК ВЛКРС Електрофорез продуктів реакції проводили у 1,5 % гелі агарози, забарвленому етідієм 
бромистим. Візуалізацію результатів ПЛР здійснювали у проникаючому УФ-світлі.

Результати досліджень. Проведені експерименти показали, що вальпроат натрію у кінцевій концентрації 0,5 мМ не має 
негативного впливу на життєздатність короткостроково культивованих лімфоцитів, виділених з периферичної крові ВРХ, інфі-
кованої ВЛВРХ. Після культивування з додаванням натрію вальпроату живими залишались 78,33±19,68 % клітин, в контролі – 
85,82±12,69 % (Р>0,05). 

При дослідженні методом ПЛР було знайдено специфічний фрагмент довжиною 241 п.н., який відповідав ділянці провірус-
ної ДНК (геномної РНК) ВЛВРХ. При цьому було встановлено, що інтенсивність флюоресценції одержаних при електрофорезі 
смуг, які відповідали продуктам реакції, відрізнилась у пробах лімфоцитів, що не культивували та культивували з та без до-
давання вальпроату натрію (табл.).

Таблиця – Результати дослідження експресії ВЛВРХ у лімфоцитах периферичної крові ВРХ методом ПЛР
№ 
пп Матеріал для дослідження Наявність специфічного 

фрагмента провірусу ВЛВРХ
Наявність РНК 

ВЛВРХ
Ступінь інтенсивності 

реакцій

1 Лімфоцити, культивовані з додаван-
ням натрію вальпроату + + +++

2 Лімфоцити, культивовані без дода-
вання натрію вальпроату + + ++

3 Лімфоцити не культивовані + + +
Як свідчать результати, наведені в таблиці 1, на відміну від контрольних проб суспензії лімфоцитів, які піддавали коротко-

строковому культивуванню, або не піддавали в живильному середовищі, що не вміщувало стимулятора експресії вірусу, у до-
слідних пробах лімфоцитів, культивованих у присутності 0,5 мМ натрію вальпроату, ступінь інтенсивності прояву реакції була 
суттєво вищою. Це вказує на підвищення експресії ВЛВРХ у лімфоцитах хворої на лейкоз ВРХ під впливом натрію вальпроату.

Висновки. Інгібітор деацетилаз гістонів натрію вальпроат у концентрації 0,5 мМ при культивуванні протягом 72 годин не 
знижує життєздатність лімфоцитів та підвищує експресію вірусу в лімфоцитах периферичної крові великої рогатої худоби, 
інфікованої ВЛВРХ.

Перспективи подальших досліджень. Отримані попередні результати вказують на доцільність проведення випробувань 
інгібіторів деацетилаз гістонів як стимуляторів продукції ВЛВРХ та його антигенів в культурі клітин, хронічно інфікованих ві-
русом лейкозу.
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STUDIES OF THE HISTONE DEACETYLASE INHIBITOR EFFECT ON THE BOVINE LEUKEMIA VIRUS EXPRESSION 
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Histone deacetylase inhibitor sodium valproate effect on bovine leukemia virus expression in peripheral blood lymphocytes from cattle with bovine 

leukemia has been studied. There was established that the drug in a concentration of 0.  mM does not reduce the viability of lymphocytes in short-term 
cultures and causes a threefold increase in virus expression compared to uncultivated cells. 


