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Azaleptinum as the active inhibitor of rabies 
virus

N.P. Mishaeva, I.A. Azarova, E.P. Scheslenok, 
M.M. Usenya, A.V. Miller, I.M. Minchuk

Research results of studies of body natural protec-
tion methods in case of rabies virus infection and de-
velopment of methods of infection resistance increas-
ing on the early stages are presented. Neuroleptic 
azaleptinum suppresses the rabies virus reproduction 
in vivo and in vitro and prevents the virus penetration 
from the bitten wound to the central nervous system. 
Research results give ground to make a conclusion of 
expediency of azaleptinum in complex rabies therapy 
(with rabies vaccine). In some cases azaleptinum can 
be applied as the monopreparation in case the infected 
individuals addressed for the antirabies aid too late or 
refused to be vaccinated.

Field of application: practical radio-biology.
Proposals for co-operation: consultative assist-

ance in the application.

УДК 546.185:611-018.54]+547.96:577.15
Особенности активации лизиса желатина 

протеиназами в присутствии солей неорга-
нического ортофосфата

Н.С. Пыжова, В.Н. Никандров

Рубрика: 76.03.41
Тема НИР: «Изучить влияние биогенных фос-

фатов на реакции протеолиза для разработки 
дифференциально-диагностических тестов и ме-
дицинских биотехнологий».

Сроки выполнения НИР: 2005 г. – 2006 г.
Научный руководитель: д-р биол. наук, проф. 

В.Н. Никандров.
Источник финансирования: госбюджет.
Несмотря на кажущуюся тривиальность вопро-

са влияние ионов неорганического ортофосфата 
на процессы протеолиза до сих пор недостаточно 
ясно. Данные литературы фрагментарны, систе-
матических исследований о влиянии ортофосфа-
та на реакции протеолиза не проводилось. Ранее 
нами показано, что неорганический ортофосфат 
способен увеличивать на 50-250% активаторную 
функцию стрептокиназы, урокиназы, и особен-
но, тканевого активатора плазминогена и в целом, 
в 1,2-12,0 раз лизис белков сериновыми протеи-
назами, папаином, металлопротеиназой Bacillus 
megaterium, а при <0,004 М и пепсином.

Методом лизиса желатина в тонком слое ага-
рового геля (концентрация белка – 10 г/л, агара 
«Difco» – 10 г/л) с последующей визуализаци-

ей зон лизиса белков путем обработки пластин 1 н 
раствором трихлоруксусной кислоты изучено 
влияние различных солей ортофосфата в концен-
трации 0,00016-0,06 М  на активность трипсина, 
α-химотрипсина, субтилизина, папаина, пепсина и 
металлопротеиназы Bacillus megaterium.

Использование в качестве растворителя дис-
тиллированной воды, 0,05 М трис-HCl буфера 
рН 7,4 или 0,06 М фосфатного буфера рН 7,4 при 
расщеплении желатина протеиназами в диапазоне 
их концентрации от 1 до 0,0156 г/л показало, что 
ортофосфат в сравнении с дистиллированной во-
дой или трис-HCl буфером усиливал протеолиз при 
низких концентрациях трипсина (0,25-0,0156  г/л) 
в 2-3 раза. Он способствовал потенцированию 
желатинолиза α-химотрипсином, особенно в срав-
нении с трис-HCl буфером: в фосфатном буфере 
при снижении концентрации этой протеиназы 
от 1,0 до 0,0156 г/л интенсивность расщепления 
белка падала на 40%, тогда как в трис-HCl буфе-
ре процесс полностью останавливался, а при ис-
пользовании дистиллированной воды снижался 
на 50% уже при уменьшении концентрации химо-
трипсина до 0,125 г/л. Если в фосфатном буфере 
уменьшение концентрации субтилизина от 1,0  
до 0,0156 г/л вело к уменьшению интенсивности 
желатинолиза на 45%, то в трис-HCl буфере или 
дистиллированной воде – на 60-70%. Фосфатный 
буфер предпочтительнее в качестве растворителя 
и при гидролизе белка папаином в минимальной 
концентрации: снижение интенсивности процес-
са при уменьшении концентрации протеиназы не 
превышало 30%, тогда как в трис-HCl буфере со-
ставляло 60%. Лишь в отношении металлопротеи-
назы бацилл именно трис-HCl (но не дистиллиро-
ванная вода) оказался более предпочтительным 
растворителем: падение интенсивности гидролиза 
желатина при уменьшении концентрации энзима в 
этом растворителе и в фосфатном буфере состави-
ло 45 и 70% соответственно.

При низкой концентрации ортофосфата (0,0035 
М) уменьшение концентрации пепсина от 1,0 до 
0,5 и до 0,0156 г/л вело к снижению интенсивно-
сти расщепления желатина на 12 и 70% соответ-
ственно. В то же время в дистиллированной воде 
процесс угнетался на 55 и 90%.

Соли ортофосфорной кислоты разной степени 
замещения (NaH2PO4, Na2HPO4 и Na3PO4) также 
оказали неодинаковое воздействие на лизис жела-
тина протеиназами. Наименее эффективен в потен-
цировании лизиса желатина трипсином Na2HPO4, 
тогда как Na3PO4 превосходит остальные соли во 
всем диапазоне концентраций (0,00016-0,01 М). 
Действие Na3PO4 и NaH2PO4 на расщепление же-
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латина α-химотрипсином принципиально не разли-
чалось (±20% разницы), тогда как Na2HPO4 резко 
уступал этим солям в концентрации ≥ 0,00063 М. 
Если в концентрации 0,01 М Na3PO4 потенциро-
вал протеолиз на 25%, то Na2HPO4 подавлял его 
на 60%. Более сложный характер зависимости на-
блюдался в экспериментах с остальными 4 протеи-
назами. Однако, в целом, для субтилизина предпо-
чтительны добавки NaH2PO4, которые в диапазоне 
концентраций 0,00063-0,005 М сильнее потен-
цировали лизис желатина, чем остальные соли. 
Расщепление желатина папаином подавлялось на
30-35% при добавках Na2HPO4 в концентрации 
≥0,025 М или Na2HPO4 в концентрации 0,00032-
0,00125 М, но не Na3PO4. Для желатинолиза, ката-
лизируемого пепсином или металлопротеиназой, 
предпочтительны добавки Na2HPO4, тогда как 
остальные соли в концентрации более 0,0025 М 
подавляли процесс полностью в случае пепсина 
или на 60-65% в случае металлопротеиназы.

Итак, присутствие в растворе ионов неорга-
нического ортофосфата, в целом, активирует рас-
щепление рядом протеиназ желатина. При низких 
концентрациях этих энзимов в ряде случаев в от-
сутствие ионов ортофосфата расщепление этого 
белка вообще не происходило. Неожиданными 
являются существенные различия в действии на 
активность протеиназ солей фосфата натрия раз-
личной степени замещения ортофосфорной кис-
лоты. Следовательно, эффекты ортофосфата на 
протеолитические реакции зависят не только от 
природы протеиназы, расщепляемого белка суб-
страта, концентрации ортофосфата, но и от вида 
иона этого эффектора – его состава и свойств. 
В мировой литературе этот вопрос не раскрыт. 
Между тем, учитывая, что основным белком тела 
человека и теплокровных животных является кол-
лаген, а ряд патогенных микроорганизмов про-
дуцирует протеиназы, лизирующие этот белок, 
полученные данные не только углубляют пред-
ставления о молекулярных механизмах регуляции 
протеолиза, но и значимы для разработки подхо-
дов к созданию средств подавления патогенного 
действия протеиназ микроорганизмов.

Область применения: общая, медицинская и 
прикладная энзимология, экспериментальная ме-
дицина, медицинская биотехнология.

Рекомендации по использованию: полученные 
факты следует учитывать в биотехнологии эн-
зиматического гидролиза белкового сырья, при 
разработке разнообразных дифференциально-
диагностических тестов, основанных на протео-
литических реакциях.

Предложения по сотрудничеству: совмест-
ные исследования с институтами и центрами, 
разрабатывающими вопросы медицинской био-
технологии, биохимии и физиологии патогенных 
микроорганизмов, а также регуляции протеолиза 
в норме и при патологии в Беларуси, странах СНГ 
и дальнего зарубежья.

Distinctive features of gelatin lysis by 
proteinases in the presence of inorganic 

orthophosphate salts
N.S. Pyzhova, V.N. Nikandrov

The effect of orthophosphate salts in 0.00016-0.06 
М concentration on the cleavage of gelatin by trypsin, 
α-chymotrypsin, subtilysin, papain, pepsin and metal-
loproteinase of Bacillus megaterium was studied. As 
a whole, inorganic orthophosphate ions activated the 
cleavage of gelatin by number of proteinases. At low 
concentrations of the enzymes and in the absence of 
orthophosphate ions any gelatin cleavage did not take 
place at all studied of cases. The effects of orthophos-
phate on the proteolytic reactions depended not only 
on the proteinase nature, cleavaged protein substrate, 
concentration of effector but also on the kind of the 
effector ion – its structure and properties. Taking into 
account, that collagen is the basic protein of human 
and animal bodies, and a number of pathogenic mi-
croorganisms produce proteinases which cleavage the 
protein, the obtained results deepen the conceptions 
on molecular mechanisms of proteolysis regulation 
and are important for the development of approaches 
to creation of means of suppression of pathogenic ac-
tion of microbial proteinases.

Field of application: general, medicinal and ap-
plied enzymology, experimental medicine, medicinal 
biotechnology.

Proposals for co-operation: joint study in the field 
of medicinal biotechnology, biochemistry and physi-
ology of pathogenic microorganisms, proteolysis reg-
ulation in physiology and pathology (biochemistry, 
bioorganic chemistry, physical chemistry) in Belarus, 
CIS and other countries.

УДК 578:616.34-002]-085.281.8
Противовирусное действие гроприносина 

в отношении энтеровируса ECHO 6
О.В. Савинова, Е.И. Бореко, Т.В. Амвросьева, 

Е.П. Кишкурно

Рубрика: 76.03.41
Тема НИР: «Изучение гено- и фенотипических 

свойств возбудителей энтеровирусных инфекций 
у больных кардитами и кардиомиопатиями и раз-
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