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Сроки выполнения НИР. II кв. 2001 г. — 1 кв. 2004 і.
Научный руководитель канд. мед. наук В.Г. Гудков.
Источник финансирования: госбюджет, НИИ ЭМ.
Целью проекта была разработка новых иммунобио

логических препаратов для экстренной профилактики
вирусного гепатита А (ВГА): лактоиммуноглобулина
(ЛИГ ГА) и гипериммунного молока (ГИМ ГА), а так
же проведение испытаний и организация производства
этих препаратов в Республике Беларусь.

Предпосылками для выполнения проекта стали
данные о разработке и успешном использовании спе
цифических лактоиммуноглобулинов против ряда бак
териальных кишечных инфекций (Соболева С.В., 1989,
1990; Packet С.О. et al., 1993) и ротавирусной инфекции
(Гудков В.Г. и соавт., 1998-2002; EbinaT. et al., 1992,
1995; EbinaT.. 1996; Turner R.B., Keisey D.K.,1993;
Hammarstorm, 1999), а также заключение о возможнос
ти эффективной профилактики ГА путем создания в же
лудочно-кишечном тракте (входных воротах инфекции)
местного пассивного специфического иммунитета к
ВГА с помощью нового иммунобиологического препа
рата — ЛИГ против ВГА (Гудков В.Г., 1997, 1999).

Биологическая схема получения ЛИГ ГА заключа
ется в приготовлении вакцины для гипериммунизации
коров, иммунизации коров-продуцентов и выделении
иммуноглобулинов из их молозива. Существенными
технологическими особенностями этой разработки
являются комбинированный метод выделения иммуно
глобулинов молозива и стерилизация препарата с по
мощью ультрафильтрации и радиационного облучения.
Схема получения ГИМ ГА включает дополнительные
циклы иммунизации коров-продуцентов и получение
молока по традиционной технологии. Специфических
аналогов этих препаратов не существует.

Доклинические испытания показали, что препарат
безвреден для экспериментальных животных. Получены
экспериментальные серии ЛИГ ГА для клинических ис
пытаний. Готовая лекарственная форма представляет со
бой аморфную порошкообразную массу желтовато-бело
го цвета, легко растворимую в воде. Массовая доля влаги
составляет менее 3%. Готовый препарат— прозрачный,
бесцветный, сладковато-соленоватый на вкус. pH 7,3.
В нем содержится 5% белка, нс менее 96% иммуногло
булиновой фракции. 0,72% хлористого натрия (по ГОСТ
4233-77). менее 0,2 мкг/мл этакридина лактата, 0,%%
ПЭГ, что соответствует требованиям ГФХ. Сравнитель
ное электрофоретическое исследование ряда иммуногло
булиновых препаратов, в том числе предназначенных для
внутривенного введения, показывает высокую степень
очистки, гомогенность и отсутствие примесей в ЛИГ ГА.
Он обладает выраженной противовирусной активностью
(титр анти-ВГА— не менее 1:1000). В одном флаконе
(1 доза) содержится 500 мг сухою вещества или 10 мл
5%-ного раствора ЛИГ после растворения в в'оде.

Проводятся клинические испытания препарата, на
базе НИИ ЭМ организовано экспериментальное произ
водство ЛИГ.
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УДК 577.15.024-025:|616.98: 579.871.1
Образование эффекторов протеолиза
в культуральной жидкости при росте

Corynebacterium diphtheriae
В.Н. Никандров, Н.С. Пыжова

Рубрика: 76.03.41
Тема НИР: «Изучить набор внутри- и внеклеточных

протеиназ у токсигенных и нетоксигенных штаммов
Corynebacterium diphtheriae и их взаимосвязь с токси-
генностью».

Сроки выполнения НИР: 2002-2004 гт.
Научный руководитель: д-р биол. наук, проф.

В.Н. Никандров.
Источник финансирования: госбюджет.
Супернатанты трехсуточной культуры

Corynebacterium diphtheriae штамма PW-8, выращен
ной на бульоне Лингуда или бульоне Мартена, обраба
тывали трихлоруксусной кислотой. Полученные осадки
растворяли в 0,06 моль фосфатном буфере pH 7,4 (буфе
рорастворимая фракция, БФ), а их нерастворившуюся
часть — при добавлении NaOH с последующей ней
трализацией (щелочерастворимая фракция, ЩФ). Кон
центрация белка в растворах полученных фракций при
культивировании микроорганизма на обеих средах со
ставила: для БФ — 4,1-4,2 г/л, для ЩФ — 5,6-5,8 г/л.
Обработка трихлоруксусной кислотой неинокулирован-
ных коринебактериями питательных сред не привела к
образованию подобных осадков.

Добавление указанных фракций к волно-солевым
растворам протеиназ и активаторов плазминогена вы
звало существенные изменения их активности (за ис
ключением субтилизина). Причем действие ЩФ, как
правило, в 1.5-15.0 раз превосходило влияние БФ.

Практически независимо от использованной для
культивирования микроорганизма питательной среды
1ЦФ вызвала подавление фибринолитической актив
ности папаина на 60-65%. пепсина — на 50-75%, плаз
мина — на 40%, а-химотрипсина — на 20-30%.

Сильное действие выделенные белковые фракции
оказали на плазминоген-активаторную активность ряда



НИИ эпидемиологии и микробиологии

протеинов. Так увеличение плазминоген-активаторной
функции стрептокиназы наблюдалось под действием
ЩФ из культуральной жидкости, полученной при ис
пользовании бульона Лингуда или бульона Мартена (на
35 и 52% соответственно). Плазминоген-активаторная
способность тканевого активатора плазминогена из
сердца свиньи в таких условиях возрастала на 155 и
75% соответственно. В рассматриваемых случаях БФ
была значительно менее эффективной. Вместе с тем
обе фракции оказали примерно одинаковый эффект на
плазминоген-активаторную способность у-субъедини-
цы фактора роста нервов: она возрастала на 30-50%.
Лишь плазминоген-активаторная функция 0-субъеди
ницы этого фактора угнеталась на 50-65% добавками
указанных фракций, выделенных при использовании
для культивирования микроорганизма обеих питатель
ных сред. Наиболее сильное угнетение (на 95%) наблю
далось под действием ЩФ, выделенной из культуры,
выращенной на бульоне Мартена.

Необходимо отметить, что проведенное сравнитель
ное изучение действия эффекторов из культуральной
жидкости и очищенного дифтерийного токсина показа
ло, что токсин практически не влиял на плазминоген-
активаторные свойства стрептокиназы, тканевого акти
ватора плазминогена, фактора роста нервов, а также на
фибринолитическую активность пепсина.

Следовательно, есть все основания считать, что
коринебактерии дифтерии способны продуцировать
белковые факторы, оказывающие существенное воздей
ствие на протеолитические реакции и, возможно, игра
ющие определенную роль в патогенезе дифтерии.

Область применения: физиология и биохимия пато
генных микроорганизмов, энзимология, протеомика, экс
периментальная медицина, медицинская биотехнология.

Область применения: полученные в результате ис
следования данные следует учитывать при оценке фак
торов патогенности коринебактерии и трактовке пато
генеза дифтерии, а также в биотехнологии препаратов
на основе культур коринебактерии

Предложения по сотрудничеству: совместные ис
следования по данной проблеме.

Production of proteolysis effectors
in a culture fluid in the growth
of Corynebacterium diphtheriae

VN. Nikandrov, N.S. Pyzhova
Protein fractions were isolated with trichloroacetic acid

treatment of culturtal fluids after corynebacterium PW-8
growth. These fractions inhibited fibrinolytic activity of
papain (60-65%), pepsin (50-75%), plasmin (40%) and
a-chymotrypsin (20-30%). Isolated fractions increased
the plasminogen-activating ability of streptokinase (up to
135-152%), tissue plasminogen activator from swine heart
(up to 175-255%) and y-subunit of nerve growth factor (up
to 130-150%). At the same time 50-95% of such ability
of 0-subunit of nerve growth factor was decreased in the
presence of these effectors.

Field o f application: physiology and biochemistry of
pathogenic microorganisms, enzymology, experimental
medicine, medicine biotechnology.

Proposals for co-operation: jont study of the problem.
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