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Рекомендации по использованию: скрининг препа
ратов активных при прионных инфекциях.

Предложения па сотрудничеству: совместные ис
следования по данной проблеме.

Development of a model in vivo for estimation of effi-
. ciency of chemopreparations against prion infections

S.P Kapitulets, N.N. Kapitulets, Z.B. Kvacheva L. V. Rubanik,
N.N. Poleshchuk

Over the period of 2003-2905 Research Institute for
Epidemiology and Microbiology conducted an investigation
for modelling prion infections in vivo. This model may
be used for screening chemopreparations against prion
infections.

Field o f  application: chemotherapy of pnon infection.
Proposals fo r co-operation: joint researches.
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Протеолитическая активность д ифтерийного

токсина
В.Н. Никандров, Н. С. Пыжова

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

ных протеиназ у токсигенных и нетоксигенных штам
мов Corynebacterium diphtherias и взаимосвязь их с ток-
сигенностью».

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

В.Н. Никандров.
Источник финансирования: госбюджет.
Одним из неясных аспектов взаиме отношения ток

синогенеза и протеолитических процессов у Coryne
bacterium diphtherlae является обнаруженная; протеоли
тическая активность у образцов дифтерийного токсина,
в том числе закристаллизированных (Pope, 1957). Ранее
мы установили, что образцы дифтерийного токсина с
электрофоретической гомогенностью не менее 95% не
обладали собственной фибринолитической активнос
тью и не активировали прочно сорбированный на фиб
рине плазминоген, хотя медленно активировали водо
растворимый плазминоген (Никандров, Пыжова, 2003).

Принимая во внимание, что фибриноген является
субстратом, наиболее трудно гидролизируемым внут
риклеточными протеиназами коринебактерий дифтерии
штамма PW-8, и что внеклеточные фибринолитические
протеиназы обнаруживаются лишь при культивиро
вании штаммов на питательных средах, обогащенных
белками сыворотки крови, то есть в неблагоприятных
для токсиногенеза условиях (Никандров и соавт., 2002,
2004), мы изучили действие очищенных образцов диф
терийного токсина на расщепление нескольких белков
субстратов.

Образцы дифтерийного токсина были выделены
зами из супернатанта культуральной жидкости штамма
?W-8 методом солевого фракционирования и адсорбци
онной хроматографии и имели токсичность, определен
ную на монослойных культурах фибробластов эмбрио
нов кур LDS0= 1,31 нг/мл.

Методом лизиса фибриновых и белок-агаровых
шастин (концентрация белка— 10 г/л, агар-агара —

10 г/л) установлено, что в присутствии 0,01 моль фос
фатного буфера pH 7,4 образцы дифтерийного токси
на при концентрации ■ 1 мг/мл способны расщеплять
фибриноген, желатин, сывороточный альбумин быка
(см. табл.)

Белок-субстрат
Площадь л и зи с й  (мм2)

в тонком слое (п ~ 4)

Фибриноген 130 ± 9

Желатин 154 ± 7

Сывороточный аль
бумин

105 ± 10

Крайне важный вопрос заключался в том, не яв
ляется ли подобная протеолитическая активность след
ствием загрязнения протеиназами микроорганизма.
Оказалось, что протеолитическая активность образцов
токсина на всех субстратах полностью блокировалась
добавками нитротетразолиевого синего (10'2 моль), но
была малочувствительна к остальным перехватчикам
супероксидного радикала (адреналин, супероксиддис-
мутаза), соединению ароматической природы — HO-Q,
перехватчикам ОН-радикала (маннит, формиат), пере
хватчикам синглетного кислорода (азид натрия, трипто
фан, гистидин, метионин). В частности, эффект послед
них проявлялся лишь при расщеплении сывороточного
альбумина и не превышал 25% подавления активности.

Вместе с тем, эффект грушюспецифических ин-
гибиторов протеиназ (фенилметіьлсульфонилфторвда,
р-хлормеркурибензоата, ЭДТА, о-фенантролина 10’3
моль) также не превышал 25 % либо вообще не проявлял
ся (например, при использовании в качестве субстрата
сывороточного альбумина). Более; детальные исследо
вания влияния фенилметилсульфонилфторида, р-хлор
меркурибензоата и набора комплексонов на расщепле
ние фибриногена протеиназами дифтерийного токсина
показали, что в водно-солевом растворе использован
ные соединения оказали слабое воздействие (± 10-15%)
на фибриногенолитическую активность. Лишь в при
сутствии ионов Hg2+ эта активность снижалась на 65%.
Дестабилизация структуры токсина 4 моль мочевиной
вела к слабому угнетению протеолиза фенилметилсуль-
фонилфторидом и о-фен антролином (на 20 и 22% со
ответственно). При этом подавление протеолитической
активности ионами Hg2+ было полным. Дестабилизация
структуры белка 80% диметил сульфоксидом вела к за
метному усилению ингибирующего влияния фенилме-
тилсульфонилфторида (-60%), ЭДТА (-48%), K..reCN6
(—40%), а также проявлению модицифицирующего
влияния диэтилдитиокарбамата: протеолитическая ак
тивность возрастала на 36%. Во всех случаях фибрино
генолитическая активность мало изменялась в присут
ствии р-хлормеркурибензоата, азида или цианида. Как
показали сравнительные исследования, эти особеннос
ти резко отличают протеиназные свойства дифтерийно
го токсина штамма PW-8 от таковых внутриклеточных
и внеклеточных протеиназ в условиях благоприятных
для токсиногенеза. Так протеиназы этого штамма во
всех случаях сильно угнетались р-хлормеркурибензо-
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атом, о-фенантролином, но не фенилметилсульфонил-
фторидом. Более того, результаты исследований дают
основания считать, что протеолитические сайты токси
на в водно-солевом растворе при pH 7,4 мало доступны
ряду эффекторов. Эти сайты, по-видимому, содержат
металлы переменной валентности и остатки цистеина.
Можно также предполагать, что в дифтерийном токси
не имеется не один протеолитический сайт, чем вызва
но неоднозначное действие комплексонов на молекулу
этого белка при ее дестабилизации.

Область применения: физиология и биохимия па
тогенных микроорганизмов, энзимология, эксперимен
тальная медицина, медицинская биотехнология.

Рекомендации по использованию: полученные дан
ные следует учитывать в биотехнологии вакцинно-сы
вороточных препаратов.

Предложения по сотрудничеству: совместные ис
следования по данной проблеме.

Proteolytic activity of diphtheria toxin
V.N. Nikandrov, N.S. Pyzhova

Purified samples of diphtheria toxin spitted human
fibrinogen, human serum albumin and gelatin. Splitting was
completely inhibited by nitrotetrazolium blue (0.01 mol)
but no other active oxygen species. The proteolytic
activity of the toxin was weakly changed in the presence
of the group of specific proteinase inhibitors (0.001 mol).
The comparison of inhibitor effects on the proteolytic
activity of diphtheria toxin and activity of intracellular and
extracellular proteinases of PW-8 proved that proteolytic
activity of the toxin was not determined by the presence of
residual activity of microbial proteinases.

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

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

УДК 61834-022.7
Хроматографическое выделение

иммуноглобулинов G для использования
при создании антительного диагностикума

для идентификации энтеробактерий
Л.П. Титов, ТС. Ермакова, Е.Ф. Паньшина,

НН. Гомолко
Рубрика: 76.03.43; 76.35.33
Тема НИР: «Разработать технологию получения

корпускулярных диагностикумс® для ускоренной серо-,
диагностики бактерий кишечной группы».

Сроки выполнения НИР: 2001-2005 гт.
Научный руководитель: член-корр. НАИБ, д-р мед.

наук, проф. Л.П. Титов.
Источник финансирования: госбюджет.
Этиология острых кишечных инфекций не менее

чем в 25% случаев остается не установленной. Это дик
тует необходимость постоянного контроля ситуации,
для чего требуются надежные, эффективные методы
детекции патогенов:. Серологический метод идентифи
кации энтеробактерий приобрел в микробиологии боль
шое значение как .метод не только точной типизации,
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