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Разработан способ двухступенчатой глутаральдегидной конъюгации энтеротоксинов Escherichia coli.
Полученный конъюгат обладал иммуногенными свойствами и индуцировал синтез биспецифических
антитоксических антител к энтеротоксинам E.coli. Использование способа дает возможность
существенно сократить рабочее время занятое соответствующими операциями; минимизировать число
процедур, увеличить специфичность, уменьшить трудоемкость и использование дорогостоящего
оборудования и реактивов, и может быть рекомендован для создания иммунизирующих и
диагностических  препаратов против токсигенных E.coli.
Ключевые слова: Escherichia coli, энтеротоксины; гаптен; конъюгат; антитоксические антитела.

ВВЕДЕНИЕ

Одним из ведущих элементов оценки патогенности Escherichia сoli и важным
условием эффективности лабораторной диагностики колибактериоза, является
наличие у них генов, детерминирующих образование энтеротоксинов –
термостабильного и термолабильного. Но из двух видов энтеротоксинов только LT
обладает иммуногенными свойствами [1, 2]. Иммунизирующие препараты на его
основе индуцируют синтез специфических антител, которые используют для
идентификации продуцирующих этот токсин штаммов E.coli, в серологических
реакциях, тогда как ST–является гаптеном, что существенно затрудняет его
обнаружение в классических иммуно-химических тестах.

В 1936  году Ландштейнер К.  показал,  что молекулы гаптенов,
конъюгированные с более крупным носителем (белками, полисахаридами,
липидами и другими макромолекулами), вызывают образование антител,
обладающих двойной специфичностью, как к гаптену, так и к носителю.

Далеко не все комплексы гаптенов с белками являются одинаково хорошими
иммуногенами. К числу факторов, усиливающих иммунный ответ на конъюгат,
относятся высокая плотность молекул гаптена на молекуле носителе и
использование лигандов, обладающих собственной иммуногенностью.

Существуют различные способы конъюгации гаптена с лигандом. Часто для
этой цели применяют диазопроизводные ароматических соединений- толуол-2,4-
диизоцианат, 1-этил-1,3(3-диметил аминопропил) карбодиимид или глутаровый
альдегид. Пенициллин так же обладает способностью реагировать in vivo с белками
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через пенициллоил-лизиновую группу [2]. Однако, эти методы имеют ряд
недостатков, в частности длительность получения и низкий выход конъюгатов, в
следствии образования ковалентных связей между самими молекулами гаптена, а
так же большого количества побочных продуктов.

Весьма удобным химическим линкером является глутаровый альдегид, который
взаимодействует с ε-аминогруппами лизиновых остатков белков. К тому же, по
мнению ряда авторов, именно глутаральдегид, в сравнении с другими веществами
используемыми для конъюгации белков, в большей степени “щадит”
иммунологическую активность полимеризуемых молекул [3].

Механизм реакции глутаральдегида с белками до конца не изучен.
Одновременно протекает несколько реакций, приводящих к появлению смеси
продуктов, содержащих более прочные химические связи, чем в простых
основаниях Шиффа.  Однако в общем виде схему реакции можно представить в
следующем виде:

1. ε-NH2+O=CH (CH2)3CH=O→ε-N=CH (CH2)3CH=O;
2. ε-N=CH (CH2)3CH=O+NH2-белок→ε-N=CH (CH2)3CH=N-белок

В настоящее время известен одноступенчатый глутаральдегидный метод
синтеза [4], к недостаткам которого следует отнести небольшой выход конъюга
(~ 40 %), вследствии полимеризации молекул гаптена, длительность его
приготовления (~ 70 часов), и не высокую специфичность.

В связи с этим, целью исследований была разработка метода конструирования
иммунизирующего препарата на основе конъюгированных нативных молекул
энтеротоксинов E.coli, с учетом выше указанных недостатков, и изучение его
антигенных и иммуногенных свойств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Новизна предлагаемого решения заключалась в получении конъюгата из
нативных энтеротоксинов E.coli, методом двухступенчатого глутаральдегидного
сшивания, где на первой стадии глутаровым альдегидом обрабатывали белок-
носитель (LT), удаляли избыток альдегида, а затем уже к модифицированному
лиганду добавляли гаптен (ST), что исключало образование ковалентных связей
между молекулами гаптена (ST-ST), препятствующих синтезу достаточного
количества конъюгата, ускоряло получение и увеличивало специфичность
конечного продукта. В этом случае гаптен выступал в роли доминантной
иммунодетерминанты и антитела образовывались преимущественно к гаптену.

Штаммы E.coli синтезирующие ST и LT-энтеротоксины висевали отдельно на
Синтетическую питательную среду [5] и инкубировали при 37 °С в течение 4-х
часов; центрифугировали при 6000-8000 g 30-40 минут при 4 °С, и получали
бесклеточные супернатанты, которые лиофилизировали без предварительной
очистки.

Приготовление конъюгата осуществляли следующим образом: 100 мг LT-
энтеротоксина растворяли в 2,0 мл 0,1 М фосфатного буфера с рН 6,8, который
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содержал 12,5 г/л глутаральдегида. Через 18 часов экспозиции при комнатной
температуре смесь наносили на хроматографическую колонку с сефадексом G-25,
уравновешенную 0,15 М раствором хлорида натрия. Фракции, которые содержали
активированный LT (экстинкция при 403 нм) объединяли и концентрировали до
1/10 исходного раствора ПЭГ с молекулярной массой 3000 D. К этому раствору
добавляли 50 мг ST, растворенного в смеси 10 мл 0,15 М хлорида натрия и 1,0 мл
карбонат-бикарбонатного буфера. Через 24 часа инкубации при 4 °С добавляли
1,0 мл 0,2 М раствора лизина и на 2 часа ставили на диализ против 0,1 М фосфатно-
солевого буфера. Конъюгат центрифугировали 20 мин при 2000 g и сохраняли при
4  °С.  Количество связанного ST  в конъюгате определяли по содержанию белка в
диализате.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Установили, что основным фактором влияющим на количественное
содержание ST в конечном конъюгате являлось начальное соотношение LT:ST
вступающих в реакцию (рис. 1).

Рис.1. Влияние соотношения LT:ST на количество ST (%) в конечном
конъюгате.

В настоящее время известно, что функция носителя гаптена заключается в
стимуляции Т-хэлперов, помогающих В-клеткам реагировать на гаптен [6].

Конъюгированные гаптены в кишечнике млекопитающих распознаются
специальными М-клетками, которые широко представлены в толще слизистого
эпителия. М-клетки транспортируют захваченный антиген к перитонеальным
макрофагам и В-лимфоцитам, находящимся в лимфоидных образованиях тонкого
кишечника (пейеровых бляшках). В результате презентации антигена на
поверхности антиген-презентирующих клеток происходит активация T-
лимфоцитов-хэлперов, которые в сочетании с антигеном активируют В-лимфоциты.
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Дифференцированные В-клетки выходят из лимфоидных фолликулов слизистой
оболочки и поступают через общую циркуляцию в мезентеральные лимфатические
узлы, где происходит их созревание и превращение в плазматические клетки,
синтезирующие специфические к антигену антитела (рис. 2).

Рис.2. Схема иммунной реакции, индуцированной конъюгатом энтеротоксинов
E.coli.

Иммуногенные свойства конъюгата энтеротоксинов E.coli изучали на белых
беспородных мышах массой 14–16 г.  Мышей прививали подкожно,  дважды,  в дозе
0,3  мкг/мл (первая инъекция)  и 0,5  мкг/мл (вторая инъекция)  с интервалом между
введениями 7 дней. На 21 сутки после второго введения препарата определяли
напряженность иммунитета путем интраперитонеальной инъекции летальных доз
токсинов гомологичных и гетерологичных штаммов E.coli. Конъюгат считали
иммуногенным когда в живых оставалось более 50 % животных (табл. 1).

Таблица 1
Количество иммунизированных конъюгатом мышей выживших от 2Dlm ST- и

LT-энтеротоксинов гомологичных и гетерологичных штаммов E.coli

Количество иммунизированных конъюгатом мишей выживших после инъекции
2Dlm ( xSx ± , %, n=5)

ST-энтеротоксина LT-энтеротоксина
гомологичного

штамма
гетерологичного

штамма
гомологичного

штамма
гетерологичного

штамма
96,0 ± 0,08 93,6 ± 0,07 86,6 ± 0,06 80,0 ± 0,04
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Сравнивая разработанный метод с известным установили, что содержание ST-
энтеротоксина в конечном конъюгате и его иммуногенная активность была выше
чем в конъюгате полученного одноступенчатым способом (табл. 2).

Таблица 2
Содержание ST-энтеротоксина в конечных конъюгатах и их иммуногенная

активность

Количество иммунизированных
конъюгатом мышей, выживших после

заражения 2Dlm
Способ

конъюгации

ST
в конечном
конъюгате

Х±s (%), n=5 ST LT
Двухступенчатый

глутаральдегидный 98,25 ± 2,36 96,0 ± 0,08 86,6 ± 0,06

Одноступенчатый
глутаральдегидный 39,25 ± 0,95 80,0 ± 0,04 83,6 ± 0,07

P≤ 0,05 0,05 0,05

Перспективы дальнейших исследований

Конъюгат ST/LT-энтеротоксинов планируется использовать в качестве
иммунизирующего препарата против токсигенных E.coli, а также для получения
антитоксических антител и конструирования диагностических тест-систем на их
основе.

ВЫВОДЫ

1. Конъюгат молекул ST и LT-энтеротоксинов E.coli, полученный методом
двухступенчатого глутаральдегидного сшивания, индуцировал синтез
биспецифических антитоксических антител у иммунизированных животных и
обладал болем высокими иммуногенными свойствами в сравнении с
известным способом.

2. Разработанный метод дает возможность существенно сократить рабочее время
(~26 часов), занятое соответствующими операциями; минимизировать число
процедур, увеличить специфичность, уменшить трудоёмкость и
использование дорогостоящего оборудования и реактивов.
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	В статье представлены результаты исследований продукционного процесса и роста трёх видов лугового разнотравья: Achillea millefolium L., Prunella vulgaris L. и Carum carvi L. Изучена динамика основных параметров роста данных видов. Установлены пороги стойкости популяций и оптимальные условия произрастания исследованных видов. Выявленные закономерности могут быть использованы для определения оптимальных режимов пользования природными кормовыми угодьями.
	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
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	Штаммы B. thuringiensis 994 та 787, проявляют антагонизм к фитопатогеным микромицетам Fusarium oxysporum и Alternaria solani. По сравнению с Калипсо наиболее активно на фитопатогенные микромицеты влияет штамм B. thuringiensis 994, продуцирующий термостабильный β-экзотоксин.
	Експериментальна частина роботи виконана на дорослих білих щурах-самцях лінії Вістар масою 180–220 грам (n=90), отриманих з розплідника науково-дослідного інституту біології Харківського національного університету ім. Ст. Н. Каразіна. Матеріалом для досліджень служила сироватка крові лабораторних щурів. Всі тварини були розділені на наступні групи: інтактна група; група у якої була виражена гіперінсулінемія; група, у якої стан гіперінсулінемії купірувався глюкозою. Дослідним щурам натще підшкірно вводили по 3,5 Ед інсуліну. Після появи судом, розвитку гіпоглікемічної коми, частину тварин декапітували. Решті щурів для купірування коми вводили по 3,5 мл 20% розчину глюкози. Після зникнення ознак гіперінсулінемії тварин через годину декапітували.
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	При экспериментальной гиперинсулинемии наблюдается повышение содержания молекул средней массы в сыворотке крови лабораторных крыс. Методом определения окислительной модификации белков установлена активация перекисных процессов в сыворотке крови с образованием альдегидных и кетонных продуктов нейтрального и основного характера. Купирование гиперинсулинемии глюкозой позволяет снизить показатели окисленных продуктов.
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	Основной идеей нашей работы является то, что экзогенные ДНК-фрагменты, которые совпадают с последовательностью ДНК тестируемой клетки, должны влиять на её биохимические реакции, потому что они несут некоторую информацию об управлении клеткой. Мы использовали два коротких одноцепочечных ДНК-фрагмента iap3 гена  вируса ядерного полиэдроза непарного шелкопряда и личинок Drosophila melanogaster в качестве модельного объекта для экспериментов. Мы обнаружили, что ДНК-фрагменты могут выступать в роли ДНК-инсектицидов (χ2=4,87; d.f.=1; P<0,05) в концентрации 100 пмоль/мкл, а также в роли ДНК-стимуляторов (χ2=7,99; d.f.=1; P<0,01) в концентрации 20 пмоль/мкл, снижая смертность насекомых. По нашему мнению, ДНК-фрагменты проявили инсектицидную активность в связи с механизмами, схожими с ДНК и РНК- интерференцией. Эти механизмы основаны на блокировке генов-мишеней, которые совпадают по последовательности с использованными фрагментами ДНК и РНК. В нашем случае смертность увеличилась, вероятно, за счет активации клеточного апоптоза. При использовании ДНК-фрагментов вируса в роли специфических праймеров для ПЦР мы обнаружили много спектров в геноме Drosophila melanogaster, схожих с ними. Причина действия ДНК-фрагментов в качестве ДНК-стимуляторов неизвестна и требует дальнейшего изучения. Полученные данные могут служить основой для создания ДНК-инсектицидов против сельскохозяйственных и лесных вредителей, а также ДНК-лекарств.
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	Впервые выявлено наличие трипсиноподобных протеиназ в препаратах, изготовленных из организма змей. Установлено, что исследуемые препараты характеризуются различной протеолитической активностью этих ферментов. Наибольшей активностью трипсиноподобных протеиназ характеризуются препараты, полученные из гадюки степной (Vipera ursini).
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	Рассмотрено использование магнетита в процессах очистки окружающей среды от нефтепродуктов. Определено оптимальное соотношение магнетит/нефтешлам для достижения максимальной степени очистки. Проведен синтез магнетита с высокой намагниченностью.
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	В качестве исходных материалов использовались: природный бентонит Дашуковского месторождения марки С4Т2, его модифицированная фосфат-ионами форма и дистиллированная вода. Модификация природного бентонита проводилась в соответствии с методом, описанным в работе [9]. Из этих материалов готовились водные суспензии с содержанием дисперсной фазы 0,5 %(мас.), что соответствует максимальной устойчивости суспензий во времени. Суспензии природного и модифицированного бентонитов готовились растворением соответствующих навесок в дистиллированной воде при длительном (в течение 30 мин.) перемешивании.
	Числа переноса определялись методом Гитторфа на установке, в которой в качестве мембраны и центрального отсека использовался исследуемый бентонит для сохранения постоянной концентрации ионов. Установка состояла из U-образной трубки диаметром 1 см, в которую было помещено 2 г бентонита. Для опыта использовались графитовые и платиновые электроды. Площадь видимой поверхности графитовых электродов составляла – (12,73(2) см2, платиновых – (0,81(2) см2. Измерения проводились с использованием потенциостата ПИ-50-1.1 в потенциостатическом режиме. Задание потенциала осуществлялось при помощи программатора ПР-8. Для контроля количества электричества в цепь последовательно к электродам подключался миллиамперметр. В анодную камеру аппарата наливали дистиллированную воду, в катодную – 0,5% суспензию исследуемого бентонита. Электролиз проводили в различном временном интервале от 0,5 часа до 2,5 часов. Концентрацию ионов водорода и гидроксид-ионов определяли потенциометрически на иономере И-160.1 МП.
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