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Ïðîòåîëèç âèðóñíûõ áåëêîâ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ ÿâëåíèé â ðåïëèêàöèè âèðóñîâ. Ïðîòåîëèòè-
÷åñêèé ïðîöåññèíã âèðóñíûõ ïîëèïåïòèäîâ ðåãóëèðóåòñÿ
êàê ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ àìèíîêèñëîò áåëêîâ-ìèøåíåé,
äîñòóïíûõ äåéñòâèþ ïðîòåèíàç, òàê è ïðîòåèíàçàìè ñîîò-
âåòñòâóþùåé ñïåöèôè÷íîñòè, êîòîðûå ìîãóò èìåòü êàê
êëåòî÷íîå, òàê è âèðóñíîå ïðîèñõîæäåíèå [1] . Îãðàíè-
÷åííûé ïðîòåîëèç îïðåäåëÿåò ñòðóêòóðíîå è ôóíêöèî-
íàëüíîå ñîñòîÿíèå âèðóñ-ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ, ÷òî
îáåñïå÷èâàåò êîíòðîëü ñáîðêè âèðèîíîâ, ôîðìèðîâàíèå
èíôåêöèîííîãî âèðóñíîãî ïîòîìñòâà è ðàçâèòèå èíôåê-
öèîííîãî ïðîöåññà [2].

Ðàíåå áûëà ïîêàçàíà âîçìîæíîñòü èíãèáèðîâàíèÿ ðåï-
ëèêàöèè ðåñïèðàòîðíûõ âèðóñîâ ÷åëîâåêà â êóëüòóðå êëå-
òîê [3] è â êóðèíûõ ýìáðèîíàõ [4, 5] ñ ïîìîùüþ ïðèðîä-
íîãî èíãèáèòîðà ïðîòåîëèòè÷åñêèõ ôåðìåíòîâ – àïðîòè-
íèíà. Âèðóñíûå è áàêòåðèàëüíûå ðåñïèðàòîðíî- êèøå÷-
íûå èíôåêöèè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ê.ð.ñ.), ÿâëÿþòñÿ
îñíîâíûìè ïðè÷èíàìè çàáîëåâàåìîñòè è ãèáåëè ìîëîä-
íÿêà ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ æèâîòíûõ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – èçó÷åíèå âëèÿíèå àïðîòèíè-
íà è åãî íîâîé ëåêàðñòâåííîé ôîðìû â âèäå êðàõìàëü-
íûõ ìèêðîêàïñóë íà ðåïðîäóêöèþ âèðóñà ÈÐÒ, àäåíîâè-
ðóñà è âèðóñà äèàðåè ê.ð.ñ.

Ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ðàñòâîðèìûé êðàõìàë Glu-
cidex 2 («Roquette Freres», Ôðàíöèÿ). Áû÷èé ñûâîðîòî÷-
íûé àëüáóìèí («Sigma», ÑØÀ). Òåðåôòàëîèëõëîðèä

(«Aldrich-Chimie», Ôðàíöèÿ). Àïðîòèíèí «Contrycal»
(«AWD», Ãåðìàíèÿ).

Ïîëó÷åíèå ìèêðîêàïñóëèðîâàííîãî àïðîòèíèíà. Ìèê-
ðîêàïñóëû ïîëó÷àëè ïóòåì ìåæôàçíîãî ñøèâàíèÿ òåðåô-
òàëîèëõëîðèäîì ðàñòâîðèìîãî êðàõìàëà è áû÷üåãî ñûâî-
ðîòî÷íîãî àëüáóìèíà ìåòîäîì, äåòàëüíî îïèñàííûì
íàìè ðàíåå [6]. Ïðè êàïñóëèðîâàíèè àïðîòèíèí â êîíöåí-
òðàöèè (20 000 TIU/ìë) áûë âêëþ÷åí â ñîñòàâ âîäíîé
ôàçû. Ëèîôèëèçîâàííûå ìèêðîêàïñóëû ñòåðèëèçîâàëè
γ-îáëó÷åíèåì â äîçå 15 êÃð.

Õàðàêòåðèñòèêà ìèêðîêàïñóë. Ìîðôîëîãèþ ìèêðî-
êàïñóë èçó÷àëè ñ ïîìîùüþ îïòè÷åñêîé è ñêàíèðóþùåé
ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè.

Èçó÷åíèå îñâîáîæäåíèÿ àïðîòèíèíà èç ìèêðîêàïñóë
in vitro. Àíòèòðèïñèíîâóþ àêòèâíîñòü â ðàñòâîðàõ, ïîëó-
÷åííûõ â ðåçóëüòàòå äåãðàäàöèè ìèêðîêàïñóë ïîä äåéñòâè-
åì α-àìèëàçû (0,2 ìã/ìë), îïðåäåëÿëè ïî óìåíüøåíèþ
àìèäàçíîé àêòèâíîñòè áû÷üåãî òðèïñèíà [7].

Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê. Äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ êàê
ïåðâè÷íûõ êóëüòóð êëåòîê, òàê è ïåðåâèâàåìûõ ëèíèé êëå-
òîê èñïîëüçîâàëè ïèòàòåëüíóþ ñðåäó 199 è ñðåäó Èãëà
(1:1 îá/îá) ñ äîáàâëåíèåì 10%-é òåëÿ÷üåé ñûâîðîòêè. Â
êà÷åñòâå ïîääåðæèâàþùåé ñðåäû èñïîëüçîâàëè òó æå ñðå-
äó, íå ñîäåðæàùóþ ñûâîðîòêè. Ïåðåâèâàåìûå ëèíèè êëå-
òîê ïîääåðæèâàëè ïåðèîäè÷åñêèìè ïåðåñåâàíèÿìè.

Èññëåäîâàíèå èíôåêöèîííîñòè âèðóñîâ. Ãîòîâèëè ðàç-
âåäåíèÿ âèðóñîâ îò 10–1 äî 10–9 â ñðåäå ñ àïðîòèíèíîì è
áåç íåãî, îñòàâëÿëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà 1 ÷, à
çàòåì ïî 1 ìë êàæäîãî ðàçâåäåíèÿ âèðóñà âíîñèëè â ïðî-
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Èíãèáèòîð ïðîòåèíàç � àïðîòèíèí âêëþ÷åí â ìèêðîêàïñóëû, ïîëó÷åííûå ïóòåì ìåæôàçíîãî
ñøèâàíèÿ ðàñòâîðèìîãî êðàõìàëà è áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà òåðåôòàëîèëõëîðè-
äîì. Èçó÷åíà êèíåòèêà îñâîáîæäåíèÿ àêòèâíîãî àïðîòèíèíà ïðè áèîäåãðàäàöèè ìèêðîêàïñóë
in vitro. Èññëåäîâàíî âëèÿíèå íàòèâíîãî è ìèêðîêàïñóëèðîâàííîãî àïðîòèíèíà íà ðåïðîäóê-
öèþ âèðóñà èíôåêöèîííîãî ðèíîòðàõåèòà (ÈÐÒ), àäåíîâèðóñà è âèðóñà äèàðåè êðóïíîãî ðîãà-
òîãî ñêîòà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íàòèâíûé àïðîòèíèí â äîçå 3000 TIU/ ìë èíãèáèðóåò ðåïðîäóê-
öèþ âèðóñà ÈÐÒ è àäåíîâèðóñà è íå âëèÿåò íà ðàçìíîæåíèå âèðóñà äèàðåè. Ïîêàçàíà ïðèãîä-
íîñòü áèîàäãåçèâíîé áèîäåãðàäèðóåìîé ìèêðîêàïñóëèðîâàííîé ôîðìû àïðîòèíèíà äëÿ
ýôôåêòèâíîãî ïîäàâëåíèÿ ðåïðîäóêöèè âèðóñà ÈÐÒ.

*Àäðåñàò äëÿ ïåðåïèñêè.
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áèðêè ñ ñîîòâåòñòâóþùåé êóëüòóðîé êëåòîê. Èíôèöèðî-
âàííóþ êóëüòóðó êëåòîê êóëüòèâèðîâàëè ïðè 37° â òå÷å-
íèå 10–12 äíåé. Èíôåêöèîííûé òèòð âèðóñîâ îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì òèòðîâàíèÿ ïî öèòîïàòè÷åñêîìó äåéñòâèþ íà
ìîíîñëîé ñîîòâåòñòâóþùåé êóëüòóðû êëåòîê.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ìèêðîêàïñóëèðîâàíèå àïðîòèíèíà. Â èññëåäîâàíèÿõ,
ïðîâåäåííûõ íàìè ðàíåå [6, 7], áûëà ðàçðàáîòàíà ðàöèî-
íàëüíàÿ ñòðàòåãèÿ èíêàïñóëèðîâàíèÿ èíãèáèòîðà ïðîòåè-
íàç – àïðîòèíèíà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå â îïòèìàëüíûõ óñ-
ëîâèÿõ áûëè ïîëó÷åíû ïðî÷íûå ìèêðîêàïñóëû ñ âûñî-
êèì âûõîäîì. Ïî äàííûì ñêàíèðóþùåé ýëåêòðîííîé
ìèêðîñêîïèè, ìèêðîêàïñóëû èìåþò ãëàäêóþ ñïëîøíóþ
ïîâåðõíîñòü, èõ ðàçìåð ñîñòàâëÿåò 50–100 ìêì. Áåëîê îñ-
âîáîæäàåòñÿ èç ìèêðîêàïñóë òîëüêî â ðåçóëüòàòå ôåðìåí-
òàòèâíîãî ðàñùåïëåíèÿ èõ ñòåíêè. Ïðè÷åì ôàðìàêîêèíå-
òèêîé åãî îñâîáîæäåíèÿ ìîæíî óïðàâëÿòü, èçìåíÿÿ óñ-
ëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ìèêðîêàïñóë. Íà ðèñóíêå ïîêàçàíî,
÷òî ïðè äåéñòâèè α-àìèëàçû íà ñòåðèëèçîâàííûå ìèêðî-
êàïñóëû àíòèòðèïòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü àïðîòèíèíà îñâî-
áîæäàåòñÿ â ñðåäó â òå÷åíèå ñóòîê. Òàêèì îáðàçîì,
ïðåäëîæåííûé ìåòîä ïðèãîòîâëåíèÿ ìèêðîêàïñóëèðîâàí-
íîãî àïðîòèíèíà îáåñïå÷èâàåò ïîëó÷åíèå ñòàáèëüíûõ (â
îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ õðàíåíèÿ) ïðåïàðàòîâ, ñïîñîá-
íûõ ê êîíòðîëèðóåìîìó îñâîáîæäåíèþ àêòèâíîãî èíãè-
áèòîðà ïðîòåèíàç.

Âûáîð êóëüòóðû êëåòîê äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ âèðóñà
ÈÐÒ, àäåíîâèðóñà è âèðóñà äèàðåè ê.ð.ñ. Ñ öåëüþ ïîèñêà
íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíîé êóëüòóðû êëåòîê äëÿ âèðóñîâ
èñïîëüçîâàëè ïåðâè÷íî-òðèïñèíèçèðîâàííóþ êóëüòóðó
êëåòîê ïî÷êè ýìáðèîíà êîðîâû è òåñòèêóë áû÷êîâ (ÒÁ), à
òàêæå ïåðåâèâàåìûå ëèíèè êëåòîê ïî÷êè òåëåíêà, ïî÷êè
ýìáðèîíà êîðîâû, ëåãêîãî ýìáðèîíà êîðîâû (ËÝÊ) è ýïè-
òåëèÿ êîðîíàðíûõ ñîñóäîâ òåëåíêà (ÊÑÒ). Âñå èçó÷àåìûå
âèðóñû ðåïðîäóöèðîâàëèñü êàê â ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ
êëåòîê, òàê è â ïåðåâèâàåìûõ ëèíèÿõ êëåòîê, çà èñêëþ÷å-
íèåì êëåòîê ÊÑÒ äëÿ àäåíîâèðóñà è âèðóñà ÈÐÒ. Îäíàêî
ëèíèÿ êëåòîê ÊÑÒ îáëàäàëà íàèáîëüøåé ÷óâñòâèòåëüíîñ-
òüþ äëÿ âèðóñà äèàðåè. Â ýòîì ñëó÷àå öèòîïàòè÷åñêîå
äåéñòâèå íàñòóïàëî ÷åðåç 36–48 ÷, ò.å. íà 24 ÷ ðàíüøå,

÷åì â ñëó÷àå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ÒÁ (÷åðåç 60–72 ÷).
Òèòð âèðóñà ñòàáèëüíî íàõîäèëñÿ â ïðåäåëàõ 6,5–7,0 lg
ÒÖÄ50/ìë (ÒÖÄ � òêàíåâàÿ öèòîïàòè÷åñêàÿ äîçà), ÷òî íà
1–1,5 lg âûøå, ÷åì â êóëüòóðå êëåòîê ÒÁ.

Âèðóñ ÈÐÒ è àäåíîâèðóñ íàèáîëåå àêòèâíî ðåïðîäóöè-
ðîâàëèñü â ïåðåâèâàåìîé ëèíèè êëåòîê ËÝÊ. Èíôåêöèîí-
íûé òèòð âèðóñà ÈÐÒ ñîñòàâëÿë îò 6,0 äî 7,5 lg ÒÖÄ50/ìë,
àäåíîâèðóñà – îò 5,5 äî 6,0 lg ÒÖÄ50/ìë, ïèê öèòîïàòè÷åñ-
êîãî äåéñòâèÿ íàáëþäàëè ÷åðåç 48–60 ÷.

Â äàëüíåéøèõ îïûòàõ èñïîëüçîâàëè ïåðåâèâàåìóþ
êóëüòóðó êëåòîê ËÝÊ äëÿ àäåíîâèðóñà, ÈÐÒ è êóëüòóðó
êëåòîê ÊÑÒ äëÿ âèðóñà äèàðåè. Îáå ýòè ëèíèè êëåòîê áû-
ñòðî ôîðìèðîâàëè ìîíîñëîé (÷åðåç 48–72 ÷) ïðè ïåðåñå-
âå èõ 1:6.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ íàòèâíîãî è ìèêðîêàïñóëèðîâàííî-
ãî àïðîòèíèíà íà ðåïðîäóêöèþ ðåñïèðàòîðíî-êèøå÷íûõ
âèðóñîâ ê.ð.ñ. Íà ïåðâîì ýòàïå èññëåäîâàíèÿ ïðîâåðÿëè
âîçäåéñòâèå àïðîòèíèíà íà êóëüòóðó êëåòîê ËÝÊ è ÊÑÒ.
Äëÿ ýòîãî ïîñëå ôîðìèðîâàíèÿ ìîíîñëîÿ êóëüòóðû êëåòîê
â ïîääåðæèâàþùóþ ñðåäó äîáàâëÿëè àïðîòèíèí â ðàçíûõ
äîçàõ (300, 1000, 3000 è 5000 TIU/ìë ñðåäû) è íàáëþäàëè â
òå÷åíèå 12 äíåé. Óêàçàííûå äîçû ïðåïàðàòà íå îêàçûâàëè
òîêñè÷åñêîãî äåéñòâèÿ íà êóëüòóðó êëåòîê. Áîëåå òîãî, â
ïðèñóòñòâèè àïðîòèíèíà ìîðôîëîãèÿ êëåòîê ñîõðàíÿëàñü â
íîðìàëüíîì ñîñòîÿíèè, â òî âðåìÿ êàê â êîíòðîëüíûõ îá-
ðàçöàõ (áåç àïðîòèíèíà) ê 10–12-ìó äíþ íàáëþäåíèÿ îòìå-
÷àëè íåñïåöèôè÷åñêóþ äåãåíåðàöèþ (çåðíèñòîñòü öèòîï-
ëàçìû, îêðóãëåíèå êëåòîê è ñïîëçàíèå êëåòîê ñî ñòåêëà).
Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ïî âëèÿíèþ àïðîòèíèíà íà çà-
ðàæåííûå âèðóñàìè êóëüòóðû êëåòîê ïðåäñòàâëåíû â òàá-
ëèöå. Âèäíî, ÷òî ïðèñóòñòâèå àïðîòèíèíà â ïîääåðæèâàþ-
ùåé ñðåäå ïðèâîäèëî ê óìåíüøåíèþ èíôåêöèîííîãî òèòðà
âèðóñà ÈÐÒ è àäåíîâèðóñà íà 2 è 2,5 ëîãàðèôìè÷åñêèõ
åäèíèöû ñîîòâåòñòâåííî. Êðîìå òîãî, öèòîïàòè÷åñêîå äåé-
ñòâèå óêàçàííûõ âèðóñîâ ïðîÿâëÿëîñü íà 24–48 ÷ ïîçæå,
÷åì â êîíòðîëüíûõ îáðàçöàõ. Ìèêðîêàïñóëû, ñïîñîáíûå ê
ïîñòåïåííîìó îñâîáîæäåíèþ àïðîòèíèíà, äåìîíñòðèðîâà-
ëè ïîäàâëåíèå ðåïðîäóêöèè âèðóñà ÈÐÒ, àíàëîãè÷íîå íà-
òèâíîìó èíãèáèòîðó ïðîòåèíàç. Îäíàêî àïðîòèíèí íå îêà-
çûâàë ïîäàâëÿþùåãî äåéñòâèÿ íà âèðóñ äèàðåè ïðè êîí-
öåíòðàöèÿõ âïëîòü äî 5000 TIU/ìë.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû íàñòîÿùåãî ñîîáùåíèÿ ïî-
êàçûâàþò âîçìîæíîñòü ïîäàâëåíèÿ ðåïðîäóêöèè âèðóñà
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Îñâîáîæäåíèå àíòèòðèïòè÷åñêîé àêòèâíîñòè àïðîòèíèíà â
ïðîöåññå äåãðàäàöèè ìèêðîêàïñóë (10 ìã) α-àìèëàçîé

(0,2 ìã/ìë) ïðè ðÍ 7,4 è 37°

Àíòèâèðóñíîå äåéñòâèå íàòèâíîãî
è ìèêðîêàïñóëèðîâàííîãî àïðîòèíèíà

Àïðîòèíèí Èíôåêöèîííûé òèòð âèðóñà

(lg ÒÖÄ50/ìë)

Ïèê*

öèòîïàòè÷åñêîãî

âèðóñ

ÈÐÒ

àäåíîâèðóñ âèðóñ

äèàðåè

äåéñòâèÿ, ÷

− 7 6 7 48−60

Íàòèâíûé

3000 TIU/ìë 5 3,5 7 72−96

5000 TIU/ìë 7

Ìèêðîêàïñóëèðîâàííûé

3000 TIU/ìë 5 − − 72−96

* Äëÿ âèðóñà ÈÐÒ è àäåíîâèðóñà.
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