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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
    Актуальність теми. Підраховано, що в Україні збиток від кожного випадку грипу в середньому складає 272-544 гривень (50-100 доларів). Трудові втрати на кожний випадок налічують 6-14 днів (Бобильова О.О., Бережнов С.П. і співавт., 2001; Мироненко А.П., Мухопад В.О., 2001). Враховуючи виключно високу захворюваність (щорічно на грип хворіє кожний шостий житель України), збитки від грипу для економіки країни величезні (Возіанова Ж.І., Печінка А.М., 2002). 

За існуючими оцінками, грип як безпосередня причина смерті реєструється лише в 25 % випадків (Карпухин Г.И., 2001). Це пов'язано з тим, що причиною смерті при грипі стають ускладнення або загострення фонової патології (захворювання серцево-судинної, дихальної, ендокринної систем) (Москалюк В. Д., 2003). Вказані причини формують приховану смертність в групах підвищеного ризику (немовлята, літні люди, які мають хронічні захворювання, тощо) і недооцінку смертності внаслідок грипу. 

Протягом останніх 30-40 років в арсеналі засобів боротьби з грипом були тільки ремантадин і його аналоги (Losben N., Peters P., 1999; Шевченко Е.С., Бурцева Е.І., Сльопушкін А.Н. і співавт., 2005). Внаслідок появи штамів вірусу грипу, резистентних до ремантадину і його похідних (Bright R.,. Medina M, Xu X. et al., 2005; Bright R., Shay D., Schu B., 2006), названі препарати виявилися мало ефективними як для лікування грипу, так і для його профілактики (John J. Treanore, 1999; Hehme N., Engelman H., Kuenzel W., 2004). Протигрипозні вакцини через майже щорічну зміну штамів вірусу грипу не спроможні повністю захистити населення від захворювань (Гендон Ю.З., 2004, 2007,  Онищенко Г.Г., Зверев В.В., Катлинский А.В. и др., 2007). 

На сьогодні клінічні випробування за кордоном пройшли два препарати - Занамівір (Relenza) і Осельтамівір (Tamyflu) (Гендон Ю.З., 2001; Hayden F.G., 2004;. Monto F.S, 1999; Ferraris O., Kessler N., Lina B., 2005). Вони отримані шляхом генної інженерії і кристалографії та є інгібіторами нейрамінідази вірусу грипу (Cass L.M. et al., 1999; Laurent Kaizer, 1999). Отже проблема профілактики та лікування грипу залишається й на сьогодні остаточно не вирішеною та актуальною. Ми підійшли до вирішення даної проблеми іншим шляхом. Порушення функцій протеолітичних ферментів та їх регуляції є основою багатьох патологічних процесів, серед яких - захворювання серцево-судинної системи, різні гострі і хронічні запальні процеси, онкологічні та ендокринні захворювання, нервова і м'язова дистрофія, вірусні захворювання, психічні і нервові розлади тощо. Для більшості вірусів людини і тварин характерна протеолітична активація, яка полягає у розщепленні білків-попередників на функціонально-активні групи. За цією дією протеїназ американський вчений Брюс Корант у 1981 році умовно поділив усі віруси на дві групи:

1 група – ортоміксовіруси, параміксовіруси, коронаровіруси, ретровіруси, активація яких відбувається завдяки клітинним протеїназам;

2 група - пікорнавіруси, альфавіруси, флавівіруси, комовіруси, потівіруси, тімовіруси та інші, які мають свої власні протеїнази.

Ми вивчали роль протеолізу на моделі вірусу грипу, що відноситься до першої з названих груп вірусів.
    Зв’язок роботи з науковими програмами, планами і темами.  Вибраний напрямок дослідження здійснювався за планом науково-дослідних робіт Центральної науково-дослідної лабораторії Одеського державного медичного університету та ДП УНДІ медицини транспорту МОЗ України. Фрагменти роботи виконувались згідно з тематикою проектів:

1. Вивчення молекулярно-біологічних механізмів спрямованого пригнічення клітинних трипсиноподібних протеїназ, асоційованих з вірусом грипу. ФК 91-74МЗ України 1992-1994 р.р. (Науковий керівник і відповідальний виконавець пр. н. співр., к. б. н. В. А. Дівоча). Номер держреєстрації ГР UA011001962Р. Інв. № 0294U001653.

2. Клітинні протеїнази – мішень для створення противірусних препаратів. ФК 1995-1998 р.р. (Науковий керівник і відповідальний виконавець пр. н. співр., к. б. н. В. А. Дівоча).  Номер держреєстрації ГР 0195U0022683. Інв. № 0298U001545.

3. Інгібітори протеїназ клітин у ролі противірусних чинників. ПК на 1999-2001 р.р. (Науковий керівник і відповідальний виконавиць пр. н. співр., к. б. н. В. А. Дівоча). Номер держреєстрації ГР 0198U007840. Інв. № 0201U005941.

4. Розробка біотехнології отримання противірусного препарату з відходів гамма-глобулінового виробництва 2002-2004 р.р. (Науковий керівник і відповідальний виконавець ст. н. співр., к. б. н. В. А. Дівоча). Номер держреєстрації ГР 0101U007760. 
        Усі названі проекти фінансувались Міністерством охорони здоров’я України в рамках конкурсних наукових програм у 1992-2004 р.р. Автор дисертації була відповідальним виконавцем цих тем.
      Мета дослідження.  Вивчити становище та роль протеїназних та антипротеїназних сиcтем вірусу та реципієнта у розвитку грипозної інфекції для обґрунтування одержання і використання принципово нових лікувальних препаратів на основі інгібіторів трипсиноподібних протеїназ.  
       Для досягнення вказаної мети були поставлені завдання:

1. Вивчити природу протеїнази, асоційованої з вірусом грипу.

2. Вивчити роль протеїназ і інгібіторів клітини-господаря на різних стадіях розвитку грипозної інфекції, особливо на ранніх стадіях. 

3. Виділити і очистити ізоформи трипсиноподібної протеїнази з легенів здорових і заражених вірусом грипу мишей.

4. Вивчити фізико-хімічні властивості виділених ізоформ трипсиноподібної протеїнази. 

5. Вивчити вплив ізоформ трипсиноподібної протеїнази на розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу.

6. Одержати специфічні антитіла до ізоформ трипсиноподібної протеїнази і вивчити захисну дію антитіл на експериментальну грипозну інфекцію.

7. Виділити інгібітор трипсиноподібних протеїназ і вивчити його захисну дію у тварин, інфікованих  смертельною дозою вірусу грипу.
            Об’єкт дослідження. Віруси грипу, трипсиноподібні протеїнази, курячі ембріони, легені і кров білих мишей і білих щурів, природні та синтетичні інгібітори трипсиноподібних протеїназ. 
            Предмет дослідження. Перший напрямок – це з’ясування ролі трипсиноподібних протеїназ і їх інгібіторів у процесі розвитку вірусу грипу та максимальне очищення вірусу від клітинних компонентів. Виділення трипсиноподібних протеїназ і отримання специфічних до них антитіл, які б блокували розвиток грипозної інфекції у тварин. Другий напрямок - це одержання клітинного інгібітору, який блокував би власну протеїназу організму господаря, що відповідає за розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу.
            Методи дослідження. У роботі використовували вірусологічні, біохімічні, імунологічні, молекулярно-біологічні і радіоізотопні методи дослідження. Так, механізм проникнення вірусів в клітину і «роздягання» його, роль при цьому протеїназ і їх інгібіторів були вивчені шляхом використання радіоізотопних препаратів і визначення активності протеїназ по гідролізу протаміну. Очищення ферментів і їх інгібітору проводилось методами іонообмінної і афінної хроматографії; очищення вірусу – градієнтним ультраценрифугуванням. Аналіз білків – ферментів і вірусних білків - за допомогою електрофорезу в ПААГ. Динаміка розвитку інфекції – за допомогою визначення інфекційної і гемаглютинуючої активності, інгібіторів протеїназ – методом гальмування гідролізу казеїну кристалічним трипсином.
            Наукова новизна. З’ясовано роль клітинних трипсиноподібних протеїназ і їх інгібіторів в послідовності подій в клітинах, заражених вірусом грипу А і В. 
       Вперше виділені трипсиноподібні протеїнази із легенів здорових та інфікованих білих мишей і вивчені їх фізико-хімічні властивості. 
       Вперше знайдено ізоформи трипсиноподібних протеїназ, які відповідають за розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу.
       Вперше використано антиферментну систему клітини для блокування розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу на самих ранніх стадіях взаємодії вірусу з клітиною.
      Вперше одержані антитіла зі строго специфічною спрямованістю до ізоформ трипсиноподібної протеїнази, які спричиняють захисну дію проти інфекції і можуть бути рекомендовані для переривання інфекції (захищено авторськими свідоцтвами на винахід).
      Підтверджена гіпотеза про можливість нового підходу до імунотерапії вірусних захворювань шляхом блокування ферменту, який відповідає за розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу (захищено авторськими свідоцтвами на винахід). 
      Вперше виділено інгібітор трипсиноподібних протеїназ із легенів білих мишей і встановлена блокуюча дія його на грипозну інфекцію (захищено авторськими свідоцтвами на винаходи).
       Вперше з’ясовано, що вірус грипу неможливо відокремити від трипсиноподібної протеїнази, яка має клітинне походження, що треба враховувати при приготуванні протигрипозних вакцин. 
        Науково-практичне значення роботи. Виявлено, що з вірусом грипу асоційована трипсиноподібна протеїназа клітинного походження, яку не можливо відділити при очищенні і концентруванні вірусу грипу методами ультрацентрифугування в градієнті сахарози та електрофорезу в поліакриламідному гелі, які використовуються для приготування протигрипозних вакцин. 
       Виявлено, що трипсиноподібна протеїназа не зв’язана з V- антигеном, скоріше, зв’язана з РНП, що примушує переглянути структуру вірусу грипу з урахуванням клітинних компонентів.
       Виявлена та проаналізована динаміка протеїназної активності та її інгібітору при розмноженні вірусу грипу в легенях тварин та в курячих ембріонах і встановлена залежність між накопиченням інфекційного потомства і наступним зниженням протеїназної та інгібуючої активності, а також те, що інгібітор клітини в перші години після інфікування відіграє велику роль у блокуванні протеїнази. 
      Встановлено пригнічення інфекційної активності вірусу грипу антипротеїназною імунною сироваткою до третьої ізоформи трипсиноподібної протеїнази, одержаної з легенів здорових тварин. Отримані результати свідчать про принципово новий підхід до імунотерапії грипу шляхом блокування ферменту, який відповідає за розщеплення гемаглютиніну на дві суб’одиниці (Патент 34700 А Україна, А 61 N 5/06, А 61 N 5/02. Спосіб лікування грипу в експерименті / Дівоча В. А. ; опубл. 15.03.2001, Бюл. № 2).
       Розроблено метод одержання інгібітору трипсиноподібних протеїназ, який надає можливість отримати противірусний препарат для людини (1. Патент 23548 А Україна, А 61 К 35/00. Спосіб одержання інгібітору трипсіноподібних протеаз / Дівоча В. А. ; опубл. 02.06.98. 2. Патент 21599 Україна, МПК (2006), А 61 К 36/00. Спосіб виділення інгібітора трипсиноподібних протеаз із відходів одержання гаммаглобуліну та альбуміну донорської крові людини / Дівоча В. А., Михальчук В. М., Гоженко А. I. ; опубл. 15.03.2007, Бюл. № 3).
       Встановлено дозозалежне пригнічення розвитку інфекційної активності вірусу грипу інгібітором трипсиноподібних протеїназ як в курячих ембріонах, так і у білих мишей. 
       Матеріали дисертації будуть впроваджені у сироватковій промисловості для одержання з її відходів нового противірусного препарату (інгібітору трипсиноподібних протеїназ), що зменшить собівартість засобу і збільшить номенклатуру препаратів із людської донорської крові (Патент 37324 А Україна, А 61 К 31/14. Інгібітор трипсіноподібних протеаз як антивірусний засіб / Дівоча В. А. ; опубл. 15.05.2001, Бюл. № 4.).
            Отримані результати. Теоретично обґрунтовані і експериментально апробовані методологія і методика антивірусної терапії грипу.
            Особистий внесок здобувача.  Автор самостійно вивчила протеолітичну активність, асоційовану з вірусом грипу,  динаміку змін активності трипсиноподібної  протеїнази та її інгібітору у процесі розвитку вірусу грипу А і В та вплив ізоформ трипсиноподібної протеїнази на розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу. Автор вперше одержала та очистила трипсиноподібну протеїназу та її інгібітор і вивчила їх фізико-хімічний склад. Автором одержано і проаналізовано захисну дію антипротеїназних імунних сироваток у тварин, заражених смертельною дозою вірусу грипу. 
     Автором особисто розроблена методика виділення трипсиноподібних протеїназ та їх інгібітору з легенів білих мишей і експериментально проведена порівняльна оцінка дії їх на розвиток вірусу грипу в курячих ембріонах, перещеплюваній культурі клітин МДСК та в легенях і крові тварин. Усі експериментальні дані і висновки дисертаційної роботи обговорені з науковим консультантом професором А. І. Гоженко. Автором написані особисто або у співавторстві усі друковані матеріали, що мають відношення до теми роботи.
            Апробація результатів дисертації. Результати роботи були представлені на конференціях: “Второй съезд инфекционистов УССР” (Донецк, 1983); “Актуальные проблемы прикладной иммунологии, биотехнологии и производства бактерийных препаратов” (Пермь, Россия, 1988); “Лабораторные животные для медико-биологических и биотехнологических исследований” (Москва, 1990); “Общетеоретические и медицинские аспекты вирусных инфекций” (Киев, 1991); “Актуальные вопросы медицинской биотехнологии” (Томск, Россия, 1991); “Научные достижения и проблемы  производства лекарственных средств” (Харьков, 1995); “Науково-практичні проблеми променевої діагностики та терапії” (Харьков, 1995);  “Идеи И. И. Мечникова и развитие современного естествознания” (Харьков, 1995); “Гомеостаз и инфекционный процесс” (Саратов, Россия, 1996); “100-летие Киевского НИИ эпидемиологии и инфекционных болезней” (Киев, 1996); “Достижения современной фармакологии – в медицинскую практику” (Харьков, 1996); “Современные достижения валеологии и спортивной медицины” (Киев, 1997); “Гомеостаз и инфекционный процесс,” (Саратов, Россия, 1998); “Впровадження ефективних засобів у терапевтичну практику”  (Вінниця, 1999);  “Актуальні питання боротьби з інфекційними захворюваннями” (Харків, 1999);  “Естествознание на рубеже столетий” (Сочи, Россия, 2001);  “Актуальные вопросы борьбы с инфекционными заболеваниями” (Харьков, 2003); “Третье чтение  В.В.Подвысоцкого,” (Одесса, 2004); «Бюлетень IV читань ім. В. В. Підвисоцького» (Одеса, 2005);  «Бюлетень V читань ім. В. В. Підвисоцького» (Одеса, 2006); «Современные проблемы науки и образования» (Москва, 2007); «Перспективы развития ВУЗовской науки» (Сочи, 2007). На з’їздах: “XIII съезд микробиологов, эпидемиологов и паразитологов им. Д. К. Заболотного” (Винница, 1996); “III Національний конгрес патофізіологів” (Одеса, 2000).  Матеріали роботи також повідомлені  в НДІ вірусології ім. Д. І. Івановського АМН Росії та НДІ вірусології Марбургського університету (Германія).
            Публікації. За темою дисертації опубліковано 51 робота, в тому числі 22 статті в наукових журналах, 29 публікацій в збірниках наукових праць, матеріалах і тезах конференцій, отримано 7 патентів на винахід.
            Структура і обсяг дисертації. Дисертація складається із вступу, 9 глав, які включають огляд літератури, опис методики, матеріалів і методів, результатів проведених власних досліджень, аналізу, узагальнень та їх обговорення, висновків і списку літератури. Дисертація викладена на 244 сторінках комп’ютерного тексту та містить 48 таблиць і 30 рисунків. Бібліографічний покажчик охоплює 336 джерел літератури.
 
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
       Матеріали і методи досліджень. Використовували віруси грипу А/РR/8/34 (Н1N1), A/Aichi (H3N2), А/СССР/90/77 (H1N1), А (Екстра Х-31), А/WSN/33 (H1N1), А/Філ/2/82 (H3N2), AO/32 (H0N1), вирощені на 9-ти денних курячих ембріонах і В штам PR-109, отриманий рекомбінацією вірусів В/Lее/40 і В/СССР/100/83. Штами вірусів отримані в НДІ вірусології ім. І.Д. Івановського АМН Росії, штам АО/32 (HON1) – в НДІ грипу Санкт-Петербургу, Росія. У роботі використовували безпородних білих мишей та лінії «Ваlв/c», курячі ембріони, перещеплювану культуру клітин МДСК та білих щурів. 
    З метою вивчення біолого-вірусологічного обґрунтування антипротеїназної терапії грипу були використані методики: вірусологічні, біохімічні, імунологічні, молекулярно-біологічні, радіоізотопні.
   Для вивчення природи протеолітичної активності, асоційованої з вірусом грипу, використовували вірус грипу штам АО/32 (HON1) з інфекційним титром 7 lg ЕІД 50/0,2  і ГА-1:125, яким інфікували 10-11 добові курячі ембріони у об’ємі 0,2 мл розведеного до 10-3 інфекційного матеріалу. 

Концентрацію та очищення вірусу грипу проводили методами центрифугування у градієнті сахарози (15% - 60%) в ультрацентрифузі VAK – 602, у бакет-роторі при 28000 хв.-1   протягом чотирьох годин. Очищений та концентрований вірус грипу піддавали подальшому реультрацентрифугуванню при 33000 хв.-1 у роторі SV-40, ультрацентрифузі “Spinko” протягом 3-х годин. Одержані препарати використовували для препаративного очищення електрофорезом у 7,5% поліакріламідного гелю у відновлюючих та у не відновлюючих умовах по Лаверу (Laver W.G. 1971, 1972).
  З метою вивчення ролі трипсиноподібних протеїназ та їх інгібіторів у процесі розвитку грипозної інфекції використовували вірус грипу A/PR/8/34 (H1N1), адаптований до легеневої тканини білих мишей. 

У роботу брали білих безпородних мишей вагою 7-9 г і 16-17 г. Інфікування тварин проводили інтраназально під легким ефірним наркозом у об’ємі 0,05 мл  розведеного до 10-1 інфекційного матеріалу, що відповідало інфекційній дозі 2,5-2 ЛД50. Ця доза забезпечувала 100% летальність тварин на п’яту добу після інфікування. Тварин забивали і забирали легені та кров (по 5 мишей у кожній групі) через 15 хв.; 30 хв.; 1 год.; 6 год.; 24 год.; 48 год.;  72 год.; 96 год.; 120 год.; 148 год. після інфікування. Паралельно, в ті ж терміни, забивали і забирали легені і кров у здорових мишей. У сироватці крові та легенях визначали інфекційну, протеїназну та інгібуючу активність.
   Виділення та очищення трипсиноподібної протеїнази проводили з легенів здорових та інфікованих білих мишей лінії “Ваlв/c” вагою 16-18 г. Легені розрізали ножицями, потім гомогенізували у ступці, обробляли ультразвуком при 18 кГц по 75 с на приборі Soniprep 150 MSE (уся робота проводилась на холоді). Гомогенат центрифугували при 10000 об/хв. на протязі 1 години на центрифузі RC-5В при температурі +40С. До осаду додавали 1% тритон Х-100 і залишали до ранку у холоди льнику. Надосадочну рідину (супернатант I) заморожували. На наступний день осад знову обробляли ультразвуком і центрифугували при вищеназваних параметрах. Супернатанти I та II поєднували і використовували у подальшому для очищення. Очищення діалізованого матеріалу проводили методом іонообмінної хроматографії на ДЕАЕ целюлозі – 32;52 на приборі LКВ-2023, Minicololal (Broma). Колонка була висотою 18 см з діаметром 1,75 см. Ступінь очищення контролювали по білку та активності протеїнази. Фракції, які мали високі показники протеїнази, додатково очищували діалізом проти води, знесолюванням на сефадексах G-15, G-50 та електрофорезом у 12,5% ПААГі. 
   Трипсиноподібні протеїнази використовували для вивчення їх фізико-хімічних властивостей (оптимум рН, молекулярна маса, вплив на них інігібіторів трипсину: овомукоїда, триеліну, ЕАКК та інігібітору з ячменю) і для вивчення впливу їх на розвиток вірусу грипу в перещеплюваній культурі клітин МДСК та на розщеплення гемаглютиніну  вірусу грипу.
       Виділення інгібітору трипсиноподібних протеїназ проводили тим же методом, що застосовували для виділення протеїназ. Очищення інгібітору проводили за допомогою хроматографії на ДЕАЕ-целюлозі, гельфільтрацією на сефадексах G-15 і G-50, а також за допомогою афінної хроматографії на трипсин-сефарозі 4В. В останньому випадку трипсин ковалентно зв’язували з BrCl-сефарозою 4В по загальноприйнятій методиці. Афінну хроматографію проводили у 0,05 М трис-HCl буфері рН 7,6. Десорбцію проводили послідовно буферними розчинами, які містили 1 М NaCl, 8 М речовину      та розчин 0,2 М KCl – HCl pH 2,0. Інгібітор трипсиноподібних протеїназ у фракціях визначали за ступенем гальмування гідролізу БАПНА (-бензоіл-аргинін-р-нітроанілід) кристалічним трипсином. Кількість білку в препаратах протеїну та інгібітору визначали методом Лоурі, а у хроматографічних фракціях – спекрофотометрично по поглинанню при 750 нм. 
  Молекулярну масу інгібітора визначали за допомогою рідинної високоефективної хроматографії високого тиску на приборі FPSC фірми Pharmacia (Швеція) з використанням колонки НР-10/30 та смоли Superose 6. У якості маркерів молекулярної маси були використані декстран голубий (2000000 Да), ферітін (400000 Да), каталаза (240000 Да), БСА (76000 Да), овальбумін (45000 Да), хімотрипсіноген А (25000 Да) та міоглобулін (17800 Да).
   Інгібітор трипсиноподібних протеїназ використовували для визначення його лікувальних властивостей у білих мишей лінії ІСR вагою 17-18 г, попередньо інфікованих смертельною (2,5–2 ЛД50) дозою вірусу грипу. Кожна миша за курс лікування одержувала 0,126 мкг інгібітору. Інгібітор трипсиноподібної протеїнази також використовували для вивчення його дії на розвиток вірусу грипу в курячих ембріонах та дію його на протеолітичну активність протеїнази, виділеної з легенів білих мишей.
   Для одержання гіперімунних антипротеїназних сироваток використовували білих щурів вагою 170-200 г лінії Wistar. Імунізацію білих щурів проводили чотирьохкратно з повним ад’ювантом Фрейнда та з кожною ізоформою трипсиноподібних протеїназ раз на тиждень. Кожний щур одержував по 890 одиниць протеїнази та 560 одиниць загального білку. Тотальний забір крові для одержання гіперімунних сироваток проводили на сьому добу після останньої імунізації. Одержані антипротеїназні сироватки використовували для вивчення впливу їх на виживання білих мишей, які заздалегідь були інфіковані смертельною дозою (2,5–2 ЛД50) вірусу грипу. Нейтралізуючі якості гіперімунних сироваток вивчали на 3-х добовій перещеплюваній культурі клітин МДСК. Наявність антитіл визначали у РЗК та методом зустрічного імуноелектрофорезу.
   Статистичну обробку отриманих даних проводили за програмами Microsoft Exсel.
    

      Протеолітична активність, асоційована з вірусом грипу.  Як показали наші дослідження,  процес очищення і концентрування вірусу грипу методами центрифугування (рис.1) не звільняв вірус грипу від протеїназної активності. В процесі очищення, паралельно із зменшенням білку, зростала питома протеолітична активність з розрахунку на 1 мг білка. Центрифугування осадів через 20% шар сахарози також не звільняло вірус грипу від протеїназної активності. Аналогічне явище виявлено і при очищенні вірусу в ступінчастому градієнті сахарози при 28000 об/хв. протягом чотирьох годин (табл.1). Як видно з результатів досліджень, протеїназа розділилася на декілька ізоформ. Високі показники протеолітичної активності визначалися в зоні 11–15 % сахарози, в 42–49%, 52–55 %. Основна частина протеолітичної активності була зосереджена в зонах, де локалізувався практично увесь очищений вірус. 
  Таким чином, протеїназа чітко розділилася на декілька активних компонентів, що свідчить про її гетерогенність. Ці ізоформи мали неоднакову молекулярну масу, оскільки під дією сильних відцентрових сил відбувалося осадження (седиментація) молекул розчиненого білку.
  Реультрацентрифугування фракції, яка містила 38 – 43% концентрацію сахарози і де локалізувався весь очищений вірус при 33000 об/хв. -1 в роторі SV –40 ультрацентрифуги “Spinko” протягом трьох годин, не звільняло вірус грипу від протеолітичної активності. 
         Для збереження протеолітичної активності электрофорез в ПААГ проводили в невідновлюваних умовах. Аналіз фракцій показав, що асоційована спочатку з вірусом грипу протеїназа чітко розділилася на 7 –9 фракцій, які мали високу протеолітичну активність і різний електричний заряд. Ці дані свідчать про значну гетерогенність ферменту трипсиноподібної протеїнази. В контрольних дослідах було виявлено подібний ферментний профіль в елюатах поліакриламідного гелю. Різниця полягала в тому, що питома протеолітична активність у всіх фракціях з розрахунку на мг білку різко поступалася протеолітичній активності елюатів фракцій очищеного вірусу грипу, а також в тому, що протеїназа з нормальних тканин швидше генерувалася (рис. 2).
       Оскільки при очищенні і концентрації вірусу грипу не вдалося звільнити вірус грипу від протеолітичної активності, належало розв'язати питання про походження протеїнази, асоційованої з вірусом: вона клітинна чи вірусіндукована? Як показали дослідження (табл. 2), під дією імунних щурячих сироваток протеїназа нейтралізувалась як у фракціях 11-15 % сахарози, де завжди локалізувались клітинні білки, так і у фракціях 38-49 % сахарози, де містився вірус. Гемаглютинуюча активність при цьому не тільки збереглася, але, навіть, і збільшилася. Під дією нормальної щурячої сироватки протеїназа також нейтралізувалась.
 

 

 

 
Початкова алантоїсна вірус отримана рідина /АВОР/
 

Центрифугування при 6000 об/хв., 30 хв., при +4 С, /ЦВР-1/
                                                                                              
Надосадна  рідина /НОР/              Осад утилізується
 

Центрифугування при 10000 об/хв., 20 хв., при +4 С, /ЦВР-1/
                                                                                              
Надосадна  рідина /НОР/              Осад утилізується
 

Центрифугування при 20000 об/хв., 2 години, при +4 С, /ЦВР-1/
 

Осад (вірус)                                          НОР утилізується
 

Осадження очищеного і концентрованого нативного алантоїсного вірусу при 20000 об/хв.   через 20 %-ний розчин сахарози 2 години, при +4 С, /ЦВР-1/
 

Осад (вірус)                                          НОР утилізується
 
Очищення у градієнті щільності сахарози на ВАК –602 при 28000 об/хв. за 4 години
 

                                                                    НОР утилізується
 
Концентрація фракцій при 20000 об/хв.   2 години +4 С, /ЦВР-1/ з промиванням буфером NTE
 

                                                                      НОР утилізується
 
Осад (вірус) розчиняється в мінімальній кількості буферу NTE
                   
Реультрацентрифугування в градієнті щільності сахарози на ультрацентрифузі “Spinko”, rotor SV-40, при 33000 об/хв., 3 години
 

Осад (вірус) розчиняється в мінімальній кількості буферу
 

Обробка віруса 0,1%-ним розчином додецилсульфата Na при t +20°C 20 хв.
            
Очищення та розділення вірусних поліпептидів препаративним електрофорезом в поліакриламідному гелі
                                                                       
1/2 блока на елюцію                                    1/2 блока на окраску
 

             
Рис. 1. Схема очищення вірусу грипу шляхом центрифугування
 

 
                                                                                                                                                                                 Таблиця 1

Очищення вірусу грипу АО/32 в градієнті сахарози ультрацентрифугуванням при 28000 об/хв.
 
	Фракції

сахарозного градієнта
	Досліди

	
	1
	2
	3

	
	% 

сахарози
	РГА
	протеїназа мг\мл
	% 

сахарози
	РГА
	протеїназа мг\мл
	% 

сахарози
	РГА
	протеїназа мг\мл

	1
	5
	0
	1,5
	3
	0
	1,5
	6
	0
	2,6

	2
	15
	1:8
	36
	11
	1:2
	13,6
	15
	1618
	41,3

	3
	32
	1:16
	9,6
	24
	1:16
	8,2
	23
	1:16
	0,45

	4
	42
	1:2048
	33,6
	24
	1:16
	10,2
	30
	1:64
	0,9

	5
	49
	1:2048
	4,4
	38
	1:512
	25,4
	37
	1:512
	13,8

	6
	52
	1:64
	37
	41,5
	1:1024
	26,2
	44
	1:16000
	38,0

	7
	55
	1:64
	37,4
	46,5
	1:512
	12,2
	47
	1:16000
	3,20

	8
	57
	1:62
	6,8
	53
	1:16
	7,9
	51
	1:256
	0,3

	9
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	57
	1:512
	 




 

 

 

 

     Рис. 2. Профіль протеолітичної активності окремих фракцій нормальної (контроль) та 
                 вірус складової (дослід) алантоїсної рідини після розділення в ПААГі.
 

       Таким чином, протеїназа, асоційована з вірусом грипу, має клітинне походження, бо якби вона була вірус-індукована, то не сталося б нейтралізації протеїназної активності у фракціях, які містять вірус. 
        В розділі “Вивчення динаміки активності трипсиноподібної протеїнази в процесі розвитку вірусу грипу А і В”  при експериментальній грипозній інфекції у білих мишей і в курячих ембріонах, інфікованих вірусами грипу А і В було вивчено динаміку протеїназної та інгібуючої активності (рис. 3 а, б). Рівень активності трипсиноподібної протеїнази в легенях і сироватці крові незаражених тварин не піддавався значним змінам протягом періоду спостереження (6 діб), протеїназна активність залежала від віку і ваги тварин. У 16 – 17- грамових мишей активність протеїнази була вища, ніж у 7 – 9- грамових; особливо висока протеїназна активність визначалася у самок-годівниць.
 

· Таблиця 2
Протамінрозщеплююча та гемаглютинуюча активність вірусу грипу у фракціях сахарозного градієнту до нейтралізації і після         нейтралізації імунними (ХАО) сироватками щурів
	№ 
дослідів
	№ фракції сахарозного градієнту
 
	% сахарози
	протеїназа до нейтралізації у мкг/арг за 1 хв у 1 мл 
	протеїназа після нейтралізації у мкг/арг за 1хв. у 1мл
	ГА до нейтралізації у 0,1 мл
	ГА після нейтралізації у 0.1

мл
	РЗК у розведенні 1:10
	РЗІЄФ

	1
	1
	5
	1.42
	-
	0
	-
	0
	-

	вірус
	2
	15
	32.0
	0
	1:8
	1:2
	1:4
	0

	грипу
	3
4
	32
42
	8.5
29.8
	0
0
	1:16
1:2048
	1:2048
	1:4
1:256
	0

	 
	5
	49
	3.9
	0
	1:1048
	1:512
	1:2
	0

	 
	6
	52
	32.9
	0
	1:64
	1:64
	1:4
	-

	 
	7
	55
	32.2
	-
	1:64
	1:64
	1:8
	0

	 
	8
	57
	6.04
	0
	1:2
	-
	1:4
	-

	2
	1
2
	3
11
	1.3
12.0
	-
	0

1:2
	1:2
	0
0
	0

	вірус
	3
	24
	7.28
	0
	1:16
	-
	1:4
	-

	грипу
	4
	24
	9.42
	0
	1:16
	-
	1:4
	-

	 
	5
	38
	84.6
	0
	1:512
	1:2048
	1:512
	0

	 
	6
	42
	23.28
	-
	1:2048
	1:1024
	1:512
	0

	 
	7
	46
	10.8
	-
	1:1024
	1:512
	1:4
	0

	 
	8
	48
	7,02
	0
	1:32
	-
	-
	--

	3 – N
	1
	6
	0.05
	-
	0
	-
	0
	-

	XAO
	2
	17
	0.101
	-
	0
	-
	0
	-

	 
	3
	27
	0.037
	-
	0
	-
	0
	-

	 
	4
	29
	0.059
	0
	0
	-
	0
	-

	 
	5
	37
	0.080
	0
	0
	-
	0
	-

	 
	6
	41
	0.143
	0
	0
	-
	0
	-

	 
	7
	49
	0.064
	0
	0
	-
	0
	-

	 
	8
	53
	0.128
	0
	0
	-
	0
	-

	 
	9
	56
	0.108
	0
	0
	-
	0
	-


 

 а


б


            Рис. 3 (а, б). Динаміка протеїназної активності в легенях (а) та сироватці крові (б) білих мишей, заражених вірусом грипу A/PR/8/34 (наведені сумарні дані з мишами вагою 7-9 г та 16-17 г.)
                            При інтраназальному зараженні мишей штамом А/PR/8/34 було виявлено, що через 15 хвилин після зараження як в легенях, так і в сироватці крові відзначалося незначне падіння протеїназної активності, яке після 30 хвилин підіймалось вище контролю. З цього часу активність трипсиноподібної протеїнази в легенях зменшувалась і до 6 годин після зараження досягала мінімальних значень в порівнянні з контрольним рівнем. Протягом подальшого періоду розвитку вірусної інфекції активність протеїнази коливалася, збільшуючись до 24-ої години після зараження, потім зменшуючись і до третьої доби досягала контрольного рівня, і, нарешті, збільшувалась до п'ятої доби. 
  Для з’ясування причин пригнічення протеїназної активності в першу добу після зараження визначали інгібуючу протеїназну активність як в легеневій тканині, так і в сироватці крові білих мишей. 
  В легеневій тканині і сироватці заражених тварин інгібуюча протеїназу активність до 6 годин після зараження різко збільшувалася, а потім до 2-ої доби знижувалася. Другий підйом активності відмічався на 5-ту добу (рис. 4 а, б).
        Таким чином, зниження протеїназної активності у перші години після зараження можна пояснити збільшенням інгібуючої протеїназної активності (особливо виразно це спостерігається в легеневій тканині заражених мишей), а її підвищення до 2-3 діб інфекції – зниженням інгібуючої активності. Проте збільшення протеїназної і одночасно інгібуючої активності до 5-ої доби після зараження говорять про інші причини активації протеїнази у цей період інфекційного процесу. 
         Виділення та очищення трипсиноподібної протеїнази з легенів мишей.  При виділенні протеїнази з легенів незаражених мишей (100 мишей на дослід) і очищенню її на ДЕАЕ – целюлозі  спочатку ми отримали дуже низькі виходи ізоформ, якими важко було маніпулювати. Тому перше питання, яке ми повинні були розв'язати - це  збільшення виходу кількості протеїнази.  Застосування ультразвуку і тритону Х – 100 збільшувало вихід трипсиноподібної протеїнази в чотири рази. При очищенні методом іонообмінної хроматографії було отримано спочатку шість ізоформ з незаражених легенів білих мишей і 2 ізоформи із заражених, які були очищені від баластного білку на 65 % - 99,98 % (табл. 3).
    З легенів заражених мишей виділили тільки V і VI ізоформи. Перших чотирьох ізоформ трипсиноподобної протеїнази не виявлялося при очищенні, мабуть тому, що ізоформи з протамінрозщеплюючою активністю зникали в період максимального розвитку грипозної інфекції. При порівнянні питомої протеолітичної активності ізоформ з незаражених і заражених клітин виразно реєструвалося збільшення протеїнази в матеріалі, отриманому з легенів заражених мишей. Найвища його питома протеолітична активність була до ІІ ізоформи, виділеній з нормальних легенів (83,75 мг/мл). При додатковому очищенні ізоформ клітинної трипсиноподібної протеїнази методом діалізу, знесолюванням на сефадексах G – 15 та G – 50, реєструвалося падіння її активності, що, мабуть, пов'язано з частковою інактивацією в результаті знесолювання. Після ліофільного висушування 

а


б


        Рис. 4 (а,б). Інгібуюча активність трипсиноподібної протеїнази в легенях (а) та у сироватці крові (б) білих мишей, заражених вірусом грипу A/PR/8/34.
 

 Таблиця 3
  Протеолітична активність та вміст білка у матеріалі незаражених легенів та в окремих ізоформах після очищення на ДЕАЕ-целюлозі
 

	 
Етапи очищення
	Об'єм (мл)
	Білок мг/мл
	Загальний білок (мг)
	Активність (∆Е 508)
	Питома протеоліти​чна активність
(на мг/білка)
	Загальна активність
	Вихід активно​сті в %
	Коефіцієнт очищення 

про​теїнази

	Вихідні матеріали: супернатант після 10000 об/хв оброблений ультразвуком та тритоном 

Х-100, після діалізу
	 

 
100
	 

 
6,557
	 

 
655,7
	 

 
0,43
	 

 
0,065
	 

 
43,0
	 
	 

	№ ізоформ та фракцій іонообміної хроматографії 
I — (33) 
II ​— (53) 

III — (65) 

IV — (75) 

V — (121-130) 

VI — (161-189)
	 

 

 
7,5

7,5

7,5

7,5

150

450
	 

 

 
0,028 0,004 0,007 0,009 0,012 0,512
	 

 

 
0,21

0,03

0,052

0,057

1,8

230,4
	 

 

 
0,120

0,335

0,155

0,360

0,392

0,403
	 

 

 
4,285

83,75

22,142

40,0

32,6

0,787
	 

 

 
0,9

2,512

1,162

2,7

58,8

181,35
	 

 

 
2,09

5,84

2,703 6,279 136,74 421,74
	 

 

 

6593,2

128846,2 34064,6

61538,4

50153,8

1210,7


ізоформ протеолітична активність зберігалася, а тому надалі, для вивчення біохімічних властивостей і імунізації тварин, використовували ліофільно висушені препарати. 
   У подальшому було проведено вивчення впливу ізоформ трипсиноподібної протеїнази, виділених з легенів незаражених мишей, на репродукцію вірусу грипу в клітинах МДСК і на його інфекційну активність. Як показали результати, при взаємодії вірусу з усіма шістьма ізоформами трипсиноподібної протеїнази в клітинах МДСК спостерігалась репродукція вірусу грипу. Найвищий титр гемаглютиніну реєструвався при дії VI ізоформи, найнижчі - при дії IV і V ізоформ. Інфекційна активність була найвищою при дії III ізоформи (табл. 4). 
       Вивчаючи вплив ізоформ трипсиноподібної протеїнази, виділених з легенів мишей, заражених вірусом грипу A (Aichi), на розмноження вірусу грипу в клітинах МДСК і його інфекційну активність встановили, що ферменти з легенів мишей в термін через 72 години після зараження не містять ізоформи, що відповідає за інфекційну активність. 
        Для вивчення фізико-хімічних властивостей ізоформ трипсиноподібних протеїназ було взято шість ізоформ, виділених з легенів здорових мишей і сім изоформ з легенів мишей, заражених вірусом грипу A/PR/8/34. Як показує наш досвід, матеріал від інфікованих мишей слід відбирати через 72 години після зараження. Ми вивчили характеристику протеїназ за специфічністю до субстратів, визначили оптимум рН, молекулярну масу і дію інгібіторів трипсину: триелина, овомукоїда, соєвого інгібітору, Е-АКК (епсілонамінокапронової кислоти) та інгібітору трипсину з ячменю на протеолітичну активність ізоформ трипсиноподібної протеїнази. 

Оптимум рН ізоформ трипсиноподібної протеїнази, виділених з легенів незаражених мишей, знаходився між рН 7,5 і 8,0 (рис. 5). При більш точному визначенні найвищі показники протеїнази спостерігалися при рН 7,6 (II ізоформа) та рН 8,25 (V ізоформа). Як видно з рис. 6, оптимум рН для ізоформ, виділених із заражених легенів, відрізнявся від нормальних. Перш за все, протеїназна активність всіх ізоформ із заражених легенів була значно вища (на 2-4 порядка), ніж протеїназна активність ізоформ, виділених із здорових легенів. Оптимуми рН IV, V і VII ідентичні як для ферментів незаражених, так і для заражених тварин (рН 8,0). Оптимуми рН I і VI ізоформ відхиляються в кислу сторону (рН 4,0), а II - III ізоформи знаходилися в нейтральній зоні - рН 6,0. Під дією вірусу, ймовірно, відбувається часткова модифікація білкової молекули ферментів I, II, III і утворення нового ферменту на основі VI ізоформи, що приводить до зміни фізико-хімічних властивостей, зокрема оптимального рН. 
      Одержання специфічних антипротеїназних сироваток. Очищені на 99,0 % від білку ізоформи трипсиноподібної протеїнази, виділені з легенів білих мишей, використовували для отримання специфічних антипротеїназних щурячих імунних сироваток. Вивчаючи захисні властивості антипротеїназних імунних сироваток і нормальної щурячої сироватки на білих мишах, заражених інтраназально летальною дозою вірусу грипу А/PR/8/34 (IV пасаж), встановили, що контрольні миші гинули на 4-5 добу. Тварини, яким 6 раз закапували 
 
Таблиця 4

Вплив ізоформ трипсиноподібної протеїнази, виділених із легенів здорових мишей,

на розмноження вірусу грипу у клітинах МДСК
 
	Найменування
інгредієнта
	D Е 508 
	ГА в МДСК 
	Інфекційний
 титр по ембріонах 

	МДСК+ вірус + Ігла 
	--------------  
	1:16 
	10-2

	МДСК+ вірус + трипсин 
	--------------  
	1:128 
	10-2

	МДСК+ вірус + 1 ізоформа 
	0,128 
	1:64 
	10-2

	МДСК+ вірус +2 ізоформа
	0,128 
	1:64 
	10-3

	МДСК+ вірус +3 ізоформа
	0,128 
	1:64 
	10-7

	МДСК+ вірус +4 ізоформа
	0,198 
	1:16 
	10-2

	МДСК+ вірус +5 ізоформа
	0,118 
	1:16 
	10-2

	МДСК+ вірус +6 ізоформа
	0,155 
	1:512 
	10-1

	МДСК+ вірус +7 ізоформа
	0,095 
	1:128 
	10-2

	МДСК+трипсин+ Ігла
	— 
	0 
	0 

	МДСК+1 ізоформа + Ігла
	0,128 
	0 
	0 

	МДСК+2 ізоформа + Ігла
	0,128 
	0 
	0 

	МДСК+3 ізоформа + Ігла
	0,128 
	0 
	0 

	МДСК+4 ізоформа + Ігла
	0,198 
	0 
	0 

	МДСК+5 ізоформа + Ігла
	0,118 
	0 
	0 

	МДСК+6 ізоформа + Ігла
	0,155 
	0 
	0 

	МДСК+7 ізоформа + Ігла
	0,095 
	0 
	0 

	МДСК+ Ігла
	—
	0 
	0 


Примітка: VI ізоформа розділена на 2 ізоформи (VI та VII) 


Рис. 5. Оптимум рН I-VI ізоформ клітинної трипсиноподібної протеїнази з легенів здорових 
            мишей (по протаміну)
 



Рис. 6. Визначення оптимуму рН трипсиноподібних протеїназ, виділених з легенів білих мишей, 

            заражених вірусом грипу A/PR/8/34, через 72 години після інфікування.

нормальну щурячу сироватку, гинули на сьому добу (табл. 5). При лікуванні мишей імунними сироватками звертало на себе увагу, що миші, яким вводили сироватку II групи, швидше за всіх починали гинути. Менше всіх тварин загинуло при лікуванні імунною сироваткою IV групи. Летальність мишей цієї групи знижувалася на 60 % і на 14 день після зараження в сироватці крові і в легенях ми не виявили а ні гемаглютиніну, а ні інфекційного вірусу. Всі інші групи імунних сироваток також мали, хоча й слабку, але захисну властивість, оскільки 20 % тварин не гинуло, а видужувало. В контрольній групі (без сироватки) спостерігалася 100 % загибель мишей.
    Таким чином, при інтраназальному зараженні мишей летальною дозою вірусу грипу і лікованих антипротеїназними імунними сироватками (особливо IV групи), 60 % тварин залишалися живі протягом 14 днів (термін спостережень). В контрольній групі (без сироватки) 100% загибель мишей наступала на 4-5 день. 
         Вивчаючи дію антипротеїназних сироваток до ізоформ протеїнази, отриманих з легенів інфікованих тварин, встановили, що вони не мали захисних властивостей. Більш того, ці гіперімунні сироватки при лікуванні грипу у мишей виявилися активаторами розвитку інфекції в організмі тварин, що призводило до їхньої швидкої загибелі. 
          Виділення та очищення інгібітора трипсиноподібних протеїназ.  При очищенні трипсиноподібних протеїназ, виділених з легенів здорових мишей за допомогою хроматографії на ДЕАЕ – целюлозі, був виділений інгібітор трипсину. Інгібітор виходив при градієнтній елюції в інтервалі концентрації 0,1-1,0 М NaCl. Розроблена методика отримання інгібітору трипсину за допомогою афінної хроматографії на трипсин-сефарозі 4В. Метод включає ступінчату елюцію розчином різної молярності і концентрації іонів водню. Після знесолення на сефадексі G-15 була вивчена молекулярна маса інгібітору методом високоефективної гельфільтрації. При цьому було знайдено, що інгібітор мав молекулярну масу 47500 Да. По даному показнику виділений нами інгібітор схожий на альфа-1-інгібітор протеїназ сироватки крові (48000-55000 Да) та інгібітор трипсину, виділений з яєчного білку (овоінгібітор з молекулярною масою 49000 Да). На відміну від одержаного нами інгібітору за допомогою афінної хроматографії, інгібітор трипсину з легенів великої рогатої худоби (інгібітор Кунітца-Нортропа) має молекулярну масу рівну 65000 Да. Після ліофільного висушування препарат являв собою білу аморфну речовину, добре розчинну у фосфатному буфері і дистильованій воді.
        Вивчення дії клітинного інгібітору і вирус-індукованного інгібітору трипсиноподібних протеїназ було проведено на 900 курячих ембріонах, велика частина яких була заражена вірусом грипу А/РR/8/34. Одинадцятиденні курячі ембріони були розбиті на 5 груп :

1 група – в ембріони було введено по 0,2 мл вірусу грипу А/РR/8/34 з інфекційним титром 5,0 lq ЄІД50/0,2 мл  і титром гемаглютиніну 1:128;
Таблиця 5
Вплив антипротеїназних імунних сироваток на виживання мишей  заражених летальною дозою вірусу грипу A/РR/8/34
 

	№гр
	Ізоформи
 протеїназ
	Гр.сирова

ток
	День після зараження

	
	
	
	6г
	1д
	2д
	3д
	4д
	5д
	6д
	7д
	8д
	9д
	10д
	14д
	Залишилися живими
	% виживання

	1
	І
	І
	 
	 
	 
	 
	 
	2/10
	 
	2/10
	2/10
	2/10
	 
	 
	2
	20

	2
	І
	ІІ
	2/10
	2/10
	 
	4/10
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	2
	20

	3
	ІІ
	ІІІ
	 
	 
	4/10
	 
	 
	2/10
	 
	 
	 
	 
	2/10
	 
	2
	20

	4
	ІІІ
	ІV
	 
	 
	 
	 
	 
	2/10
	 
	 
	2/10
	 
	 
	 
	6
	60

	5
	IV
	V
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	

	6
	Фіз. розчин
	 
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	10
	100

	7
	Вірус без сироватки
	 
	 
	 
	 
	2/10
	2/10
	6/10
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	Усі загинули
	0

	8
	Нормальна  сироватка щурів
	 
	 
	 
	 
	 
	2/10
	3/10
	 
	5/10
	 
	 
	 
	 
	Усі загинули
	0

	9
	Імунна сироватка IV гр. без вірусу (токсичність)
	 
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	0/10
	10
	100


Примітка:

1.Чисельник – число загинувших мишей;

2. Знаменник – число мишей у досліді; 3. Д – доба; 4. Г – години.
      

2 група – вводили вірус грипу А в тій же дозі з добавкою трипсину кристалічного, в дозі 2 мкг на ембріон;
3 група – вводили вірус грипу з добавкою інгібітору трипсиноподібних протеїназ, виділеного з легенів здорових мишей  в дозі 2 мкг на ембріон;

4 група – вводили вірус грипу А з добавкою клітинного інгібітору трипсину кристалічного в дозі 2 мкг на ембріон.

5 група – вводили вірус грипу А з добавкою інгібітору протеїназ, виділеного з легенів мишей заражених вірусом грипу А в дозі 2 мкг на ембріон (рис.7).
      Як показали дослідження, введення трипсину з вірусом грипу А зменшувало загальний білок і стимулювало інфекційну активність (2 група). В третій групі, введений клітинний інгібітор пригнічував інфекційну, гемаглютинуючу активність і загальний білок. В четвертій групі добавка кристалічного трипсину разом з клітинним інгібітором не блокувала утворення загального білка, але гемаглютинуючу і інфекційну активність різко пригноблювало -  в п'ятій групі, де додавали вірус-індукованний інгібітор, виділений з легенів мишей заражених вірусом грипу, не реєструвалося пригнічення інфекційної і гемаглютинуючої активності.
 
· Таблиця 6
Дія клітинного інгібітору трипсиноподібних протеїназ на виживання мишей, заражених      летальною дозою вірусу грипу A/PR/8/34
 

	№,
Найменування групи
	Кількість тварин в групі
	Доза вірусу
	Доза інгібітора на мишу по білку
	Кількість мишей
	% захищеності
мишей

	
	
	
	
	пало
	вижило
	

	1. Вірус грипу
	40
	10-3
	-
	40
	-
	0

	2. Вірус грипу + трип
    син кристалічний
	40
	10-3
	18 мкг
	40
	-
	0

	3. Вірус грипу + клітин
    ний інгібітор  
	40
	10-3
	18 мкг
	7
	33
	82,5
 

	4. Клітинний інгібітор
	40
	10-3
	18 мкг
	-
	40
	100

	5. Трипсин
    кристалічний
	10
	-
	18 мкг
	-
	10
	100

	6. Фосфатний буфер
	10
	-
	0,2 мл
	-
	10
	100


 

   Як показали дослідження, миші першої і другої групи загинули на сьому добу після зараження. В третій групі вижило 33 білих мишей або 82,5%. Вони залишалися живі і на 14 день після зараження (термін спостереження). Миші четвертої, п'ятої і шостої групи залишалися живі весь термін спостереження. Крім того, інгібітор трипсиноподобних протеїназ не був токсичним для тварин, оскільки білі миші, четвертої групи залишалися живими і на 14 день після введення інгібітору. 
   Таким чином, отримана з легенів здорових мишей речовина – інгібітор трипсиноподібних протеїназ мав виражену противірусну властивість. Він може бути використаний не тільки при грипі, але і при інших вірусних інфекціях, у яких розщеплення білка-попередника вірусів здійснюється клітинними трипсиноподібними протеїназами. 
  Наявність інгібіторів трипсиноподібних протеїназ у промислових відходах гамма-глобулінового виробництва. Пошук біоматеріалу, з якого можливо одержати препарат, що має противірусну активність (інгібітор трипсиноподібних протеїназ), який в той же час був би щонайменше алергенним для людини, змусив нас провести дослідження відходів сироваткової промисловості на наявність в них серинових протеїназ та їх інгібіторів.
   Вихідною сировиною для одержання гамма-глобуліну та альбуміну є плазма донорської крові. Виділення гамма-глобуліну і альбуміну із плазми крові проводилось Обласною станцією переливання крові м. Одеси за методом Кона. Промисловий метод складається з декількох стадій. На першій стадії утилізується центрифугат, який містить 481,11 мг інгібітору трипсиноподібних протеїназ на кілограм ваги вихідної сировини. На другій стадії на утилізацію йде осад протромбіну, який містить 436,215 мг інгібітору на 1 кг маси. На третій стадії на утилізацію йде осад профібролізіну, який містить 137,40 мг/кг інгібітору. На четвертій стадії утилізується центрифугат, який містить 166,36 мг/кг інгібітору. 
   Таким чином, при одержанні гамма-глобуліну та альбуміну з плазми донорської крові утилізується велика кількість інгібітору трипсиноподібних протеїназ, особливо на першій і другій стадії промислового циклу. Ці фракції можуть стати сировиною для виділення препарату з вираженими  противірусними властивостями.
 
ВИСНОВКИ
        В роботі теоретично обґрунтована і експериментально підтверджена методологія і методика нового підходу одержання препарату для антивірусної терапії грипу.  
         1. Очищення і концентрування вірусу грипу методами центрифугування не звільняли вірус грипу від білків з протеїназною активністю. Доочищення вірусу грипу в східчастому градієнті сахарози показало, що в зоні 38-43 % концентрації сахарози локалізувалася основна кількість вірусу грипу і велика частина протеолітичної активності. Асоційована з вірусом грипу протеїназа в градієнті сахарози розділяється на чотири ізоформи, а протеїназа з нормальних хоріоналантоїсних оболонок – на три ізоформи, активність яких була у 345 разів нижча, чим у вірусіндукованих.
          

            Елюція і адсорбція вірусу грипу на формалінізованих еритроцитах показали, що протеолітична активність не пов'язана з V- антигеном, а, скоріше, пов'язана з РНП.
          Метод электрофорезу в ПААГі вірусу грипу в невідновлюваних умовах показав чітке розділення протеїнази на 7-9 фракцій, які мали високу протеолітичну активність і різний електричний заряд. Схожий ферментний профіль в елюатах ПААГ був виявлений і в нормальній алантоїсній рідині, але її протеолітична активність була значно нижча і ця протеїназа швидше зникала.
           2. Протеїназа, асоційована з вірусом грипу, є клітинним ферментом, оскільки імунні сироватки до нормальних хоріоналантоїсних оболонок курячого ембріону нейтралізували протеїназу в зоні 35-45% сахарози, де локалізувався очищений вірус грипу, а гемаглютинуюча активність зберігалася.
           3. Рівень трипсиноподібної протеїнази і інгібітору в легенях і сироватці крові незаражених мишей і в хоріоналантоїсній рідині (2-х денних) курячих ембріонах знаходилися в рівновазі на досить високому рівні і не мали значних змін протягом всього періоду спостереження (6 діб). При зараженні білих мишей вірусом грипу А відбувалось порушення ферментно-інгібуючого балансу. Найбільші зміни відбувались в перші години після зараження. Зниження протеїназної активності в перші години після зараження супроводжується збільшенням інгібуючої протеїназу активності.
           4. При зараженні курячих ембріонів вірусом грипу А в перші години відбувається збільшення як протеїназної, так і інгібуючої активності. В легенях заражених мишей і в курячих ембріонах є відповідність між накопиченням інфекційного потомства і наступаючим зниженням протеїназної та інгібуючої активності. При зараженні мишей вірусом грипу В профіль протеїназної активності не був так різко виражений в легенях і мав відмінності в порівнянні з вірусом грипу А, схожими були тільки перші години після зараження.
           5. Вірус-індукованний клітинний інгібітор в перші години після зараження відіграє важливу роль в блокуванні протеїнази. Після його виснаження головну роль в розвитку інфекції беруть на себе трипсиноподібні протеїнази, які починають розщеплювати гемаглютинін, у зв’язку з чим відбувається зростання інфекційного титру.
           6. Великі і малі заразні дози вірусу грипу А викликають неоднакові зміни протеїназної і інгібуючої активності. Великі дози в період максимального накопичення інфекційної і гемаглютинуючої активності повністю пригнічують протеїназну та інгібуючу активність, невеликі дози – підвищують протеїназну активність і мало змінюють інгібуючу активність. Ступінь накопичення інфекційного вірусу не залежить від дози вірусу, але при малій дозі – подовжується час накопичення інфекційного потомства. 
            

            Для виділення трипсиноподібної протеїнази з легенів заражених мишей, потрібно брати тварин через 72 години після зараження, тому що у цей період накопичується її максимальна кількість.
          7. З легенів незаражених мишей виділено шість ізоформ трипсиноподібної протеїнази, із заражених вірусом грипу – вісім ізоформ, які мають високу протеолітичну активність. При вивченні фізико-хімічних властивостей ізоформ трипсиноподібних протеїназ встановлено, що інгібітори трипсину: триелин, овомукоїд, інгібітор з ячменю і Е-АКК не однаково інгібують протеїназну активність. 

Оптимальний рН ізоформ, виділених з легенів незаражених мишей, знаходиться в 7,0-8,0, тоді як рН ізоформ, виділених із заражених легенів, відхилявся в кислу сторону (4,0-5,0). 

При визначенні молекулярної маси ізоформ клітинної трипсиноподібної протеїнази було встановлено, що вони не гомогенні і містять низькомолекулярні білки. Так, II і IV ізоформи містили по два білка, а III і VI ізоформи відрізнялись тільки одним білком масою 31 000 Да, який реєструвався в III ізоформі. I, II і III ізоформи, виділені із заражених легенів, на електрофореграмі не виявлялися, а в IV, V і VI ізоформах відбувалася заміна білків з іншою молекулярною масою.
        8. Встановлено, що розщеплення гемаглютиніну вірусу грипу на дві суб’одиниці відбувається під впливом VI ізоформи трипсиноподібної протеїнази, виділеної з легенів здорових мишей (в наших умовах), а наростання інфекційної активності відбувається під дією III ізоформи трипсиноподібної протеїнази, виділеної з легенів здорових мишей. Ізоформи виділені з легенів мишей, заражених вірусом грипу А, через 72 години після зараження не володіли здатністю підвищувати інфекційний титр вірусу.
        9. Антипротеїназні імунні сироватки до ізоформ трипсиноподібної протеїнази, виділених з легенів незаражених мишей, блокували активність трипсину, і вірус грипу не розмножувався в культурі кліток МДСК. In vivo виявлено зниження летальності мишей на 60% тільки при дії антисироваток до III ізоформи.
        10. З легенів здорових мишей виділено інгібітор трипсиноподібних протеїназ з молекулярною масою 47 500 Да, який пригнічував розвиток інфекційної і гемаглютинуючої активності вірусу грипу на курячих ембріонах, а також блокував розвиток грипозної інфекції у білих мишей в загальній дозі 0,126 мкг/мишу.
         11. Обґрунтована можливість та розроблена методика одержання антивірусного препарату з промислових відходів гама-глобулінового виробництва.
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АНОТАЦІЯ
    Дівоча В. П. Біолого – вірусологічне обґрунтування антипротеазної терапії грипу. – Рукопис.
    Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора медичних наук за спеціальністю 14.01.32 – медична біохімія. – Національний медичний університет ім. О. О. Богомольця. - Київ, 2008. 
    Дисертація присвячена вивченню взаємодії протеолітичної системи клітини – господаря з вірусом грипу, який розмножується в ній. В роботі започатковується новий напрямок боротьби з грипозною інфекцією, заснований на блокуванні вірусу в міжклітинному просторі або при його побудові в самій клітині шляхом використання специфічних антипротеїназних сироваток та/або інгібітору трипсиноподібної протеїнази.

Встановлено: 1. здатність інгібітору трипсиноподібних протеїназ, одержаного з легенів здорових мишей блокувати розмноження вірусу грипу in vivo в перші години після зараження; 2. подавлення інфекційного грипозного процесу під дією антипротеїназної імунної сироватки до третьої ізоформи трипсиноподібної протеїнази in vitro та in vivo.

Запропоновано: 1. спосіб одержання інгібітору трипсиноподібної протеїнази з легень здорових мишей; 2. використання даного інгібітору як противірусного препарату; 3. спосіб лікування грипу в експерименті шляхом введення інгібітору протеїназ або антипротеїназної сироватки; 4. біоматеріал для виробництва даного інгібітору як противірусного препарату для людей; 5. спосіб визначення захисних можливостей в експерименті. 
     Ключові слова: ізоформи трипсиноподібної протеїнази, віруси грипу А та В, інгібітор, очищення вірусів, противірусні речовини.
·  
· АННОТАЦИЯ
     Дивоча В. А. Биолого – вирусологическое обоснование антипротеиназной терапии   гриппа. – Рукопись.
    Диссертация на соискание учёной степени доктора медицинских наук по специальности 14.01.32 – медицинская биохимия. – Национальный медицинский университет им. А. А. Богомольца. - Киев, 2008. 
    Диссертация  посвящена изучению взаимодействия протеолитической системы клетки – хозяина с вирусом гриппа, который размножается в ней. В работе разрабатывается новое направление борьбы с гриппозной инфекцией, основанное на блокировании вируса в межклеточном пространстве или при сборке его в самой клетке путем использования специфических антипротеиназных иммунных сывороток или ингибитора трипсиноподобной протеиназы. 

Установлено: 1. очистка и концентрация вируса гриппа методами центрифугирования  не освобождало вирус гриппа от белков с протеиназной активностью. Доочистка вируса гриппа в ступенчатом градиенте сахарозы показала, что в зоне 38-43% концентрации сахарозы локализовалось основное количество вируса гриппа и большая часть протеолитической активности. Первоначально ассоциированная с вирусом гриппа протеаза в градиенте сахарозы разделилась на четыре изоформы, а из нормальных хорионаллантоисных оболочек – на три изоформы, которые в 345 раз были ниже, чем вирусассоциированные; 2. эллюция и адсорбция вируса гриппа на формалинизированных эритроцитах показали, что протеолитическая активность не связана с V-антигеном, а, по-видимому, связана с РНП; 3. метод электрофореза в ПААГе вируса гриппа в невосстанавливающих условиях показал чёткое разделение протеиназы на 7-9 фракций, которые владели высокой протеолитической активностью и различным электрическим зарядом; 4. протеиназа, ассоциированная с вирусом гриппа, является клеточным ферментом, так как иммунные сыворотки к нормальным хорионаллантоисным оболочкам куриного эмбриона нейтрализовали протеиназу в зоне 35-45% сахарозы, где локализовался очищенный вирус гриппа, а гемагглютинирующая активность сохранилась; 5. при заражении животных (белых мышей) вирусом гриппа А происходило нарушение ферментно-ингибирующего баланса. Наиболее глубокие изменения происходили в первые часы после заражения. Снижение протеиназной активности в первые часы после заражения объясняются увеличением ингибирующей протеиназу активности; 6. при заражении куриных эмбрионов вирусом гриппа А в первые часы происходит увеличение как протеиназной, так и ингибирующей активности. В лёгких заражённых мышей и в куриных эмбрионах имеется соответствие между накоплением инфекционного потомства и наступающим снижением протеиназной и ингибирующей активности. При заражении мышей вирусом гриппа В профиль протеиназной активности не был так резко выражен в лёгких и имел отличия по сравнению с вирусом гриппа А. Сходными были только первые часы после заражения; 7. вирусиндуцированный клеточный ингибитор в первые часы после заражения играет важную роль в блокировке протеиназы, после его истощения главную роль в развитии патологии берут на себя трипсиноподобные протеиназы, которые начинают расщеплять гемагглютинин и происходит возрастание инфекционного титра; 8. из лёгких незаражённых мышей выделено шесть изоформ трипсиноподобной протеиназы, из заражённых вирусом гриппа – восемь изоформ, обладающих высокой удельной протеолитической активностью. Изучены их физико-химические свойства. Установили, что ингибиторы трипсина: триэлин, овомукоид, ингибитор из ячменя и Э-АКК не одинаково ингибировали их протеиназную активность. Оптимальное рН изоформ, выделенных из лёгких незаражённых мышей, находились в зоне рН 7,0-8,0, в то время, как для изоформ, выделенных из зараженных лёгких отклонились в кислую сторону (рН 4,0-5,0). При определении молекулярной массы изоформы клеточной трипсиноподобной протеиназы были не гомогенны и содержали низкомолекулярные белки, II и IV содержали по два белка, III и VI изоформы отмечались только одним белком массой 31 000 Да, который отмечался в III изоформе. I, II и III изоформы, выделенные из заражённых лёгких, на электрофореграмме не выявлялись, а в IV, V и VI изоформах происходила замена белков; 9. установлено, что расщепление  гемагглютинина вируса гриппа на две субъединицы происходило под воздействием III и VI изоформы трипсиноподобной протеиназы, а нарастание инфекционной активности происходило под действием III изоформы трипсиноподобной протеиназы, выделенных из лёгких здоровых мышей. Изоформы, выделенные из лёгких мышей, зараженных вирусом гриппа А, через 72 часа после заражения не обладали способностью повышать инфекционный титр вируса; 10. антипротеиназные иммунные сыворотки к изоформам, выделенным из лёгких незаражённых мышей, блокировали активность трипсина и вирус гриппа не размножался в культуре клеток МДСК. In vivo выявлено снижение летальности мышей на 60% только при действии антисывороток к III изоформе; 11. из лёгких здоровых мышей выделен ингибитор трипсиноподобных протеиназ с молекулярной массой 47 500 Да, который обладал способностью подавлять развитие инфекционной и гемагглютинирующей активности вируса гриппа на куриных эмбрионах и блокировал развитие гриппозной инфекции у белых мышей в общей дозе 0,126 мкг/мышь; 12. обоснована возможность и разработана методика получения противовирусного препарата из промышленных отходов производства гамма-глобулина.
Предложено: 1. способ получения ингибитора трипсиноподобной протеиназы из легких здоровых мышей; 2. использование данного ингибитора в качестве противовирусного препарата; 3. способ лечения гриппа в эксперименте путем введения ингибитора протеиназ или антипротеиназной сыворотки; 4. биоматериал для получения данного ингибитора как противовирусного препарата для людей; 5. способ определения защитных возможностей организма в эксперименте.
     Ключевые слова: изоформы трипсиноподобной протеиназы, вирусы гриппа А и В, игибиторы, очистка вируса, противовирусные препараты.  
      
ABSTRACT
    Divocha V. P. The Biologic-Virological Ground of Antiproteinase Therapy of Influenza. - The manuscript.
    The thesis is submitted for a doctor’s  degree in medicine by speciality 14.01.32 – biochemical medical. – A. A. Bogomoletz National Medical University. - Kiev, 2008. 
    Dissertation is devoted to the questions of estimation of interaction of the protelytic system of host cell with the influenza virus multiplying inside of it. A new direction  in virology is developed in the work. This direction is based on complex estimation of the use of cellular enzymes and their inhibitors: specific antiproteinase immune sera, and inhibitors of trypsin-like proteinases, which are able to block the development of influenza infection in intercellular space or inside of the cell while viral morphogenesis. There has been shown: blocking properties of trypsin-like proteinases inhibitor isolated from the lungs of healthy mice and neutralizing features of rat antiproteinase immune sera that was produced against the third isoenzyme of trypsin-like protease got from the lungs of healthy mice. There has been: method of obtaining of trypsin-like proteinases inhibitor and using it as a preparation for influenza treatment; method of treatment of the influenza in experiment; method of determination of the organism’s defenses in the experiment. The basic results of the thesis found application at the creation of antiviral preparation. 
     Key words: isoenzymes of trypsin-like proteinase, influenza virus A and B, inhibitor, purification of viruses, antiviral preparations.
 
Для заказа доставки данной работы воспользуйтесь поиском на сайте по ссылке:  http://www.mydisser.com/search.html
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