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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА ДИСЕРТАЦІЇ

Зараз в Україні та за кордоном для вакцікааіі дітей засто­
совують, головним чином, АКЛП вакцину, яка складається з дифте­
рійного 1 правцевого анатоксинів та обробленого формальдегідом 
кашлючного мікроба. Однак, ця вакцина має ряд негативних власти­
востей, .які призводять до виникнення таких явищ, як алергізація, 
сенсибілізація організму, ураження центральної нервової системи 
та таке Інше.. ЦІ побічні ефекти пов'язані з цільноклітинним ком­
понентом АШІ вакцини - кашлючним мікробом. Внаслідок цього кон­
че актуальною є проблема розробки вакцини, яка не викликала б 
негативних побічних .явищ. Вона вирішується шляхом створення суб- 
одиничних вакцин на основі протективних білкових антигенів В. 
pertussis 1, у перспективі, пе-тидних та генноІнженерних вакцин.

Об’єктом наших досліджень був кашлвчний токсин - НАД-залеж- 
на АДФ-рібозилтрансфераза, який є головним фактором патогенності 
та найбільш важливим протективним білковим антигеном В. 
pertvasia. Кашлючний токсин ( КТ ) - найбільш складний з відомих 
на сьогодні бактеріальних токсинів білкової природи. Він містить 
шість субодиниць п'яти різних типів, молекулярною масою від 3,3 
до 26,7 кДа. Субодиниця S1 ( активаторна субодиниця, А-протомер ) 
є власне ферментом. Субодиниці S2, S3, дві S4 та S5 утворюють В- 
олігомер, який відповідає за зв'язування токсина з мембраною 
клітини 1 забезпечує перетин мембрани субодиницею S1.

Актуальність проблеми. Вивчення антигенних властивостей 
білків - одна з ключових проблем сучасної молекулярної імуноло­
гії. Зараз відомо, що імуногенні та антигенні властивості білків 
визначаються їхніми антигенними детермінантами або епігонами. Це 
порівняно невеликі за розмірами ділянки на поверхні білка, які 
можуть розпізнаватися антитілами або певними клонами специфічних 
клітин імунної системи, що виробляють потім антитіла проти дан­
ного епі топу. З вивченням антигенності білків тісно пов'язана 
проблема розробки та створення молекулярних та синтетичних вак­
цин. Такі вакцини складаються не з цілих вірусів, бактерій 1 та­
ке ініиє, а з штучне синтезованих ( методами органічної хімії або., 
генної інженерії ) молекул, які несуть на собі антигенні детер­
мінанта і здатні викликати утворення специфічних нейтралізуючих 
антитіл до Інвазавних агентів. Головною перевагою синтетзгошх



вакцин є можливість введення мінімальної кількості чужорідного 
матеріалу, що лає змогу гранично знизити алергізацію організму 
та суттєво зменшити кількість побічних ефектів.

Нота дослідження. Метою роботи було вивчення імунологічних 
та антигенних властивостей кашлючного токсина та декількох 
синтетичних пептидів каталітичної субодкниці ЗІ КТ,

Задачі дослідження. Для досягнення мети роботи необхі дно 
було вирішити такі завдання:

- розробити спосіб одержання з середовища культивування В. 
pertuaala ьисокоочиаекого кашлючного токсину;

- провести теоретичний розрахунок потенційних антигенних 
детермінант всіх субодиниаь КТ;

-одержати синтетичні пептиди, ао відповідають найбільш важ­
ливим Імуногенним ділянкам та одержати на їхній основі імуно- 
кон'вгати:

-одержати полі- та моноклональні антитіла до інтактного КТ 
та імунокон'югатів на основі синтетичних пептидів і вивчити їхні 
властивості.

ttoBjft3H8_pq6qTJi._
- вперше виділені дві форми кашлючного токсину з одного 

виробничого штаму В. pertnaala;
- проведений порівняльний аналіз антигенності субодиниць КТ 

з використанням долі клокальних антитіл проти цілого токсину за 
допомогос методу електроімуноблотінгу;

- за допомогою синтетичних пептидів досліджена імуноген- 
ність Гі-кінцевоІ ділянки S1 КТ.

Наукова та практична значимість результатів.
Одержані МКА до інтактного КТ, які напрямлені проти 

складної конформаційної детермінанти білка;
Проведений теоретичний розрахунок потенційних антигенних 

детермінант всіх субодиниць КТ;
На основі п’яти синтетичних пептидів з каталітичної субоди- 

ниці si та білків-носіїв одержані імунокон'ь 'И, які мажуть бу­
ти використані при розробці синтетичних пептидних вакцин проти 
кашлюка.

Одержані полі- та моноклокальні антитіла до КТ, які можуть 
бути використані при створенні імунодіагностичних тест-систем.

— 2 **
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Одержаний високопродуктивний токсикогенкий сероваріант 
штаму В. ріґгіиззіз. Вих 1 д Еисокоо'анаеного токсину з 1 л звільне- 
кого вія клітин середовища культивування цього штаму склівае 2,1 
-• 0,26 мг. Цей итам захищений авторським свідоцтвом [ АС СРСР, 
к 1701795 3 та може застосовуватися для одержання кашлючного 
токсину - головного компонента- безклітинних кашлючних вакцин.

Реалізація результатів.
Розроблений виробничий регламент - "Інструкція по виготов­

ленню та контроле кашлючного токсина, сухого". На базі 1Б0НХ АН 
України та НД1ВС їм. 1.1. Мечнікова PAJ.'H впроваджений у вироб­
ництво препарат КТ, який реалізується в Україні та за 11 межами.

АдроОацІя роботи. Матеріали: дисартаційної роботи були ви­
кладені та обговорені на І та II Всесоюзних конференціях по бак­
теріальним токсинам ( Москва, 1885 р.. Юрмала 1989 p. ); vii 
Всесоюзному симпозиум! по хімії білків та петидів ( Таллінн, 
1987 p. ); І Всесоюзному з’їзді імунологів ( Сочі, 1988 р. )г 
VII з’їзді Українського мікробіологічного товариства С Чернівці. 
19SS р. ); Республіканській кон<$еренці1 "Застосування 1ФА у ме­
дицині", ( Харків, 1989 р. ); VI Міжнародному з'їзді яо приско­
реним методам 1 аьтоматизвції у мікробіології та імунології 
( Хельсінки, 1990 p. ); VI Всеросійському з ’їзді мікробіологів, 
епідеміологів та паразитологів ( Нижній Новгород, 1991 р. ): XII 
Українському з ’їзді мікробіологів, епідеміологів та паразитоло­
гів ( Харків , 1991 р. і; науковій конференції, присвяченій 85-й 
річниці Томського Ш Ц  вакцин та сироваток ( Томськ, 1991 р. ); 
на конференції молодих вчених Московського НДІ епідеміології та 
мікробіології їй. Габріжевського ( Москва, 1991 р. ).

Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 150 
сторінках машинописного тексту та складається Із вступу, двох 
розділі» огляду літератури, опису методів дослідження та дванад­
цяти підрозділів власних досліджень. Список використаних літера­
турних яаерея містить найменувань. У дисертації таблиці. 
£1 малюнок та 4 додатки.

Публікації. По темі дисертації опубліковано 17 робіт,
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МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ

В роботі використовували си не агарозу фірми "КЕМОТЕХ Б10", 
Естонія, сефарозу 4D та сефадвхс G-25 фірми "Pharmacia". Швеція, 
фетуїн з телячої ембріональної сироватки фірм "Serra", ФРН та 
"Bio-Rad", США, набір реактивів для електрофорезу фірми "Кеапаї"', 
Угорашна. мишачі антитіла проти іму.-іоглобуліків кролика, то <5ули 
мічені пероксидазою хрону та сироватка діагностична кашлючна аг- 
лснинувча, суха, підприємства г виробництва бакпрепаратів НДіЕМ 
ім. М.Ф. Гамалеї, Росія, кінський сироватковий альбумін ( КСА ) 
підприємства по виробництву бактерійних препаратів, м. Томськ, 
Росія, клітини мієломи X63-Ag8.6.5.3 - фірми "Flow laboratories", 
США, кон’Егати кролячих антимишачих антитіл з пероксидазою хрону 
та афінноочищені антитіла специфічні до XgG миші "Вектор Біопро- 
дукт LID", м. Кольцове, Росія, тест-система для визначення ізо- 
Ізотипів важких та легких ланцюгів антитіл фірми "Caibiochem 
Iramunoohsmieale", США.

Сорбент феніл-сефарооа ( ФекС ) йув синтезований в ІМБГ АН 
України, пептиди, ао відповідають ділянкам 1-17, 4-17, 7 -
17 та 168 - 187 каталітичної субодиниці КТ були синтезовані 
твердофазовим методом в іБХ АН Росії І и. Москва ). У лаборато­
рії синтезу пептиді» 1Б0НХ методами класичного пептидного синте­
зу був одержаний пептид, до відповідає ділянці 11 - 17 м-кікце- 
воі області субодиниці 31 КТ.

' Виділення та очистка КТ. У культуральиу рідину, попередньо 
звільнену від клітин, вносили син» агарозу э розрахунку 10 - 15 
мл на І л рідина. pH куяьтуральної рідини перед внесенням сор­
бента знижували до значення 6,0. Суспензій синьої агарозк іа 
культуральное рідиною витримували при температурі і - 10 0 С 
протягом 48 годин, постійно перемішую’®. Після цього первмішу­
гаюся прапиаялк 1 коли сорбент повністю осідав на дно, надосадо- 
ау рідину видаляли. Сорбент збирали і помішали в ададтерну ко­
лонку, £0 мала діаметр 3,2 см. Колонку промивали двома ой’емани 
розчину ^БР ( С = 0,25 моль/я, pH 8,0 ) та двома об'ємами тріс- 
SC1 ( С - 0,05 моль-л, рИ 7.4 ) ( ТСЗ >, після чого елюювали di~ 
яса ду>рк2И рогшгом ТСБ С С = 0,OS моль/л, pli 7,4 5, із вміс-



том MgOl? у концентрації 0,75 мояь/я. Промивку колонки та елюцію 
білкових фракцій проводили при швидкості протоку 150 мл/гоя. 
Потім біяхоаі фракції, ао буяй елвйсвакі ТСБ буфером з Mgci2 у
0,75 иояь/л, об'єднували, розводили у два разя дистильоганою во­
дою і наносили ка колонку з фзтуїя-еефарозо» ( ФетС ). Ця колон­
ка { діаметр 2 см ) містила сорбент з розрахунку 20 - 25 мл на 
10 я початкового об'єму культурально! рідини і буяа врівноважена 
ТСБ, Після нанесення білкового матеріалу, то містив КТ, колонку 
промішали 1,1 - 1.2 об'ємами таких буферних розчинів: ТСБ, потім 
ТСБ з 1 мояь/л КаСІ. Після цього КТ елспвали ТБС із KgCl2 у кон­
центрації 4 моль/л. Нанесення матеріалу на колоку з ФетС проми­
вання та елюцію білка проводили при швидкості протоку 60 мл/год. 
Елюцію білкових фракцій контролювали, вимірюючи оптичне погли­
нання на спектрофотометрі при довжині хвилі 280 нм.

Розчин КТ, ш.0 був отриманий після елюції з ФетС звільняли 
від хлориду магнію, діалізуючи проти ФБР ( С = 0,01 моль/л, pH
7,0 ), із NaCl у концентрації 0,05 моль/л. Кількість білку після 
діалізу визначали за методо!. ( о. ьотоу, 1951 ]. Після чого роз­
чин КТ ліофілізували та зберігали при температурі 4 — 10 0 С,

Електрофорез у ПААГ у присутності ДСН проводили за методом
0. Laensnll, 1970 . У роботі використовували мікрометод подвій­
ної радіальної ІмунодифузІІ за 0. Ouchterlony, 1962 .

Виділення двох форм КГ з одного виробничого штаму Bordetеі- 
la pertussis. Дві різні форми КТ одержували від одного з варіан­
тів виробничого штаму 475. Звичайну форму КТ., то була позначена 
нами як ш~КТ, виділяли із середовида культивування В. pertussis, 
як описано вище.

Після цього білки, то не сорбувалися на ФетС висаджували 
(hh4)2so4, доводячи його концентрацію у розчині до 0,7 г/л. 
Білок екстрагували з осаду буферним розчином, якай містив тріс- 
нсі у концентрації 0,05 моль/л та Касі у концентрації 1 моль/л, 
pH 7,4. Екстракт наносили на колонку, діаметром 2 см, яка була 
заповнена фекіл-сефарозою ( ФенС ). Для одержання другої форми 
кашлючного токсину, що була позначена нами як п-КТ, на 10 я над- 
осадової рідини сэредсвиша культивування В. pertussis викорис­
товували близько 20 мл ФенС. Нанесення розчину з екстрагованими 
з осаду білками, промивання колонки та елюцію білку проводила 
при швидкості протоку 60 мл/год. Колонку промивали тим яе буфео-
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ним розчином, який екстрагували білок а осаду, і вяюювали форму 
п-КТ розчином, який містив тріс у концентрації 0,05 моль/я та 
№іоі у концентрації 0.1 моль/я, р!і 10,0. Елсат. що містив іНСТ, 
ліалізували та визначали концентрації! білку, як описано вище.

Виділення окремих субодиниць КТ. Розділення еубояинииь КТ 
проводили е пластині ПААГ з ДОН 3 ш  завтовшки, ао маз • лінійний 
градієнт пористості 10 -.20*. По закінченні електрофорезу білко­
ві смуги в гелі проявляли попередньо схолодженим розчином хлори­
ду калію ( С =.0,25 моль-л ). Ділянки гекю, ао містили субодини- 
Ш  КТ, вирізали та діставали білок шляхом електроелшіІ.

Розділення субодинщ] S1 ( А-ігротомара ) та В олігомера КТ. 
2 «г КТ у 5 мл Ф5Р ( С - 0,01 моль/л, pH 7,0 ), який містив Касі 
у концентрації 0,05 моль/л сечовину у концентрації 2,1 моль/я та 
АТФ у концентрації 100 юшоль/я витримували на протязі 15 хвилин 
5 2 а  фетуїн-сефарози.' Потім рідину відділяли віл сорбента, на 
центрифузі. Розчин, який містив субодиницс S1 КТ, діалізували 
проти ФБР ( 0 - 0,01 моль/л, pH 7,0 ), із вмістом NaCi у концен­
трації 0,05 моль-'л після чого ліофільно висушувала. В-олігомер 
елюювали з фетуїн-сефарози в такий ке спосіб, як 1 власне КТ.

Передбачення антигешшх ділянок та структурно-функціональ­
них осой-лзшостей КТ за допомогою розрахункових методі-в. Розра­
хунки профілів акрофільності та гідрофільності субодиниць КТ 
проводили за методами, аіо були запропоновані у роботах Т. Норр 
та к. Wood,-. [ 1981, 1984 ]. Комп'ютерний аналіз структурно'-функ- 
ціональких особливостей субодиниць КТ, ио випливають із їхньої 
амінокислотної послідовності, виконували використовуючи пакет 
програм PC G ene.

Імунізацію кроликів та мишей здійснювали за загальноприйня­
тою схемою, імуноглобуліни виділяли за методикою, ао описана Р. 
Аверкиной, 1967 . імуноферментнвй аналіз проводили у непрямому 
варіанті [ А. Во.чер и др., 1977 ]. Еяектроімуноблотінг субода- 
ниць КТ проводили за методикою Н, Towbin et al.. 1979.

Одержання та характеристика кон’югатів КТ-пептияів Із біл- 
кама-носі.ями, Пептиди 1-17, 4-17, 7-17 та 189 - і 87 кон’вгувалм 
із кінським сироватковим альбуміном ( КСА ) за допомогою гетеро- 
61 функціонального перехреснозшиваючого реагента m-малеімідобек- 
ЗОІл-к-сукцин1МіДНОГО ефіру ( НБС ). Кой'югат СИНТЕТИЧНОГО sen-
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талу 11 - 17 із БСА одержували за допомогою гяутарового альдегі­
ду-

для визначення амідокислеткого складу кок'вгати гідролізу- 
зали у запаяних під вакумом ампулах у розтані 5,7 В ПСІ при 110— 
112 0 С протягом 24 годин. Амінокислотний склад білків та кок'ю- 
гатів визначали на автоматичному аналізаторі амінокислот ААА-339 
f ЧСФР >. Елітопну густину для кожного кон’вгату розраховували 
на підставі співвідношення вмісту будь-якої амінокислота, яка е 
9 складі пептиду, у кон'югаті та її вмісту у складі біяка-носія.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА IX ОБГОВОРЕННЯ

Одержання та очистка КТ. Виділення кашгочкого токсина з 
кадесадової рідина середовизд культивування В, pertuaala прове­
дали, використовуючи двоетадіїниа метод очистка, до базується на 
застосуванні афікиої хроматографії [ R. Sskura 9Х al.« 1963 і. 
Застосовуючи цей метод одержання гд&еться досягти ступеня очист­
ки XT у 600 - 800 разів.

. Одержання <Jiлок ідентифікувала як кашяючнай токсин та он'- 
т и л т  які с гь його очистки, аналізуючи за допомого» «яюстофореза 
у ПААГ-ДСН ( Мал. 1 >. На фотографії еяектрофорезкого гвпя можна 
спостерігати п'ять білкових смуг у діапазоні від 9 до 2d кДа, 
які відповідають еубодиницям зі - 35 КТ. Електрофоретична рухли­
вість субодиняиь зі. S3 тэ S5 зменшується, якщо зразок КТ перед 
нанесенням на гель була відновлена 2-иеркаптовтанояом і Мая. 1 - 
5, 0, 7 і. що свідчать про наявність у д о  суводинтик вкутріш- 
яызя&яаюговнх'дгсуяьфідвик зв’язків.

Ферментативна та біологічні активності одержуваного КТ 
досліджувалася у НДіРО ім. І. і. Ме-апкова Ш і  Росії, інституті 
біоорганічної хімії ім М М. Шеияхі«а АН Росії та інституті 
хімічко! та біологічної фізики АН Естонії,

Цвїсмтогенва діл КТ за культуру клітини яечника китайсько­
го хом’ячка виявлялася у йогах зїг 03, до 78 мт/мк, яейкоцитоэ- 
стаыуяесч'кй та гіотйі'іксенсибі яіяуечай вплив ари внутрішньоче­
ревному ввеаеям б мишам виказували дози - - 0,7 мкг, а 
Аіф-рі-бозвйтрарсфег.авка активність, варі гаала у. -межах 55 - 120
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К

1 2 3 4 5 6 7

Мал. 1. Електрофорез у ЇЇААГ-Л.СН зразків очищеного Кї.
1 - маркеркі білки; 2 - 4  ~ зразки КТ без відновлення; 
5 - 7  - зразки КТ зідкобяєні 2-керхаптоетакояом. Кількість 
білку у кожній пробі ~ 20 ;:сг.

К-гл. 2. Електрофорез у ПЛАГ-ДСН двох форм КТ. 
і ~ маркера! білки; 2 - я-КТ d»s гіїновленн*; 3 - пЧСГ бел 
ї-ілясЕлекяя; 4 - ш-КТ, відаовпен* 2-ыэркаптоетгнолом; 5 - 
п-КТ, відновлена г-меркаггсэтгнодрм.
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фемтомоль х хв"1 х мг-1 [ Е. Шмелева и др., 1889 ]. Отримані да­
ні свідчать, що за своїми властивостями одержуваний нами КТ не 
поступається аналогічним зразкам токсина, ао розповсюджується 
провідними фірмами світу ( наприклад, "Sigma" ),

Спільно з ІШВС їм. 1. і. Мечкіксва було проведено вивчення 
рівня продукування кашлючних антигенів.( у першу чергу - кашлюч­
ного токсина 1 філамзнторного гемаглютиніна ) різники штамами та 
варіантами штамів В. рєПиззіа. В результаті цих досліджень був 
одержаний більш ефективний штам - продуцент КТ.

На основі нашого методу виділення КТ спільно Із НДІВС їм.
1.1. Мвчнікова був розроблений виробничий регламент 1 налагодже­
ний випуск кашлючного токсина, як препарата для біохімічних до­
сліджень .

Одержані зразки КТ перевіряли за допомого» мікромвтоду по­
двійної радіальної імунодифузії. Для визначення чистоти препара­
тів КТ використовували сироватку діагностичну кашлючну аглвтику- 
вчу, ао вироблялася, як антисироватка проти цілого мікробу В. 
pertussis. Всі перевірені зразки КТ давали у методі імунодифузії 
єдину смугу преципітації.

Виділення двох форм КТ з одного виробничого штаму Bordetєі- 
la pertussis. З надосадової рідини середовища культивування ви­
робничого штаму 475 В. pertussis, то була напрацьована у НДІВС 
їм. 1.1. Мечнікова, нами були одержані дві форми КТ,

Спочатку виділяли КТ за методом, ао був описаний вище. Роз­
чин, який містив білки, до не сорбувалкся ка фетуїн-сефарсзі, 
висаджали сульфатом аксяів. Фориу, ао була виділена за звичайною 
процедурою, ми позначили ш-КТ, Далі осад кілька разів екстрагу­
вали буферним розчином і екстракт наносили на колонку, ао була 
заповнена сорбентом - аналогом фенія-сефарози;

Л О
- NH - ( С Н ^  - NH - (СН2)5 - с N ^ сн2 “ ( 0
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В результаті елюції э цього сорбента ми одержували другу форму, 
яка була позначена нами п-КТ. Кількість п-КТ становила приблизно 
половину від кількості одержаного перед тик ш-КТ.

Форми КТ відрізняються одна від одної різною електрофоре­
тичною рухливістю субодиниці Si при електрофорезі у ГІААГ-ДСН, 
Результати аналізу двох форм КТ за допомогою електрофорезу 
наведені на Мал. 2. На фотографії гелю видко, ао si п-форма КТ 
рухається більш повільно у порівнянні з S1 ш--форми КТ, причому 
найбільш помітка ця різниця на зразках КТ з невідновявюши пж~ 
сульфідними зв'язками. При відновлені внутравньолаяцюгового
- S ~ S - зв'язку електрофоретична рухливість S1 п~КТ практично 
не змінюється, проте електрофоретична рухливість S1 ш-КТ суттєво 
знижується і майже вирівнюється з -рухливістю 51 п-КТ.

На підставі одержаних експериментальних результатів татсом- 
п'ютерного аналізу структурно-функціональних особливостей si КТ, 
ми припустили, що дві різні форми КТ відповідають двом відрізкя- 
вчинся первинним послідовностям, що відомі з літератури для S1 
[ A. Nicosia et al.. 1986, С. Looht & J. Keith, 1986 ], Слід за­
уважити, що за обома сіквенсамк у складі S1 є лише два залишки 
цистеїну, тобто дисуяьфідний зв'язок може утворюватися лише між 
ними. Імовірно, форма ш-КТ, відповідає первинній послідовності.

. " I AJNiOOSla et ЗІ,, 1986 ] < Sll ), оскільки токсин для своїх 
досліджень автори одержували шляхом очистки на фетуїн-с^арозі,

. а .взаємне розташування субодинкць при електрофорезі *аке ж-саме, 
як у форми ш-КТ. Форма п-КТ, за нашим припущенням,, відповідає 
сіквенсу [0. Locht & И. Keith, 1986 ] ( S1A ). Це припущення з 
урахуванням результатів комп'ютерного аналізу вторинної будови 
за методом Gamier, 1978, первинних послідовностей, що відомі 
для S1 КТ, дозволяє пояснити різницю в електрофоретичній рухли­
вості першої субодиниці двох форм КТ. В субодиниці S1 ш-КТ має 
змогу утворюватися внутришньоланцюговий дисульфідний зв'язок, що 
підтверджується результатами електрофореза у ПААГ-ДСН зразків 
ш-КТ без-відновлення та відновлених 2-меркаптоетакелом. -У суб­
одиниці si п-КТ вкутиііікьолашшговий дису. -фідкий зв'язок, 
Імовірно, не утворюється, оскільки II електрофоретична рухли­
вість без відновлення майже співпадає з електрофоретичною рухли­
вістю S1 ш-КТ після відновлення, а також не змінюється при від­
новленні 2-меркаптоетанолом. Однією з причин коїе бути р-поворот
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полі пептидного ланцюгу поблизу Cys 200 С 201 ), який передріка­
ється коми'ютерною програмою для сіквенсу St А, але не для сік- 
в$ксу S3 і. Яї®о поворот полі пептидного ланцюгу у ЦІЙ ДІЛЯНЦІ 
дійсно .відбувається, - S - S - зв'язок у п-КТ може ке утворюва­
тися внаслідок стеричких перешкод. Не виключено, що розбіжності 
міг двома формами КТ не вичерпуються розбіжностями у структурі 
активаторної субодиниці, а торкаються також і В-олігомера, 
оскільки форма токсина по різному взаємодіють з фетуїн-сефаро- 
зо». Нам вдавалося роздіяювати на колонці з ФетС суміш двоз: форм 
КТ. Хоча, можливо просторова будова Si а незамкненим дисульфід- 
ним зв'язком перешкоджає взаємодії В-олігомера із ФетС.

Дві форми хашяючного токсина були проаналізовані нами за 
допомогою методу електрсімуноблотінгу ( ЕІ5 ) з поліклональнимк 
антитілами. Якщо ш-форму КТ брали у Btдновленному стані, полі- 
кяокаяьні AT реагували з обома формами токсина однаково,

' Одержання окремих субодиниць КТ. Для одержання окремих суб- 
сдиншіь кашлючннй токсин розділяли методом препаративного елек­
трофорезу у більш товстому ( 3 мм ) ПААГ-ДСН. Після завершенню 
еявктрофореза білкові смуги проявляли розчином охолодженого KOI 
1 вирізали з гелю. Шматочки гєля, які містили субодиниці КТ на— 
ревосяли у скляні трубки прибору "Reaaal" для вертикального 
електрофорезу і проводили елвктроелюцію. Після цього розчини, 
які містйли елвоьвані субодиниці, діаяізували та ліофільно вису­
шували. Одержані зразки субодиниць аналізували за допомого» ана­
літичного варіанту електрофорезу у ПААГ-ДСН. Результати аналізу 
засвідчили, ао перша субодиниця була отримана практично у чисто­
му вигляді, друга та третя субодиниці містять суттєві домішка 
одна одної, четверта має незначний домішок п’ятої субодиниці, а 
п’ята отримана у суміші з четвертою субозиницею.

Розділення акгаваторної субодиниці та В-олігомера КТ. Зав­
дяки функціональная особливостям будови КТ його активаторну суб- 
одинкию ( 31, А-протомер ) можпа порівняно легко відділити' від 
В-оя і гелера. Відомо, т  КТ стабільний у розчинах сечовшш з кон­
центрацією ит'хче 2 моль/я [ V. Ташига ет аї., 1382 ]. В роботі 
Б. Вигаа st ої., 1987 було показано, со нуклеотвдфосфати значно 
полегшують еиссоцііді» si від В-олігоквру у присутності сачоьи- 
ни. Причому найбільший ефект вала АТФ. В цятоь&зіь роботі для
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сорбції вивільненого від активаторної субояиниці В-олігомера ав­
тори використовували CK-Sepharose.

Ми брали фетуїн-сефарозу як сорбент для В-олігомера і іяку- 
бували IX у буферному розчині разом з КТ. Ка-$озфаткий буферний 
розчин ( С = 0,01 иоль/л, pH 7.0 ) містив 2,1 М сечовина та АТФ 
у концентрації 100 мккояь/я. Після 15 хгішш Інкубації цієї сус- 
пегзіі при кімнатній температурі ми відділяли розчин, який міс­
тив А-лротомер від ФетС шляхом центрифугування. Шсдо» елюції В- 
олігошра з ФетС розчини, що містили А-протомер та В-олігомер 
піддавали діалізу та ліофільно висушували. Одержані зразки S1 
субояиниці та В-ояігомеру аналізували за допожжо» електрофорезу 
у ПААГ-ДСИ. Результата електрофорезу яавеаеяі на Кая;3. На фото­
графі і електрофореэного геля видно, ао за допомогою запропонова­
ного методу вдається розділити А-иротомер.^а В-олігомер.

Передбачення актагеаих детермінант та стст«турно-<$ункціо- 
нальних особ тавостей Судове si КТ за допомогою розрахункових 
мето д ів . За методами К. Норр та ї. Woods були виконані розрахун­
ки профілів акрофільності та гідрофільності всіх субодиниць КТ. 
ііа підставі передбачення найбільш імовірних гштягенних ділянок 
наші для аодальшої роботи з використанням синтетичних пептидів 
була обрана найбільш важлива та імуногенна субоаиюпм КТ - si та, 
зокрема II N-кінцава ділянка ( див. Мал. 4 ).

Як ж  вже згадувала, міх аміно кк сло теи іж послідовностями si 
КТ, ао були визначені двома групами дослідників існують' розбіж­
ності у с-кінцевій ділянці. Ці розбіжності полягають у тому, ЕО 
на відтинку між 183 і 198 амінокислотними залишками п'ять з них 
51др і зкяоться, а залишок аіу у положенні 199‘ за сікяенсом S1A 
відсутні в взагалі. Таким чином. послідовність si А на один ааіно- 
каслотішй залишок коротша. Як відомо, ( наприклад, ( Т.. Kateda & 
ic. оі. 1982 ] 3 здібність перетинати кяайааткчку мембрану е 
фуакиіонаяьно. необхідно» рисої» активаторної субодикщі КТ. Тим 
більше, ао саме с-ківцева я і линва, si, виходячії з даних літерату­
ра відповідає за II транслокаців у сережку клітини. Тому, аря- 
рояяьо. кас цікавили результати порівняная передбачення можливо™ 
сті молекул за сіквексами S1I та S1A взаємодіяти з клітинними 

При обрахунку се#?ииних структур si і та 81А за мето- 
док P. 2.1 еіа еї аї., 1985, програма "soap* ідентифікувала полі­
пептид, to відповідає сіквезсу Sli, sa інтегральний білок і ви-
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I 2 з

Мал. З, Електрофорез у ПААГ-ДСН А-лротомера та В-слігомера 
КТ. 1 - зразок КТ, Е - А-лротсмер { суйодиниця S1 ), 3 - В- 
ояігомер.

Пая. А. Гексадептаяяі профілі акрофіпьності та гідрофільно-
сті субодиниці Si КТ. — --- - профіль акрофільності,
- - - “ профіль гідрофільності, 3---£ - ДІЛЯНКИ. І40 <5ули
о<5раиі для скктбзу -пептидів.
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значила послідовність зануреного у мембрану сегмента у кеаах 
1S6 - 203 амінокислотних залишків. Цей сегмент включає ділянку, 
яка вирізняється від аналогічної у сіквенсі si А. Поліпептид, що 
описується послідовність Е1А був ідентифікований програмою як 
периферичний, проте не інтегральний сілок. Гіри розрахунках для 
двох амінокислотних послідовностэй si за методом J. Нас & p. 
ІЇДО8, 1986 програмою "RAOARGOS" було передбачено для сіквексу 
S1і утворення трансмембранної петлі в межах 184 - 203 амінокис­
лотних залишків тоді як для сіквенса S1A така можливість не була.

Визначення оптимально! концентрації антитіл для вивчення 
антигенності КТ методами Ш  те імуноСлотингу. Для антигенного 
аналізу, субсдиниць КТ застосовували антитіла ( AT ) у вигляді 
TgG, ас були виділені з кролячої антисиросатки проти КТ та аяти- 
сароватку ГАС ) до токсину, яка була одержана у НДІВС їм.
1.1. Мечнікова ( м. Москва ), Кролячу антисироватку до КТ у 
Ш В С  одержувала, вводячи тваринам кашлючниа токсин у суміші ‘з 
бластолізином [Т. Кириллова и др., 1989 ); перший раз - детокси­
кований КТ, а надалі - натиьний білок.

Оптимальну концентрацію AT а методі ЇФА виьначали за 
максимальной різницею у забарвлені відповідних лунок контрольно­
го та дослідного рядів у планшетах. Для AT, якими ми користува­
лися оптимальна робоча концентрація становила 20 мкг імуйоглобу- 
лінів б 1 мл розчину. На підставі результатів титрування AT та 
КТ була побудована каліброзочна. крива для кількісного визначення 
токсина.

Оптимальну концеятранію AT та оптимальне розведення АС для 
використання у методі іцуноблотікга визначали за допомого» дот- 
блотінгу. На смужки нітроцелюлозних мембран накосили фіксовану 
кількість токсина у межах від 0,25 мкг до 0,01 мкг та тестували 
за допомогою антитіл. В умовах наших дослідів оптимальна концен­
трація AT становила 50 мкг імунеглобуліків » 1 мл відповідного 
розчину, а оптимальне розведення АС дорівнювало 1 : 5 000.

Вивчення вааєж>дП іюл1к.тоаа.’ьнк:? антитіл із субсдикзщази 
КТ методом В1Б. Взаємодію субодшгааь КТ вивчали за допомогою ме­
тоду електреї кукоблоті нгй з використанням AT та АС. Електрофорез 
прої здили у гр&діенткому ПААГ а ДСН «а приборі АЭГЕ-1 у двох 
сяасгЕЕах оявочасяо. На кожну пластину гелю наносила по 12 араз-



кі е КТ: шість зразків - без відновлення та шість зразків, що пе­
ред нанесенням на гель були відновлені 2~меркалтоетанолом. В 
кожній серії з шести зразків три містили по 15 мкг КТ, четвертий 
зразок -- 1,5 мкг КТ, п’ятий - 0,15 мкг КТ, шостий - 0,015 мкг 
КТ. Після проведення електрофорезу і переносу розділених субоди­
ниць на НЦ, смужки з двома зразками, що містили по 15 мкг КТ, 
відтинали. Одку з них забарвлювали аміно чорним, другу викорис­
товували для Імунологічного контроле. Листки нітроцелолози Із 
чотирма зразками розділеннях під час електрофорезу субодиниць КТ 
після підсушування блокували у розчині БСА 1 проводили імунофер- 
ментний аналіз. AT для імунеблотінгу брали у концентрації 50 
мкл/мл, АС - у розведенні 1 : 5 000. Для Імунологічного контролю 
другий зразок з k o s h oI серії інкубували або з AT, що були виді­
лені із сироватка крові кроликів за 7 днів до початку імунізації, 
або з інтактною кролячо» сироваткою у відповідних розведеннях.

Було встановлено, що із антитілами реагують переважно перші 
три субодиниці КТ: SI, S2 та S3. Результати реакції з AT кевід- 
новлених зразків КТ вказують, що найбільш Інтенсивно з антитіла­
ми реагуе S2, дещо слабіше S3 1 в незначній мірі субодиниця si. 
При відновлені внутришньоланцюгових дисульфідних зв'язків токси­
ну за допомогою 2-меркаптоетанслу картина змінюється: взаємодія.
S2 та S3 із поліклональними,^:титілами,вісля відновлення суттєво 
придушується, Тоді -ЯК інтенсивність взаємодії S1 навпаки різко'* 
зростає. При-обробиі таких же Слотів АС у невідновлених зразка*, 
найбільш Сильно реаТузеть чз антитіламк S2 та S3 і деіда слабії®.
81. Крім того» на НЦ з'являється смужка, ао відповідає віднсгале— - 
ній-sl, яка можливо присутня у невіяновлених зразках в дуже не­
значній кількості і Тому при забарвленні ПААГ після електрофоре­
зу не виявляється. При відновленні^КТ характер взаємодії субоди­
ниць змінюється подібно до того, що 1 в разі з AT: Інтенсивність 
розпізнавання S1 антитілами значно підсилюється, a S2 та S3 сут­
тєво зменшується.

Імувох 1 мІчний аналіз КТ за ’ допомогою монок-поііадьшд ■ 
антитіл (МКА). Цей розділ роботи був виконаний спільно із відді­
лом молекулярної імунології ІБХ АН України. З багатьох гибридом' 
одержаних після імунізації мишей анатоксином КТ стабільно проду­
кували МКА тільки два клоки: ї-5с та ІІ-5С.

-  15 -
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Було показано, вю МКА Іншої специфічності, а такс* імуно- 
глобуліни з сироватки крові неІмунізованих мишей з кашлючнш 
токсином взаємодіяли незначно» мірою, а МКА І-5с та Іі-5с у не­
прямому варіанті 1ФА не мали перехресних реакцій з контрольними 
білковими антигенами: сироватковим альбуміном людини, цитохромом 
с, та з ФГА із S. pertuaald. Висока специфічність антитіл аула 
підтверджена також даними конкурентного 1муноферментнсго аналізу: 
КТ елективно перешкоджав зв'язуванню антитіл Із сортованим анти­
геном, тоді як БСЛ не впливав на взаємодію мояоклонаяьних анти­
тіл з КТ ( Мал. 5 ).

Для визначення епітопної специфічності афінноочиаені МКА 
були пробіотинільовані по аміногрупам з використанням N-оксісук- 
ццімідного ефіру біотана. Після цього імунологічні планшети сен­
сибілізували кожним з клонів МКА та додавали у лунки розчин КТ. 
У третьому шарі наносїшися біотинільоЕані AT іншого клова. їхню 
взаємодію із зв'язаним кашлючним токсином аналізували за допомо­
гою кон'югату пероксидази Із стрептзвідіном, Як негативний кон­
троль в одног.гу випадку не вкосили антиген, а у другому - після 
зв’язування токсина у лунки додавали розчин біотинільованих ан­
титіл того ж самого клона, який використовували для сенсибіліза­
ції піаншету. Біотинільовані антитіла успішно взаємодіяли Із 
токсином лише у тому разі, коли вони належали до різних клонів. 
Обидва контролі дали негативний результат. Отзе МКА клонів і-5с 
та Іі-5с розпізнають різні епітопи на поверхні КТ, ао дозволяє 
створити систему детекиії кашлючного токсину.

Чутливість аналізу забезпечується спорідненістю антитіл, ао 
використовуються, до визначаємого антигена. Афінність МКА розра­
ховували за тангенсом кута нахилу tg а = КдВ лінійної ділянки в 
класичних координатах Скетчарда, знайденого за результатами тит­
рування МКА на КТ у непрямому варіанті 1ФА. Було визначено,
що для І-5с Кзв = 1,2 х 10s моль-1, а для ІІ-5с КдВ =
1,1 х 10® моль_і.

Для знаходження чутливості визначення КТ використовували 
сендвіч-аналіз ( див. Мал. 8 ), у якому _^рхн1 та нижні МКА
належали до різних клонів. За результатами тітрування антигена 
КТ може надійно визначатися, починаючи з концентрації 50 нг/мл.



Концентрація антигена, яаномояі

Мая, 5. а - конкурентне гальмування зв’язування ї~5с, д - 
конкурентне гальмування зв'зування іі-5с на планшеті із 
сорбованш КТ. Як конкуруючий антиген використовували КТ 
(і), як контрольний антиген - БСА (2),

А*<ГВ

Кснцвіпрац'я токсина.. «кг/мя

Нал. 6. Визначеная КТ проводили а використанням. яругах 
лістин! льоааиих антитіл І-5с (1) та Н~5с (2). Планшет у 
Koasssty- їзяіаку сенсабіяізуіаяг йКА іяшого кяояа.

Л Н Б  ім. В. С тефани: г

- 1.7 -
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Характеристика коя 'вптів синтетичних пептидів із біяками-
ЗОС/ЯМЯ,

Коя'югатити п'ята синтетичних пептидів < Мая 7 ) -зут 
одержані, як описано у розділ! "Матеріали та методи", Для всіх 
кон'югатів дув гроблений амінокислотний аналіз та за його ре­
зультатами розрахована епітопка густска дя* кожного кск-сгату. 
Епітояяа густина становила для всіх кок'вгаті» у середньому від 
15 до ЗО молекул пептиду на с*ну молекулу білзсу-яосія.

Одержання та ;муко.погічний аналіз антитіл до кон гюгату пеп­
тид. 11-1? - ЕС А.

Кок’югатсн pll-17 - БСА ікуйізували кроликів та одержувала 
яоліклокальні антитіла. Методом твердофазового ІФА Суло визначе­
но, ас мінімальна концентрація антитіл, як! реагують іо кон’юга- 
том пейтнд-бСД, складала 20 «кглиг. При робочій концеатраці 1 ан­
титіл 100 тгунл чутливість методу складала 8 яг кон'вгату
пектид-БСА.

Шляхом імукояогічного аналізу з використанням іФА та ЕІБ 
було-визначено, антитіла проти цього кон’вгату зовсім не реагу­
ють з БСА і духе слабо реагують із кативним кащявчшш токсином. 
Оскільки пслікяонгльяі антитіла проти КТ ке рвагуьалч також із 
кон'югатом pll-17 - БСА ні у метод! ІФА, ні у методі дот- 
блотінгу, кожна зробити ьисновок, «о ділянка 11 ~ 17 31 ГЛ яв в 
антигенною детермінантою.

Дослідження взаємодії кок•штатів синтетичних деятадів-НСА
із папїклональнкми антатисми до-КТ, Певний інтерес з точке зо ­
ру точчзі локалізації антигенного сайту у ініінцевій ділянці 
суоодшищі si КТ становила експерименте J2 кор’вгат&аи синтетич­
них пептидів, до відповідають ділянкам 81 1 - 17, і - 17, 7 - 17, 
!з кінським сироватковим альбуміном ( КСА ) ( відповідне, pl-17
- КСА, р4-і7 ~ КСА т* р7~і7 - КСА ). Кріп того, перевіряли ззае-
кодіг/. з антитіяакя кс»? ‘ягата плптйда 169 - і 87 і в КСА.

Аналіз кея'югатів синтетичних пептидів is КСА ироаодкяя за 
допомогою -кеїоду твердофазного іФА у непрямому варіанті. Пслі- 
кюкальна. АС до КТ досить акгаьно реагувала із pl-17 - КСА, ваь- 
nsKv -.esjew'* аатитія із ■* КСА та особливо ■ V/ - КСА иа~
багата стабіва і Нал 8, а ). На віДгвердзьуе, ще ізднсдсаінаят- 
»ог обг-їств а гни щ е м  2 іідяаиі St с сайт 1 * 17 тоді я.\ більш
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Мал. 7. Пептиди, mo буя;-: синтезовані для вивчення антиген­
ної будови субояиниці si кашлючного токсина.

Розведення, разів

Мая. 8. Зв'язування полікяональнг. антитіл із коЕ'сгатами. 
а - зв'язування АС із кон'егатаю. синтетичних пептидів N- 
кінцевої ділянки S1 КТ. 1 - як антиген використовували КТ, 
г - pl-17 - КСА, 3 - р4-17 - КСА, 4 ~ р7-17 - КСА, 5 ~ КСА. 
б - 1 - КТ. 2 - р106~187 - КСА, 3 - КСА.
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коротаї діііднки но стимул ость напрацюваяня антитіл.
Кок'югат pl&9 - 187 ( Мал. 8, б і такої реагує Із полікло- 

нальніши антитілами до КТ, «о узгоджується Із результатами, які 
були одержані іншими дослідниками і P. Askelef et аі, И938,1990 ].

Ділянки КТ, mo були втаначені як антигенні у дослідах з 
синтетичними пептидами, можуть бути використані у подальших 
ДОСЛІДЖЕННЯХ При розробці синтетичних ЪЗЬЩГ.У. П^ОТИ кашяюка.

В И С Н О В К И

1. За допомогою двостадійної очистки • з використанням 
афінної хроматографії Із оередовиаа культивування Bordetella 
р&гґиззІз виділений у високоочиаеному стані кашлючний токсин.

2. Вперше виділені дві форми кашлючного токстну з виробни­
чого штаму Bordeiella pertussis.

3. Проведений теоретичний аналіз антигенних детермінант 
п’яти субодиниць кашлючного токсину.

4. Одержані полі«локальні антитіла, які взаємодіють з усіма 
субодиницями КТ. Встало: лено, цс найбільшою імуногенністю харак­
теризуються субодиниці si, S2 та S3.

5. Одержані два клони МКА до інтактного кашлючного токсину, 
які напрямлені проти конформаційних детермінант цього білка.

8. За допомогою синтетичних пептидів встановлено, що най­
більш активно антитілами розпізнається ділянка і - 17 в Я-кіяце- 
вій області S1 КТ.

7. На основі п'яти синтетичних пептиді», ао відповідають 
окремим ділянкам S1, та білків-яосіїв синтезовані імунокон'югати 
1 розрахована їхня епітопна густина.

9. Селекційним шляхом одержаний високопродуктивний токсико- 
генний сероваріант штаму Bordetella регіиззіз.



- 21 -
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