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Â ðàçðàáîòàííûé ðàíåå ìåòîä ïîëó÷åíèÿ èììóíîòðîïíûõ ïðåïàðàòîâ èç êîæè

ñâèíüè áûëè ââåäåíû ýòàïû âûñàëèâàíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ. Íà îñíîâå íîâîãî

ìåòîäà áûëè âûäåëåíû òðè ïðåïàðàòà ñ òåìè æå ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ÷òî è

ïðåïàðàòû, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì, ðàçðàáîòàííûì ðàíåå. Îïðåäåëåíî ñîäåðæàíèå

áåëêà, ÐÍÊ, óãëåâîäîâ è îáùèõ ëèïèäîâ. Èçó÷åíû íåêîòîðûå èììóíîëîãè÷åñêèå

ñâîéñòâà ïðåïàðàòîâ: âñå òðè ïðåïàðàòà óâåëè÷èâàëè êîëè÷åñòâî

àíòèòåëîîáðàçóþùèõ êëåòîê ñåëåçåíêè ìûøåé íà ïèêå ïåðâè÷íîãî èììóííîãî

îòâåòà è âîññòàíàâëèâàëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôîíîâûõ ðîçåòêîîáðàçóþùèõ êëåòîê

(ÐÎÊ) ñåëåçåíêè òèìýêòîìèðîâàííûõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ

àçàòèîïðèíà.

Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ

ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ìåòîäàìè: áåç âûñàëèâàíèÿ è ñ âûñàëèâàíèåì.

Ïîêàçàíî, ÷òî ââåäåíèå ïðîöåäóðû âûñàëèâàíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ ïðèâåëî ê

èçìåíåíèþ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ ñ àíàëîãè÷íûìè

ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè: óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíèÿ áåëêà â ïðåïàðàòàõ è

óìåíüøåíèþ ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ, óãëåâîäîâ è îáùèõ ëèïèäîâ.

Ââåäåíèå ýòàïîâ âûñàëèâàíèÿ ñïîñîáñòâîâàëî ïîëó÷åíèþ íîâûõ

èììóíîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Òàê, ïðåïàðàò ¹1 (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà áîëåå 15 êÄà)

è ïðåïàðàò ¹2 (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà îò 1,4 äî 15 êÄà) ñòàëè ïðîÿâëÿòü àêòèâíîñòü

â òåñòå âîññòàíîâëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôîíîâûõ ÐÎÊ ñåëåçåíêè

òèìýêòîìèðîâàííõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ àçàòèîïðèíà, â òî âðåìÿ

êàê ïðåïàðàòû ñ àíàëîãè÷íûìè ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, âûäåëåííûå ìåòîäîì

áåç âûñàëèâàíèÿ, òàêîé àêòèâíîñòè íå ïðîÿâëÿëè. Èçìåíèëñÿ õàðàêòåð

çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè âñåõ òðåõ ïðåïàðàòîâ îò äîçû â ìåòîäå Åðíå.

ÊËÞ×ÅÂÛÅ ÑËÎÂÀ: èììóíîòðîïíûå ïðåïàðàòû, öèòîêèíû, Â-èììóíèòåò,

Ò-èììóíèòåò, êîæà.

Èììóíîïàòîëîãèÿ, àëëåðãîëîãèÿ, èíôåêòîëîãèÿ 2001, 2: 15-21.

COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF IMMUNOTROPIC

PREPARATIONS FROM SKIN
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New stages of protein precipitation with ammonium sulfate were added to the

previously elaborated method of isolation of immunotropic preparations from pig’s

skin. On the base of new modified method three preparations were obtained with the
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same molecular masses as those, prepared by the previous method. Quantity of

proteins, RNA, carbohydrates and total lipids was determined. Some immunological

properties of new preparations were studied. It was found out that all three

preparations increased the number of antibody-producing cells in mouse spleen on the

peak of the primary immune response (Jerne method) and restored sensitivity of

spontaneous spleen E-rosette forming cells  (E-RFC) of thymectomized mice to

inhibitory action of azathioprin.

Comparative analysis of physico-chemical and immunological properties of

preparations, obtained by both methods – without protein precipitation stage and with

it, showed that introduction of protein precipitation stage with ammonium sulfate

leaded to the change of physico-chemical properties of preparations with analogous

molecular masses, that is to   increase of proteins content and decrease of RNA,

carbohydrates and total lipids content.

Introduction of the new stage of protein precipitation with ammonium sulfate

promoted the augmentation of immunological activity:  preparations N 1 and N 2

began to manifest activity in the test of restoration of sensitivity of E-RFC of

thymectomized mice to inhibitory action of azathioprin. It is necessary to note that

these fractions, isolated by previous method without protein precipitation stage, were

not active in this test. The character of dose dependence of activity of all three

preparations in Jerne method changed.

KEY WORDS: immunotropic preparations, cytokines, B-immunity, T-immunity, skin.

Immunopathol., allergol., infectol. 2001, 2: 15-21.

Ìåòåðèàëû è ìåòîäû. Â ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ïðåïàðàòîâ

èç êîæè ñâèíüè, ðàçðàáîòàííûé ðàíåå [1, 2, 4],

ìû ââåëè ýòàïû âûñàëèâàíèÿ ñóëüôàòîì àììî-

íèÿ - îäèí èç øèðîêî ïðèìåíÿåìûõ ñïîñîáîâ î÷è-

ñòêè áåëêîâ. “Àöåòîíîâûé ïîðîøîê” ïîëó÷àëè ïî

ìåòîäó, ðàçðàáîòàííîìó ðàíåå [1, 4]. Çàòåì åãî

ðàñòâîðÿëè â 0,01Ì òðèñ-ÍÑl áóôåðå pH 8,0 ïðè

êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è öåíòðèôóãèðîâàëè

ïðè 10000g â òå÷åíèå 20 ìèí. ïðè 40Ñ. Îñàäîê

îòáðàñûâàëè, à ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè íàñû-

ùåííûé ðàñòâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ â ñîîòíîøå-

íèè 3:1 ïðè 40Ñ. Íåðàñòâîðèìóþ ÷àñòü óäàëÿëè

öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 10000g â òå÷åíèå 50

ìèí. ïðè 40Ñ. Äîâîäèëè pH ñóïåðíàòàíòà äî 4,0

ñ ïîìîùüþ 10% ðàñòâîðà óêñóñíîé êèñëîòû. Çà-

òåì äîáàâëÿëè ñóõîé ñóëüôàò àììîíèÿ ïðè ïî-

ñòîÿííîì ïîìåøèâàíèè èç ðàñ÷åòà: 14,6 ã - íà

100 ìë ñóïåðíàòàíòà è 30 ã - íà 100 ìë óêñóñíîé

êèñëîòû, ïåðåìåøèâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-

òóðå è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12000g â òå÷åíèå

30 ìèí. ïðè  40Ñ. Ñóïåðíàòàíò ñëèâàëè, îñàäîê

ãîìîãåíèçèðîâàëè â 0,01Ì òðèñ ÍÑl ðÍ 8,0. Çà-

òåì íàñûùåííûé ðàñòâîð ñóëüôàòà àììîíèÿ

ïðèêàïûâàëè ê ãîìîãåíàòó â ëåäÿíîé áàíå â ñî-

îòíîøåíèè 1,5:1 è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè

18000g â òå÷åíèå 30 ìèí. ïðè 40Ñ. Ñóïåðíàòàíò

ñëèâàëè, îñàäîê ãîìîãåíèçèðîâàëè â ìèíèìàëü-

 Îäíîé èç ïåðñïåêòèâíûõ ïðîáëåì ïðèêëàäíîé
èììóíîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà è ñîçäàíèå íî-
âûõ èììóíîòðîïíûõ ïðåïàðàòîâ. Ðàíåå àâòîðàìè

äàííîé ñòàòüè áûë ðàçðàáîòàí ìåòîä âûäåëåíèÿ
èììóíîàêòèâíûõ ïðåïàðàòîâ èç êîæè ñâèíüè [1].
Èñïîëüçóÿ ýòîò ìåòîä, áûëè âûäåëåíû òðè ïðåïà-

ðàòà, èçó÷åíû èõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà, ïî-
êàçàíî èõ âëèÿíèå íà íåêîòîðûå èììóíîëîãè÷åñ-
êèå ïàðàìåòðû, à òàêæå íà ïðîëèôåðàöèþ è äèô-

ôåðåíöèðîâêó êåðàòèíîöèòîâ ÷åëîâåêà â ïåðâè÷-
íîé êóëüòóðå. [2, 3, 4, 5]. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðå-
ïàðàò ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé îò 1,4 äî 15 êÄà

ìîæåò áûòü ñ óñïåõîì èñïîëüçîâàí äëÿ ëå÷åíèÿ
ïñîðèàçà [6]. Èçó÷åíèå ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ ïîêàçàëî, ÷òî âñå îíè, ïîìèìî

áåëêîâ è óãëåâîäîâ, ñîäåðæàò ÐÍÊ. Äëÿ ïîëó÷å-
íèÿ áîëåå ÷èñòûõ áåëêîâûõ ïðåïàðàòîâ ìû ââåëè
ýòàïû âûñàëèâàíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ â ðàçðàáî-

òàííûé ðàíåå ìåòîä.
Öåëüþ äàííîé ðàáîòû áûëî: âûäåëèòü ïðåïà-

ðàòû èç êîæè ñâèíüè íîâûì ìåòîäîì, âêëþ÷àþùèì

ýòàïû âûñàëèâàíèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ; èçó÷èòü èõ
ôèçèêî-õèìè÷åñêèå è íåêîòîðûå èììóíîëîãè÷åñêèå
ñâîéñòâà; ïðîâåñòè ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ôèçèêî-

õèìè÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðåïàðà-
òîâ, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ìåòîäàìè: áåç âûñàëèâàíèÿ
è ñ âûñàëèâàíèåì.
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íîì îáúåìå 0,01Ì òðèñ-ÍÑl + 0,15Ì NaCl pH 8,0

è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 18000g â òå÷åíèå 30

ìèí. ïðè 40Ñ.  Îñàäîê îòáðàñûâàëè, à ñóïåðíà-

òàíò íàíîñèëè íà êîëîíêó 2,5õ100 ñì ñ ñåôàäåê-

ñîì G-50 ñ ìàðêåðàìè: ãîëóáûì äåêñòðàíîì è

DNP-L-àëàíèíîì. Ñîáèðàëè òðè ôðàêöèè ñ òåìè

æå ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ÷òî è ðàçðàáîòàí-

íûì ðàíåå ìåòîäîì  áåç âûñàëèâàíèÿ [1], îáåñ-

ñîëèâàëè è ëèîôèëèçèðîâàëè.

Â ïðåïàðàòàõ îïðåäåëÿëè ñîäåðæàíèå áåëêà

ïî ìåòîäó Ëîóðè [7] è áèóðåòîâûì ìåòîäîì [8],

ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ - àíòðîíîâûì ìåòîäîì

[9], ÐÍÊ - ïî Øìèäòó è Òàííãàóçåðó [10] è îá-

ùèõ ëèïèäîâ - ñóëüôîôîñôîâàíèëèíîâûì ìåòî-

äîì [11].

Êîëè÷åñòâî àíòèòåëîîáðàçóþùèõ êëåòîê

(ÀÎÊ) ñåëåçåíêè ìûøåé ÑÂÀ íà ïèêå ïåðâè÷íîãî

èììóííîãî îòâåòà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Åðíå

[2,12]. Ýðèòðîöèòû áàðàíà ââîäèëè âíóòðèáðþ-

øèííî â 0,5 ìë ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà â êîí-

öåíòðàöèè 400 ìëí/ìë. Îäíîâðåìííî ïîäêîæíî

ââîäèëè èñïûòóåìûå ïðåïàðàòû â äîçå 1, 10 è

100 ìêã íà ìûøü. Íà ïÿòûå ñóòêè æèâîòíûõ çà-

áèâàëè, âûäåëÿëè ñåëåçåíêó è ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñ-

ëî çîí ãåìîëèçà â ÷àøêàõ Ïåòðè. Îïðåäåëÿëè

ïðîöåíò ÀÎÊ ïî îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ, ïðèíè-

ìàÿ ñðåäíþþ àðèôìåòè÷åñêóþ â êîíòðîëüíîé

ãðóïïå çà 100%. Âñå ðåçóëüòàòû ñîîòíîñèëè ñî

ñðåäíåé àðèôìåòè÷åñêîé â êîíòðîëüíîé ãðóïïå.

Âîññòàíîâëåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôîíîâûõ

ðîçåòêîîáðàçóþùèõ êëåòîê (ôÐÎÊ) ñåëåçåíêè

òèìýêòîìèðîâàííûõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó

äåéñòâèþ àçàòèîïðèíà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó

Áàõà [13]. Ìûøåé-ñàìöîâ Ñ57Bl/6 òèìýêòîìèðî-

âàëè â âîçðàñòå 6-7 íåäåëü äëÿ ñîçäàíèÿ ìîäåëè

÷àñòè÷íîãî èììóíîäåôèöèòà ïî Ò-ñèñòåìå èì-

ìóíèòåòà è áðàëè â îïûò ÷åðåç 2-8 íåäåëü ïîñëå

îïåðàöèè. Ïîëó÷àëè ñóñïåíçèþ êëåòîê ñåëåçåíêè.

Â îïûòíûå ïðîáû ïîìèìî àçàòèîïðèíà äîáàâëÿ-

ëè èñïûòóåìûå ïðåïàðàòû äî êîíå÷íîé êîíöåíò-

ðàöèè 1, 5, 10, 20, 50 è 100 ìêã/ìë. Ïîäñ÷èòûâà-

ëè êîëè÷åñòâî ôÐÎÊ ñåëåçåíêè òèìýêòîìèðîâàí-

íûõ ìûøåé íà 104 ÿäðîñîäåðæàùèõ êëåòîê. Ðå-

çóëüòàòû âûðàæàëè â ïðîöåíòàõ ôÐÎÊ ïî ôîð-

ìóëå:

Ìî

À = ——— õ 100% ,

Ìê

ãäå À - ïðîöåíò ôÐÎÊ;

Ìê - ñðåäíÿÿ àðèôìåòè÷åñêàÿ ôÐÎÊ â êîíòðîëå;

Ìî - òî æå ñàìîå â îïûòå.

Àêòèâíûìè ñ÷èòàëè ôðàêöèè, äëÿ êîòîðûõ

ïðîöåíò ôÐÎÊ (À) áûë ìåíåå 50%. Äëÿ ñðàâíå-

íèÿ àêòèâíîñòè ïðåïàðàòîâ îïðåäåëÿëè ìèíè-

ìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ, ïðè êîòîðîé ïðåïàðàò

ïðîÿâëÿë àêòèâíîñòü.

Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé ìåæäó âûáîðêàìè

îöåíèâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íåïàðíîãî ïàðàìåò-

ðè÷åñêîãî t êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà èëè íåïàðàìåò-

ðè÷åñêîãî êðèòåðèÿ Âèëêèíñîíà-Ìàííà-Óèòíè.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ

Ïðîôèëü ýëþöèè ñóïåðíàòàíòà, ïîëó÷åííîãî
íîâûì ìåòîäîì, âêëþ÷àþùèì ýòàïû âûñàëèâà-
íèÿ, íà êîëîíêå ñ ñåôàäåêñîì  G-50  ïðåäñòàâ-

ÐÈÑ. 1.
Ïðîôèëü ýëþöèè ñóïåðíàòàíòà íà

êîëîíêå ñ Ñåôàäåêñîì G-50.

ÃÄ – ãîëóáîé äåêñòðàí (2000 êÄà),

ÄÍÔ – ÄÍÔ-àëàíèí (255 Äà).

Çäåñü è íà ðèñ. 2, 3: Ï1, Ï2, Ï3

– ïðåïàðàòû ¹1, ¹2 è ¹3.
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ëåí íà ðèñ.1. Ñîáèðàëè ôðàêöèè ñ òåìè æå ìîëå-

êóëÿðíûìè ìàññàìè, ÷òî è ôðàêöèè, ïîëó÷åííûå
ìåòîäîì áåç âûñàëèâàíèÿ:  ôðàêöèÿ ¹1 - ìîëå-
êóëÿðíàÿ ìàññà  áîëåå 15 êÄà (ïðåïàðàò ¹1,

Ï1), ôðàêöèÿ ¹2 - îò 1,4 äî 15 êÄà (ïðåïàðàò
¹2, Ï2) è ôðàêöèÿ ¹3 - ìåíåå 1,4 êÄà (ïðåïà-
ðàò ¹3, Ï3).

Îïðåäåëÿëè  ñîäåðæàíèå  áåëêà, óãëåâîäîâ,
ÐÍÊ è îáùèõ ëèïèäîâ. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â
òàáëèöå 1. Êàê âèäíî  èç  ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ,

ñîäåðæàíèå áåëêà ïàäàåò îò Ï1 ê Ï3, â òî âðåìÿ
êàê ñîäåðæàíèå óãëåâîäîâ íàðàñòàåò. Ñîäåðæàíèå
ÐÍÊ êîëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ îò 1,2 äî 3,2%, à ñî-

äåðæàíèå îáùèõ ëèïèäîâ îò 0,5 äî 1,9%. Íàäî îò-
ìåòèòü, ÷òî ñîäåðæàíèå áåëêà â ïðåïàðàòàõ ¹1 è
¹2, îïðåäåëÿåìîå ìåòîäîì Ëîóðè è áèóðåòîâûì

ìåòîäîì, ïðàêòè÷åñêè íå îòëè÷àåòñÿ ìåæäó ñîáîé.
Â òî æå âðåìÿ åãî ñîäåðæàíèå â Ï3,  îïðåäåëÿå-
ìîå áèóðåòîâûì ìåòîäîì, â 8,6 ðàç áîëüøå, ÷åì

ïî ìåòîäó Ëîóðè (ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû, p >0,95).

Áèóðåòîâûé ìåòîä îòëè÷àåòñÿ òî÷íîñòüþ, âûõîä

ïî îêðàñêå ìàëî ìåíÿåòñÿ îò áåëêà ê áåëêó, ò.ê. ðå-
àêòèâ âçàèìîäåéñòâóåò ñ ïåïòèäíîé öåïüþ [14].
Ïðè èçó÷åíèè ìåòîäà Ëîóðè áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî

ëþáàÿ ïåïòèäíàÿ ñâÿçü äàåò íåêîòîðóþ îêðàñêó, íî
îïðåäåëåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè àìèíîêèñëîò, è
ïðèòîì íå îáÿçàòåëüíî ñîäåðæàùèå àðîìàòè÷íñêèå

îñòàòêè, äàþò áîëåå èíòåíñèâíóþ îêðàñêó, ÷åì
äðóãèå; îíè è îáóñëîâëèâàþò ãëàâíûì îáðàçîì îê-
ðàñêó, ðàçâèâàåìóþ áåëêîì [14]. Ïîñêîëüêó ìåòî-

äîì Ëîóðè ìû âûÿâëÿåì ãîðàçäî  ìåíüøå áåëêà,
÷åì áèóðåòîâûì ìåòîäîì, ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî Ï3 íå ñîäåðæèò ýòè îïðåäåëåííûå ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè àìèíîêèñëîò. Ìîæíî òàêæå çàêëþ÷èòü,
÷òî áèóðåòîâûé ìåòîä áîëåå ïîëíî âûÿâëÿåò áåë-
êè, ñîäåðæàùèåñÿ â Ï3.

Áûëî èçó÷åíî âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ íà êîëè÷å-
ñòâî ÀÎÊ ñåëåçåíêè ìûøåé íà ïèêå ïåðâè÷íîãî
èììóííîãî îòâåòà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóí-

êå 2 À.

Номера препаратов Методы Π1 Π2 Π3

Высаливание 97 ±  2,9 83 ±  11 25 ± 7,4Белок

 (биуретовый метод) без высаливания 87 ±  7,3 56 ±  6,0 15 ± 2,0

Высаливание 98 ±  3,3 76 ± 15 2,9 ± 0,3Белок

(метод Лоури) без  высаливания 91 ±  2,9 51 ± 3,2 8,2 ± 1,1

Высаливание 0,51 ± 0,06 3,9 ± 0,2 5,9 ± 1,8
Углеводы

без  высаливания 0,74 ± 0,30 8,0 ± 1,4 9,0 ± 2,7

Высаливание 3,2 ± 0,6 1,2 ± 0,4 2,0 ± 1,1
РНК

без высаливания 2,0 ± 0,4 5,4 ± 1,0 14 ± 2,4

высаливание 1,9 ± 0,5 0,5 ± 0,2 1,0 ± 0,7
Общие липиды

без   высаливания 2,2 ± 0,1 1,4 ± 0,3 1,4 ± 0,2

Òàáëèöà 1
Ïðîöåíòíîå ñîäåðæàíèå áåëêà, óãëåâîäîâ, ÐÍÊ è îáùèõ ëèïèäîâ (Ì±ì) â  ïðåïàðàòàõ èç

êîæè, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ìåòîäàìè: ñ âûñàëèâàíèåì è áåç âûñàëèâàíèÿ

ÐÈÑ. 2.
Âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ èç êîæè ñâèíüè íà êîëè÷åñòâî àíòèòåëîîáðàçóþùèõ êëåòîê (ÀÎÊ)

ñåëåçåíêè ìûøåé ëèíèè ÑÂÀ íà ïèêå ïåðâè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà.

À - ìåòîä ñ âûñàëèâàíèåì; Á - ìåòîä áåç âûñàëèâàíèÿ.
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Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, ïðåïàðàòû

Ï2 è Ï3 óâåëè÷èâàëè êîëè÷åñòâî ÀÎÊ âî âñåõ èñ-
ñëåäîâàííûõ äîçàõ (1, 10 è 100 ìêã/ìûøü). Ðàçëè-
÷èÿ ñ êîíòðîëåì äîñòîâåðíû ïî êðèòåðèþ Ñòüþ-

äåíòà. Ïðåïàðàò Ï1 äîñòîâåðíî óâåëè÷èâàë êîëè÷å-
ñòâî ÀÎÊ ëèøü â äîçå 100 ìêã/ìûøü. Ìàêñèìàëü-
íûé ýôôåêò îêàçûâàë ïðåïàðàò Ï2  â äîçå 10 ìêã/

ìûøü (ïðîöåíò ÀÎÊ ñîñòàâëÿë 180%). Ïîñêîëüêó
ÀÎÊ ÿâëÿþòñÿ ïîòîìêàìè Â-ëèìôîöèòîâ, ìîæíî
ãîâîðèòü î ñòèìóëèðóþùåì âëèÿíèè ïðåïàðàòîâ íà

Â-ñèñòåìó èììóíèòåòà.
Ìû èçó÷èëè âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ íà âîññòàíîâëå-

íèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôÐÎÊ ñåëåçåíêè òèìýêòîìè-

ðîâàííûõ  ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ àçà-
òèîïðèíà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñóíêå 3 À.

Êàê âèäíî èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, àêòèâíû-

ìè â äàííîì òåñòå îêàçàëèñü âñå òðè ïðåïàðàòà.
Ïðåïàðàòû ¹1 è ¹3 áûëè àêòèâíûìè â êîíöåíòðà-
öèè 20 ìêã/ìë, à ïðåïàðàò ¹2 - â êîíöåíòðàöèè 10

ìêã/ìë: ïðîöåíò ôÐÎÊ äëÿ íèõ áûë íèæå 50%.
Òåñò âîññòàíîâëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê àçàòèîï-

ðèíó ïðèìåíÿåòñÿ ðÿäîì èññëåäîâàòåëåé äëÿ îöåíêè

àêòèâíîñòè òèìè÷åñêèõ ôàêòîðîâ [13]. Òèìýêòîìèÿ
ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ñíèæåíèþ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ôÐÎÊ ñåëåçåíêè, îáðàçóþùèõ ðîçåòêè ñ ýðèòðîöèòà-

ìè áàðàíà, ê àçàòèîïðèíó, ÷òî ñâÿçàíî ñ óìåíüøåíè-
åì êîëè÷åñòâà çðåëûõ Ò-ëèìôîöèòîâ. Òèìè÷åñêèå
ôàêòîðû âîññòàíàâëèâàþò ýòî ñâîéñòâî, ñïîñîáñòâóÿ

ñîçðåâàíèþ Ò-êëåòîê. Â íàñòîÿùåì èññëåäîâàíèè
ïðåïàðàòû èç êîæè âîññòàíàâëèâàëè ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê àçàòèîïðèíó, ÷òî ãîâîðèò îá èõ âîçìîæíîì

âëèÿíèè íà äèôôåðåíöèðîâêó Ò-êëåòîê.
Çàòåì ìû ñðàâíèëè ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà

ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ðàçëè÷íûìè ìåòîäà-

ìè. Â òàáëèöå 1 ïðèâåäåíî ñðàâíèòåëüíîå ñîäåðæà-

íèå áåëêà, óãëåâîäîâ, ÐÍÊ è îáùèõ ëèïèäîâ â ïðå-
ïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ ðàçðàáîòàííûì ðàíåå ìåòîäîì
áåç âûñàëèâàíèÿ è íîâûì ìåòîäîì. Ñîäåðæàíèå

áåëêà, îïðåäåëÿåìîå áèóðåòîâûì ìåòîäîì, âî âñåõ
òðåõ ïðåïàðàòàõ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñ âûñàëèâà-
íèÿ, âûøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåïàðàòàìè, èìåþùèìè

òó æå ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó, à ñîäåðæàíèå óãëåâî-
äîâ è îáùèõ ëèïèäîâ íèæå. Ñîäåðæàíèå áåëêà ïî
Ëîóðè â Ï1 è Ï2, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñ âûñàëè-

âàíèåì, òàêæå âûøå, òîãäà êàê åãî ñîäåðæàíèå ïî
Ëîóðè â Ï3, ïîëó÷åííîì ìåòîäîì ñ âûñàëèâàíèåì
íèæå, ÷åì áåç âûñàëèâàíèÿ. Ðàçíèöà â ñîäåðæàíèè

áåëêà â Ï3, îïðåäåëÿåìîãî ïî áèóðåòó è ïî Ëîóðè
ñîñòàâëÿåò 1,6 ðàçà äëÿ ìåòîäà áåç âûñàëèâàíèÿ è
8,6 ðàçà äëÿ ìåòîäà ñ âûñàëèâàíèåì. Âåðîÿòíî, Ï3,

ïîëó÷àåìûé ìåòîäîì ñ âûñàëèâàíèåì, åùå áîëåå
îáåäíåí ïåïòèäàìè, ñîäåðæàùèìè îïðåäåëåííóþ
àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðàÿ äàåò

ìàêñèìàëüíîå îêðàøèâàíèå ïî ìåòîäó Ëîóðè [14].
Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñîäåðæàíèÿ ÐÍÊ â ïðåïà-

ðàòàõ, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ìåòîäàìè. Êàê âèäíî èç

ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ, ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â ïðåïà-
ðàòàõ ¹2 è ¹3, ïîëó÷åííûõ ïóòåì âûñàëèâàíèÿ,
ãîðàçäî ìåíüøå, ÷åì â ïðåïàðàòàõ ñ àíàëîãè÷íûìè

ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, ïîëó÷åííûõ áåç âûñàëè-
âàíèÿ. Ñîäåðæàíèå ÐÍÊ â Ï2 óìåíüøèëîñü â 4,5
ðàçà, à â Ï3 -  â 7 ðàç, â òî âðåìÿ êàê åãî ñîäåð-

æàíèå â Ï1 èìååò òåíäåíöèþ ê óâåëè÷åíèþ, õîòÿ
ðàçëè÷èÿ íåäîñòîâåðíû (ð > 0,05).

Òàêèì îáðàçîì, ââåäåíèå ýòàïîâ âûñàëèâàíèÿ â

ìåòîä ïîëó÷åíèÿ ïðèâåëî ê èçìåíåíèþ ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ: óâåëè÷èëîñü ñîäåð-
æàíèÿ áåëêà â ïðåïàðàòàõ ñ àíàëîãè÷íîé ìîëåêóëÿð-

ÐÈÑ. 3.
Âëèÿíèå ïðåïàðàòîâ èç êîæè ñâèíüè íà âîññòàíîâëåíèå ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôîíîâûõ ðîçåò-

êîîáðàçóþùèõ êëåòîê (ôÐÎÊ) ñåëåçåíêè òèìýêòîìèðîâàííûõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó

äåéñòâèþ àçàòèîïðèíà. À) - ìåòîä ñ âûñàëèâàíèåì; Á) - ìåòîä áåç âûñàëèâàíèÿ.
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íîé ìàññîé, óìåíüøèëîñü ñîäåðæàíèÿ óãëåâîäîâ è

îáùèõ ëèïèäîâ; çíà÷èòåëüíî ñîêðàòèëîñü ñîäåðæà-
íèå ÐÍÊ â ïðåïàðàòàõ ¹2 è ¹3 è äîñòîâåðíî íå
èçìåíèëîñü èõ ñîäåðæàíèå â ïðåïàðàòå ¹1.

Ìû ñðàâíèëè èììóíîëîãè÷åñêèå ñâîéñòâà ïðåïà-
ðàòàîâ, ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè.
Íà ðèñ. 2 (À, Á) ïðèâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç

âëèÿíèÿ ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ îáîèìè ìåòîäàìè,
íà êîëè÷åñòâî ÀÎÊ ñåëåçåíêè ìûøåé íà ïèêå ïåð-
âè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà. Àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ,

èìåþùèõ îäèíàêîâóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó, íî ïî-
ëó÷åííûõ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè, îòëè÷àåòñÿ. Ìàê-
ñèìàëüíîé àêòèâíîñòüþ â äàííîì òåñòå îáëàäàåò

ïðåïàðàò ¹3, ïîëó÷åííûé áåç âûñàëèâàíèÿ è ïðåïà-
ðàò ¹2, ïîëó÷åííûé ñ âûñàëèâàíèåì. Êðîìå òîãî,
èçìåíÿåòñÿ õàðàêòåð çàâèñèìîñòè àêòèâíîñòè îò

äîçû. Åñëè Ï2, ïîëó÷åííûå ìåòîäîì áåç âûñàëèâà-
íèÿ ïðè äîçå 10 ìêã/ìë èìåþò ìèíèìàëüíóþ àêòèâ-
íîñòü, òî Ï2  ñ âûñàëèâàíèåì - ìàêñèìàëüíóþ. Ï1

áåç âûñàëèâàíèÿ èìååò ìàêñèìàëüíóþ àêòèâíîñòü
ïðè äîçå 10 ìêã/ìë, â òî âðåìÿ êàê Ï1 ñ âûñàëèâà-
íèåì - ïðè äîçå 100 ìêã/ìë.

Àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ ðàçëè÷íûìè
ìåòîäàìè, òàêæå îòëè÷àåòñÿ â òåñòå âîññòàíîâëå-
íèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôîíîâûõ ÐÎÊ òèìýêòîìèðî-

âàííûõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ ààçà-
òèïðèíà (ðèñ. 3 À, Á). Èç ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ
ìåòîäîì áåç âûñàëèâàíèÿ, àêòèâíîñòüþ â äàííîì

òåñòå îáëàäàë ëèøü Ï3, â òî âðåìÿ êàê ñðåäè ïðå-
ïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñ âûñàëèâàíèåì, àê-
òèâíû âñå òðè. Ïðåïàðàò ¹3, ïîëó÷åííûé ìåòîäîì

áåç âûñàëèâàíèÿ, àêòèâåí â êîíöåíòðàöèè 10 ìêã/
ìë. Ïðåïàðàò ¹3, ïîëó÷åííûé ìåòîäîì ñ âûñàëè-
âàíèåì, àêòèâåí â êîíöåíòðàöèè 20 ìêã/ìë.

Âûâîäû:

1. Ðàçðàáîòàí íîâûé ìåòîä ïîëó÷åíèÿ èììóíî-
òðîïíûõ ïðåïàðàòîâ èç êîæè ñâèíüè, âêëþ÷àþùèé
ýòàïû âûñàëèâàíèÿ. Ýòèì ìåòîäîì áûëè âûäåëåíû

òðè ïðåïàðàòà ñ òåìè æå ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè,
÷òî è è ðàíåå âûäåëåííûå ïðåïàðàòû.

2. Èçó÷åíû  ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ïðåïà-

ðàòîâ: îïðåäåëåíî ñîäåðæàíèå áåëêà, ÐÍÊ, óãëåâî-
äîâ è îáùèõ ëèïèäîâ.

3. Èçó÷åíû íåêîòîðûå èììóíîëîãè÷åñêèå ñâîé-

ñòâà: ïîêàçàíî, ÷òî âñå òðè ïðåïàðàòà óâåëè÷èâàþò
êîëè÷åñòâî àíòèòåëîîáðàçóþùèõ êëåòîê ñåëåçåíêè
ìûøåé íà ïèêå ïåðâè÷íîãî èììóííîãî îòâåòà è

âîññòàíàâëèâàþò ÷óâñòâèòåëüíîñòü ôîíîâûõ ðîçåò-
êîîáðàçóþùèõ êëåòîê ñåëåçåíêè òèìýêòîìèðîâàí-
íûõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó äåéñòâèþ àçàòèîïðè-

íà.
4. Ïðîâåäåí ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ôèçèêî-õèìè-

÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ,

ïîëó÷åííûõ äâóìÿ ìåòîäàìè: áåç âûñàëèâàíèÿ è ñ
âûñàëèâàíèåì. Îí ïîêàçàë, ÷òî ââåäåíèå âûñàëèâà-
íèÿ ñóëüôàòîì àììîíèÿ ïðèâåëî ê èçìåíåíèþ ôè-

çèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ ïðåïàðàòîâ, èìåþùèõ
îäèíàêîâóþ ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó: óâåëè÷èëîñü ñî-
äåðæàíèÿ áåëêà â ïðåïàðàòàõ è óìåíüøèëîñü ñîäåð-

æàíèÿ ÐÍÊ, óãëåâîäîâ è îáùèõ ëèïèäîâ.
5. Ââåäåíèå ýòàïîâ âûñàëèâàíèÿ ïðèâåëî ê óâå-

ëè÷åíèþ èììóíîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè: ïðåïàðàòû

¹1 è ¹2 ñòàëè ïðîÿâëÿòü àêòèâíîñòü â òåñòå âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ôîíîâûõ ÐÎÊ ñåëå-
çåíêè òèìýêòîìèðîâàííõ ìûøåé ê èíãèáèðóþùåìó

äåéñòâèþ àçàòèîïðèíà. Èçìåíèëñÿ õàðàêòåð çàâèñè-
ìîñòè àêòèâíîñòè âñåõ òðåõ ïðåïàðàòîâ îò äîçû â
ìåòîäå Åðíå.
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