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ПОЛУЧЕНИЕ СТАНДАРТНЫХ АНТИГЕНОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ
ЛЕЙКОЗА КРУПНОГО РОГАТОГО СКОТА

Боровиков С.Н., Шрамко А.Ю.

Лейкоз крупного рогатого скота представляет одну из самых острых
проблем практической ветеринарии в Республике Казахстан и наносят огромный
экономический ущерб. Диагностика этих инфекций предусматривает
использование высокоочищенных специфических антигенов. Из существующих
методов получения антигенных комплексов наиболее распространен метод
культивирования перевиваемой линии клеток почки эмбриона овцы (FLK),
хронически продуцирующей вирус лейкоза. Далее следует длительная процедура
очистки целевого продукта, не всегда оканчивающаяся успешно. Выход
антигена при этом незначителен. Метод использования рекомбинантных
штаммов микроорганизмов, продуцирующих антиген в виде экзотоксина, более
эффективен, но требует дополнительных этапов очистки.

Этих сложностей можно избежать, используя метод гибридомной
технологии – получение моноклональных антиидиотипических антител,
моделирующих эпитопы антигенов. Термином «идиотипы» обозначают
индивидуальные эпитопы в пределах вариабельных участков
иммуноглобулиновых молекул, синтезируемых одним клоном
антителообразующих клеток. Известно, что антиидиотипы могут заменить или
имитировать действие антигенов. В этой связи, получение штаммов –
продуцентов моноклональных антиидиотипических антител, моделирующих
эпитопы антигенов вируса лейкоза крупного рогатого скота (ВЛКРС) позволят
значительно упростить процедуру получения высокоспецифичного антигена при
производстве диагностических тестов.

На первом этапе работы предусмотрена иммунизация лабораторных
животных антителами, специфичными к антигенам вируса лейкоза. Для
повышения эффективности иммунизации необходимо фрагментировать
молекулу иммуноглобулина и конъюгировать Fab-фрагменты с
высокомолекулярными носителями.

Цель – получение Fab-фрагментов моноклональных антител (МКА),
конъюгация их с высокомолекулярными носителями и определение пригодности
для иммунизации мышей, с целью получения продуцентов моноклональных
антиидиотипических антител, несущих внутренний облик диагностически
значимых антигенов ВЛКРС.

Для приготовления фрагментированных препаратов МКА, был
осуществлен ферментативный гидролиз при помощи ферментов пепсина и
папаина и получены Fab и F(ab)2 – фрагменты иммуноглобулинов.
Идентификацию полученных Fab фрагментов МКА проводили с помощью



метода электрофореза. Разделение полученной смеси проводили с помощью
колоночной хроматографии с различными носителями (G-75, S-200). В
результате удалось отделить не только Fab и Fc фрагменты иммуноглобулина, но
и низкомолекулярные пептиды, которые образуются как продукты деградации.

Следующей задачей  являлся подбор оптимальных носителей различной
химической природы для получения конъюгированных препаратов с Fab
фрагментами МКА. В первом случае, в качестве носителя использовали раствор
бычьего сывороточного альбумина (БСА). В качестве антител были
использованы Fab фрагменты МКА, специфичные к полипептидному антигену
вируса лейкоза КРС штамма гибридных клеток (Mab/2F9-p24, регистрационный
номер C-RKM-0277), полученные в НИИ биотехнологии КАТУ им.
С.Сейфуллина.

Приготовление специфического конъюгата осуществляли по методу (Greg
T. Hermanson, 1995). Следующим этапом была очистка приготовленного
конъюгата от несвязанных компонентов реакции. Этот этап имеет большое
значение, так как для получения иммунного ответа требуется именно
конъюгированный препарат, структура которого изменена за счет модификации
химических связей. Несвязанный альбумин в организме будет вызывать
дополнительную нагрузку на иммунную систему и в итоге влиять на фоновый
показатель при иммуноферментном выявлении специфических антител.

Очистку конъюгата проводили методом гельфильтрации на оборудовании
для хроматографии фирмы «Pharmacia». Хроматограмма показала наличие двух
фракций, что говорит о содержании двух видов веществ: в пике №2 – «сшитого»
конъюгата, а в пике №1 – молекул БСА не вступивших в реакцию с антителами.
Для работы отобрана вторая фракция.

Кроме БСА, для получения коньюгатов были использованы в качестве
носителя наноматериалы – частицы коллоидного золота. Активность конъюгата
проверяли в dot-варианте иммуноферментного анализа. Положительная реакция
указывает на специфическое связывание антигена и МКА. Это говорит о
активности конъюгата на основе коллоидного золота.

Также, проведена работа по получению конъюгата на основе латексных
частиц. Молекулы латекса обладают достаточно большим размером для
узнавания иммунной системой и хорошими сорбционными свойствами в
отношении белковых молекул. Получение конъюгированных препаратов на
основе латексных наночастиц для выработки иммунного ответа к
специфическим детерминантам моноклональных антител проводили по методу
(Ковалев И.Е., Полевая О.Ю., 1985).

Все полученные конъюгаты, при введении в организм подопытных
животных, стимулировали в различной степени выработку специфических
антител к исходному антигену.

В результате выполнения исследований получены Fab фрагменты
специфических иммуноглобулинов, подобраны оптимальные методы
конъюгации носителей различной химической природы с фрагментами МКА и
получены препараты для иммунизации лабораторных животных.


