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РЕФЕРАТ

Отчет 39 с., 8 рис., 5 табл., 59 источников, 5 приложения.
МОЛОЧНОКИСЛЫЕ БАКТЕРИИ, ПЛАЗМИНОГЕН, ПЛАЗМИН, БЕЛОК-РЕЦЕПТОР, ПРОБИОТИКИ, СКРИНИНГ, ВЕСТЕРН-БЛОТ, FPLC ХРОМАТОГРАФИЯ 
Объекты исследования – молочнокислые бактерии, белок – рецептор плазминогена.

Цель НИР – выделение из традиционных казахских продуктов питания нового штамма молочнокислых бактерий, продуцирующего белок-рецептор к плазминогену человека, и изучение природы рецепции и пробиотические свойства. 

Скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность 35 изолятов молочнокислых бактерий, в том числе 15 новых выделенных в настоящей работе изолятов позволил обнаружить 3 штамма с плазминоген-связывающей активностью и выбрать новый штамм-продуцент белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum Р11, выделенный из домашнего масла, для дальнейшей работы.

Изучены 3 пробиотических свойства штамма Lactobacillus plantarum Р11: антимикробная активность, устойчивость к кислоте и устойчивость к желчи (в модели условий желудочно-кишечного тракта), которые соответствуют общепринятым критериям, установленным для пробиотических культур. 

Проведена очистка препарата белка-рецептора Plg из лизатов клеток L. plantarum Р11, полученных после ультразвуковой гомогенизации и определены физико-химические свойства белка-рецептора Plg: молекулярная масса, изоэлектрическая точка (pI) и субъединичная структура с помощью методов биохимии и молекулярной биологии. Сравнительный анализ результатов хроматографии FPLC на Q-сефарозе препарата белка-рецептора Plg и бычьего сывороточного альбумина (pI = 4.8) позволил оценить pI белка-рецептора Plg, как ≤ 4.8. Результаты ДСН-ПАА гель-электрофореза и Вестерн- блот анализа указывают на то, что белок-рецептор Plg с молекулярной массой 47 кДа и Plg образуют стабильный комплекс. Обнаруженный белок-рецептор Plg из L. plantarum Р11 элюируется в объеме исключения колонки гель- фильтрации с Sephadex G-75, что свидетельствует о свойстве белка-рецептора Plg образовывать четвертичные структуры. Изученные физико-химические свойства белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11 имеют сходство с известным из литературы рецептором Plg, а именно: енолазой из L. plantarum LM3.
Область применения: медицинская биотехнология.



РЕФЕРАТ
Есеп 39 б., 8 сурет., 5 кесте., 59 әдебиет көздері, 5 қосымша.
СҮТҚЫШҚЫЛДЫ БАКТЕРИЯЛАР, ПЛАЗМИНОГЕН, ПЛАЗМИН, АҚУЫЗ-РЕЦЕПТОР, ПРОБИОТИКТЕР, СКРИНИНГ, ВЕСТЕРН-БЛОТ, ХРОМАТОГРАФИЯ FPLC
Зерттеу нысандары – сүтқышқылды бактериялар, плазминогеннің ақуыз- рецепторы.
ҒЗЖ-ның мақсаты – қазақтың дәстүрлі тағам өнімдерінен адам плазминогеніне ақуыз-рецепторын өніретін сүт қышқылды бактериялардың жаңа штамдарын бөліп алу және рецепцияның табиғаты мен пробиотикалық қасиеттерін зерттеу.
Plg-байланысу белсенділігіне СҚБ 35 изоляттарын скринингтеу жұмысы, соның ішінде осы жұмыста бөлініп алынған 15 жаңа изоляттарды қосқанда, 3 плазминоген рецепторларын анықтап, әрі қарай Plg ақуыз-рецепторын өндіретін жаңа штамм ретінде қолдың сары майынан бөлініп алынған L. plantarum P11 таңдап алуға мүмкіндік берді.
Lactobacillus plantarum P11 штаммының 3 пробиотикалық қасиеті зерттелді: пробиотикалық культураларға арналып құрылған, жалпы қабылданған өлшемдерге сай келетін микробқа қарсы белсенділік, қышқылға төзімділік және өт төзімділігі (асқазан-ішек жолдарының жағдайы моделінде).
Ультрадыбыстық гомогенизациядан кейін алынған L. plantarum P11 жасушалық лизаттарынан Plg ақуыз-рецепторын дайындау және Plg ақуыз-рецептордың физика-химиялық қасиеттері анықталды: биохимия және молекулалық биология әдістерін қолдана отырып молекулалық салмақ, изоэлектрлік нүкте (pI) және суббірліктік құрылымы. Plg мен ірі қараның сарысуындағы альбуминдердің (pI = 4.8) Q-сефарозасындағы FPLC салыстырмалы хроматографиясы pI R-Plg-ді≤ 4.8 деп бағалауға мүмкіндік берді. ДСН-ПAA гельді электрофорез және Вестерн-блотталдау нәтижелері молекулалық массасы 47 кДа R-Plg мен Plg тұрақты кешен түзетінін көрсетеді. L. plantarumP11-ден анықталған R-Plg Sephadex G-75 гельді-фильтрацияның оқшауланған мөлшерінде элюирленеді, бұл R-Plg-нің төрттік құрылым құра алатындығын көрсетеді. L. plantarum P11 штаммынан алынған R-Plg физикалық-химиялық қасиеттері бойынша әдебиет көздерінен белгілі Plg рецепторына ұқсас, атап айтқанда L. plantarum LM3-нің енолазасы.
Қолдану аймағы: медициналық биотехнология.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
	БЕЛОК-РЕЦЕПТОР
	- белковая молекула или молекулярный комплекс, расположенные на поверхности клетки или внутри ее, которые способны специфически связывать другие молекулы, несущие внешние для клетки регуляторные сигналы или реагировать на физические факторы 

	БСА
	- бычий сывороточный альбумин

	ВЕСТЕРН-БЛОТ
	- аналитический метод для идентификации белка в сложных смесях или экстрактах с использованием специфичных антител. На первом этапе смесь белков разделяется методом электрофореза в присутствии додецилсульфата натрия (ДСН).  Далее белки переносят на нитроцеллюлозную или PVDF-мембрану, затем проводят иммунозондирование с использованием антител, специфичных к заданному белку

	ДНК
	- дезоксирибонуклеиновая кислота (DNA)

	МРС, MRS
	- среда Мана, Рагозы и Шарпа (Man-Rogosa-Sharpe – MRS)

	ЖСП
	- жизнепособность

	ВБ
	- внеклеточные белки 

	ДСН
	- додецилсульфат натрия (SDS)

	МКБ
	- молочнокислые бактерии

	МЭТ
	- 2-меркаптоэтанол

	ПААГ
	- полиакриламидный гель

	ПЛАЗМИНОГЕН
	 - циркулирующий профермент, кодируемый геном plg на 6-й хромосоме 

	ПЛАЗМИН
	- сериновая протеаза, образующаяся из циркулирующего  профермента плазминогена и вызывающая гидролиз множества белков. Наиболее важна его функция по разрушению фибриновых сгустков. Из плазмина образуется ангиостатин, ингибитор ангиогенеза

	ПРОБИОТИК
	- живые микроорганизмы, применение которых в адекватных количествах оказывает оздоровительный эффект на организм человека

	СКРИНИНГ
	- метод, используемый для выборочного выделения целевых видов микробов из огромного сообщества микробов

	TE буфер
	- буферный раствор (Трис и ЭДТА)

	УЗ дезинтеграция
	-ультразвуковое гомогенизирование

	ЭДТА
	- этилендиаминтетрауксусная кислота 

	ЭЛЕКТРОФОРЕЗ
	- разделение ДНК-продуктов или белков в агарозном или полиакриламидном геле под действием электрического тока

	CFS
	- Cell Free Supernatant, бесклеточная надосадочная жидкость

	PBS
	- Phosphate-buffered saline (сокращенно PBS) является буферным раствором, обычно используемым в биологических исследованиях. 

	Plg
	- плазминоген

	PVDF
	- поливинилиденфторид, мембрана, на которую производят электроперенос белков в методе Вестерн-блот

	TBS
	- Tris-buffered saline (сокращенно TBS) представляет собой буфер, используемый в некоторых биохимических методах.

	pI
	- изоэлектрическая точка (pI) — pH среды, при которой макромолекула не несёт электрического заряда

	PMSF
	- фенилметилсульфонилфторид - ингибитор сериновых протеаз


ВВЕДЕНИЕ
Поскольку молекулярные механизмы действия пробиотиков до конца не охарактеризованы, в мировом научном сообществе активно проводятся исследования, раскрывающие эти механизмы. Пробиотические препараты на основе молочнокислых бактерий оказывают положительное влияние на организм человека и животных. Так, применение пробиотиков помогает восстановлению кишечной микрофлоры, снижает частоту аллергических реакций, а также риск образования рака толстого кишечника. 

Идея, заявленной в проекте темы исследования существует в мире, но в Казахстане не разрабатывается, хотя результаты подобных исследований важны для понимания механизмов действия пробиотиков, иммобилизирующих плазминоген человека. 

Актуальные геномные и протеомные исследования зарубежных ученых, направлены на обнаружение генов и белков пробиотических микроорганизмов, оказывающих свое благотворное воздействие на здоровье человека. В Казахстане исследования роли белков-рецепторов Plg в функционировании пробиотиков не проводятся. Выделение из казахских традиционных продуктов питания (казы, кумыс, айран и др.) штаммов МКБ, взаимодействующих с плазминогеном, и изучение природы взаимодействия с белком-рецептором Plg открывает путь к получению новых потенциальных пробиотических препаратов. 
Научные данные, полученные в ходе заявляемого исследования, будут значимы при разработке биопрепаратов с направленным действием. Наряду с уже имеющимися в мировой науке разработками, они внесут вклад в развитие разработок в Казахстане собственных биопрепаратов и новых продуктов, в качестве профилактических и терапевтических агентов для лечения заболеваний человека. Проект имеет значение для решения вопросов охраны здоровья и повышения благополучия населения. Результаты проекта будут иметь также социальный спрос в области высшего образования и фундаментальных наук по специальности биотехнология, биохимия, молекулярная биология, в области медицины. 
Исследования проводились в рамках календарного плана на 2019 г., представленного в Приложении А:

1. Провести скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность и выбрать штамм с Plg-связывающей активностью. 

2. Изучить пробиотические свойства штамма-продуцента белка-рецептора Plg.

3. Провести очистку белка-рецептора Plg из штамма-продуцента. Определить физико-химические свойства белка-рецептора Plg (молекулярную массу, изоэлектрическую точку, субъединичную структуру).
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1.1 Внеклеточные белки, секретируемые пробиотическими бактериями 
В течение последних нескольких лет, накопился значительный объем научных доказательств о том, что некоторые поверхностно-связанные и внеклеточные компоненты, синтезируемые пробиотическими бактериями, могут быть ответственны за некоторые их функции. Эти бактериальные компоненты могут напрямую взаимодействовать с эпителиальными клетками хозяина, они включают экзополисахариды, бактериоцины, пептидогликаны, тейхоевые кислоты, поверхностно-связанные и внеклеточные белки [1].

Внеклеточные белки – это те белки, которые находятся в бактериальном окружении, проходя пассивно или активно через цитоплазматическую мембрану, и могут нековалентно связываться с бактериальной поверхностью. В настоящее время выяснение молекулярных механизмов, лежащих в основе полезных эффектов пробиотиков, является привлекательным полем деятельности в микробиологии кишечника. Среди различных внеклеточных факторов, ответственных за эти процессы, белки, секретируемые в окружающую среду пробиотическими бактериями, внеклеточные белки (ВБ) могут быть посредниками в определенных взаимодействиях, так как они могут напрямую взаимодействовать с клетками слизистой ткани, например, эпителиальными и иммунными клетками [2].

По сравнению с другими бактериальными компонентами, интерактивные возможности внеклеточных белков/пептидов менее изучены. Установлено, что белки, синтезируемые пробиотиками, вносят изменения в клетках хозяина [1]. Тем не менее, молекулярно-биологические особенности этих белков и их клеточных мишеней по-прежнему недостаточно изучены. 

1.2 Иммобилизация плазминогена на поверхности бактерий
Система «плазминоген – плазмин» изначально исследовалась в связи с фибринолитической активностью, в то время как, в настоящее время установлено ее ключевое участие в процессах гомеостаза, хемотаксиса, ремоделирования ткани (гемопоэтических регенерациях), а также в процессах протеолиза внеклеточного матрикса и базальной мембраны, способствующих клеточной миграции в эукариотах, как в физиологических, так и в патологических процессах [3,6].

Одиночная цепь (91 кДа) плазминогена (Plg) расщепляется на две функциональные цепи плазмина под действием активаторов плазминогена: тканевого активатора (tPA) Plg или урокиназы (uPA). Первый участвует в основном в фибринолизе, а второй участвует в основном в эукариотической клеточной миграции. Преобразование Plg в активный плазмин является высоко регулируемым процессом, включающим ингибиторы Plg-активаторов (PAI 1 и PAI 2). Ингибиторами плазмина являются α2-антиплазмин (α2АР) и ɑ2-макроглобулин [7]. 

Различные микробные патогены взаимодействуют с системой плазминогена хозяина, что приводит к микробному распространению через тканевые барьеры и вторжению в органы [8, 9]. Этому способствует иммобилизация Plg на рецепторе, экспонируемом на поверхности бактерий - патогенов и процессинг Plg активаторами плазминогена (tPA, uPA) со стороны хозяина или бактериальными активаторами, секретируемыми или ассоциированными с поверхностью бактериальной клетки. Прообразами секретируемых бактериальных протеолитических активаторов Plg являются стрептокиназы (streptokinases) из группы A, C и G стрептококков и стафилокиназы (staphylokinases) из лизогенных штаммов Staphylococcus aureus [6, 9, 10]. Некоторые бактериальные активаторы Plg (напр., стрептокиназа) образуют комплекс с плазмином, защищая его от инактивации α2-АР, и усиливая распространение и тканевое вторжение бактерий. Некоторые бактериальные рецепторы Plg были идентифицированы у патогенов и непатогенов, и, в основном, являются многофункциональными поверхностными белками [10].

Иммобилизация плазминогена на поверхности бактерий, создает условия для протеолитического перехода плазминогена в плазмин под действием активаторов организма хозяина. Плазмин – это высокоактивная сериновая протеаза, которая в комплексе с бактерией защищена от инактивации циркулирующим ингибитором α2-антиплазмином (α2AP) [11, 12]. Ассоциация бактерии с плазмином повышает ее поверхностно-связанную протеолитическую активность, которая может положительно сказаться на выживаемости бактерий или облегчать инвазию в организме хозяина [12]. Плазмин - протеаза с широким спектром субстратов, которая гидролизует фибрин, белки внеклеточного матрикса, и активирует ферменты человека, атакующие компоненты соединительной ткани [13].

Взаимодействие с плазминогеном может также повышать адгезивность бактерий. Плазминоген связывается с рецепторами на клеточной поверхности бактерий, а также с молекулами интегрина на эукариотических клетках и, таким образом может повышать адгезию бактерий к эпителию хозяина посредством «мостиковых» механизмов [14, 16]. Плазминоген, но не плазмин, является посредником in vitro адгезии S. pneumoniae к эпителиальным и эндотелиальным клеткам легких.

Трансмиграция S. pneumoniae через эндотелиальные и эпителиальные клеточные слои усиливается от повреждений межклеточных контактов, вызываемых действием активного плазмина [17]. Эти повреждения могут способствовать миграции пневмококков через тканевые барьеры. Плазминоген, иммобилизованный на поверхностях клеток линии респираторного эпителия человека и эндотелиальных клеток, производных головного мозга, поддерживает in vitro адгезию пневмококков, но не увеличивает пневмококковую инвазию в клетки-мишени [18]. 

Плазминоген усиливает адгезию, а также β-1 integrin-зависимую инвазию S. pyogenes в кератиноцитах [15], и moonlighting рецепторы плазминогена являются важными факторами вирулентности также для группы стрептококков [19, 20]. 

1.2.1 Иммобилизация плазминогена в фимбриях, жгутиках, и поверхностных протеазах

Фимбриальные волокна состоят из сотен копий главной субъединицы fimbrillin и нескольких экземпляров часто расположенных на кончике волокна немногочисленных белков, которые отвечают за адгезивные, лектин- подобные свойства фимбриальных типов [21, 22]. Несколько фимбриальных типов E.coli и Salm. enterica иммобилизуют плазминоген на поверхности бактерий лизин-зависимым способом и повышают его активацию, таким образом локализуя комплекс бактерии с плазмином на тканях –мишенях с помощью бактериальных лектинов [23, 25]. 

Молекулярные детали этих взаимодействий остаются пока механистически не охарактеризованными. Однако хорошо известно, что ассоциация фимбрии с плазминогеном происходит не через лектин- подобные взаимодействия и, таким образом, может рассматриваться как moonlighting активность, присущая нитчатым структурам.

Штаммы E coli, экспонирующие S-фимбрии, вызывают менингит у новорожденных. Генетические исследования показали, что в ассоциации плазминогена участвует минорная субъединица фимбрии, отличная от лектиновой субъединицы, связывающей сиаловую кислоту [25]. 

Распространенным нитевидным адгезином, экспрессируемым в E.coli и S. еnterica, является Curli и уже показано его взаимодействие с контактной фазой белков человека [26]. Эти взаимодействия приводят к лихорадке, гипотензии и нарушениям свертываемости крови, связанным с инфекциями.

Приведенные примеры показывают, что фимбриальные волокна влияют на бактериальную колонизацию и патогенность посредством других функций, отличных от их адгезии к ткани хозяина. Кроме того, жгутиковые волокна иммобилизуют плазминоген, по-видимому, с помощью боковых остатков лизина, экспонированных на поверхности волокна, и тем самым повышают протеолитическую активность на поверхности клеток [27].

Жгутики связаны с бактериальной подвижностью, но также обладают адгезивными свойствами. Жгутики Pseudomonas aeruginosa, связываются с гепаран- сульфатом протеогликанов на базолатеральной поверхности эпителия дыхательных путей [28] и с детерминантами Lex и сиалил Lex дыхательных муцинов человека [29]. Жгутики С. enterica выполняют функцию, связанную не только с ассоциацией плазминогена [18], но и участвуют в повышение эффективности образования биопленки на поверхностях, содержащих холестерин [30].

Поверхностная протеаза Pla является активатором плазминогена и мощным фактором вирулентности бактерии чумы Yersinia pestis. Образовавшийся плазмин, по-видимому, регулирует разрушение гемостаза у людей [31]. Энзим Pla увеличивает вирулентность Y.pestis также посредством механизмов, которые не связаны с протеолизом. Фермент Pla опосредует адгезию к ламинину базальных мембран [32], которые чувствительны к плазмину, активированному, например, самой Pla. Деградация ламинина, по-видимому, нужна, чтобы ослабить тканевые барьеры и улучшить миграцию бактерий на ранних стадиях чумы. Другой не протеолитический механизм с участием поверхностного Pla, расширяющий бактериальное распространение – это инвазия в альвеолярные макрофаги, через взаимодействие Pla с лектиновым рецептором С-типа DEC-205 [33].

1.2.2 Иммобилизация плазминогена на поверхности комменсальных бактерий
В то время как рецепция плазминогена стала известна для патогенов более пятнадцати лет назад [33, 34], только в конце прошлого десятилетия было установлено, что ассоциация с Plg также возможна у безвредных комменсальных бактерий [35-37]. Причем биологические функции такого взаимодействия остаются в значительной степени неизвестными. Хотя некоторые штаммы Lactobacillus и Lactococcus очень эффективны в повышении tPA-катализируемой активации плазминогена, тем не менее, активность плазмина в нейтральной среде низкая, т.к. он диссоциирует с поверхности МКБ [38] предполагая, что у МКБ не реализована система плазминогена для протеолиза аналогично способу, который реализован у патогенных бактерий. Это позволяет предположить, что повышение активности плазмина с помощью лактобацилл остается локальным и может функционировать в случае ассоциации свободного плазмина с фибрином, например, при растворении сгустков фибрина или тромбов в ранах. В этом случае плазмин будет защищен от действия ингибиторов.

Применение штаммов L. casei при лечении мышей, страдающих от пневмококковой пневмонии, понижает полифибриновые отложения в легких [39, 40]. В другой работе было показано, что L. сasei способна снижать активность факторов про-коагуляции [41]. 

Механизмы, действующие in vivo, описанные выше, очевидно, являются сложными, но результаты стимулируют ученых для дальнейших исследований роли и механизмов модуляции каскада фибринолиза/коагуляции комменсальными (синантропными) бактериями.

Эти немногочисленные работы показывают важность внеклеточных белков во взаимодействиях между МКБ и их хозяевами, а также демонстрируют новый вариант в механизмах взаимодействия бактерий с плазминогеном человека.
2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Объектами исследования служили внеклеточные белки из культур молочнокислых бактерий (МКБ), выделенных и идентифицированных нами в настоящем проекте в 2018 г (Таблица 1) и из штаммов, взятых из коллекции Центрального музея РКМ из различных казахских традиционных продуктов питания (Таблица 2). Все исследуемые штаммы в основном были домашнего производства (казы, домашние сметана, иримшик, масло, айран, кумыс, балык).

2.1 Проведение скрининга МКБ на плазминоген-связывающую активность и выбор штамма с Plg-связывающей активностью
Скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность проводили с помощью Вестерн - блот анализа, который включал электрофорез концентратов CFS с додецилсульфатом натрия (ДСН), электроперенос белков на мембраны PVDF (Immobilon-PSQ), и иммунозондирование. Вестерн-блот анализ проводили по общему протоколу проведения Вестерн-блот анализа (протокол производителя Hoefer® TE22 Tank Transfer unit, GE Healthcare, США). 

2.1.1 ПАА гель-электрофорез концентратов CFS с додецилсульфатом натрия         
ДСН-ПАА гель – электрофорез концентратов CFS (хранятся при -20 °С), проводили с предварительным нагреванием образцов до 95 °С в течение 2 мин. ДСН-полиакриламидный (ПАА) гель-электрофорез проводили по методу Лэмли [42] в 10 % ПАА геле с ДСН. Использовали систему для вертикального разделения Hoefer SE 250 (SE250-10A-0,75; Hoefer, США), подключали к источнику электропитания (Consort EV265 Electrophoresis Power Supply Programmable, Belgium) с режимом по напряжению 100 В и времени электрофореза 1 ч [43]. Использовали неокрашенные маркеры молекулярной массы белков в диапазоне 2,5–200 кДа (Invitrogen™, Mark12™ , ThermoFisher Scientific, США). После проведения электрофореза гели с белками окрашивали в красителе Кумасси (0,025% Кумасси G-250, 40% этанол, 7% уксусная кислота) в течении 30-60 мин. После полного окрашивания геля его промывали раствором для отмывки красителя (50% этанол, 7 % уксусная кислота). Гели фотографировали.

2.1.2 Электроперенос белков 

После проведения электрофореза электроперенос белков проводили в приборе Hoefer® TE22 Tank Transfer unit (GE Healthcare, США). ПАА гель с разделенными белками заливали буфером для переноса белков Б (25 мМ Трис, 192 мМ глицин, 3,5 мМ ДСН, 10 % этанол), ставили на орбитальный шейкер и уравновешивали в течение 10-15 мин. Затем готовили лист мембраны PVDF (Immobilon-PSQ), соответствующий размеру геля. PVDF мембрану выдерживали 15-20 секунд в спирте 90 %, 5 мин в деионизованной воде, а затем 5 мин в буфере Б. Для переноса белков на PVDF мембрану собирали "сэндвич". Для этого специальную губку, входящую в комплект прибора для переноса белков, вымачивали в буферном растворе для переноса белков и помещали в специальную пластиковую рамку, на нее помещали один лист фильтровальной бумаги, предварительно обрезанный в соответствии с размером мембраны и смоченный в буфере Б. Сверху помещали гель, а на его поверхность PVDF мембрану. На мембрану помещали второй лист фильтровальной бумаги, также предварительно смоченный в буфере Б, и сверху помещали вторую губку, смоченную в буфере Б. Рамку с «сэндвичем» скрепляли зажимами и медленно погружали в камеру прибора для электропереноса, заполненную буфером Б, так, чтобы PVDF мембрана была обращена к аноду. Электрофоретический перенос в процессе оптимизации режима проводили при температуре 10 ºС в интервале времени от 40 мин, напряжения тока 20 В и силы тока от 45 мА размеры геля и мембраны - 8,5х5 см [44, 46].

2.1.3 Иммунозондирование ВБ из CFS с помощью первичных и вторичных антител, конъюгированных с пероксидазой хрена 

Мембраны блокировали в 5%-ном (в/об.) обезжиренном растворе сухого молока в 50 мМ Tris-HCL pH 7,6, 150 мМ NaCl (TBS), содержащем 0,1% (об/об) Tween-20. После блокирования неспецифических центров мембрану инкубировали с 0,5 мкг/мл человеческого плазминогена (Plg) (Sigma-Aldrich, SRP6518) в фосфатном буфере (PBS) в течение ночи при 4°C и инкубировали в разведенном растворе (1:2500) первичных антител против плазминогена (Antibodies-online GmbH, ABIN5596692) в течение 1 часа. После трех 15-мин промываний с РBS + 0,1% Tween-20 связанные антитела были детектированы с помощью разведенного (1:20000) антикозьего вторичного антитела, конъюгированного с пероксидазой хрена (SIGMA, A8919) и раствором хромогенного субстрата диаминобензидина (ДАБ) в количестве 3 мг и 10 мкл 30% перекиси водорода в 10 мл 100 мМ Трис-HCL, рН = 7,6. Мембрану после окончания инкубации с субстратом и проявления окрашенных полос промывали, подсушивали, промокая фильтровальной бумагой и фотографировали [47]. 

2.2  Изучение пробиотических свойств штамма-продуцента белка-рецептора Plg
Объектом исследования был продуцент белка-рецептора Plg, L. plantarum Р11 и 4 штамма для сравнения: L. plantarum АТСС-8014 (RKM № 0019), L. plantarum pl382/T, (RKM № 0017), L. plantarum 2 (RKM № 0152) и L. plantarum (RKM № 0495), выделенные нами ранее и/или полученные из Центрального Музея РГП «Республиканская коллекция микроорганизмов».

2.2.1 Изучение антимикробной активности штамма-продуцента белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum Р11, выделенного из домашнего масла
Индикаторные организмы 

Грамотрицательный патоген Escherichia coli 157-B-RKM – 0040 и грамположительный патоген Staphylococcus aureus 209 PB-RKM – 0057, были получены из Центрального музея РГП «Республиканская коллекция микроорганизмов». Индикаторные организмы выращивали до стационарной фазы в среде питательного бульона (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Индия) при 37 ° C в аэробных условиях. Перед экспериментом ночные культуры доводили до однородных концентраций бактерий, а именно: 1,0 • 107 КОЕ / мл с помощью спектроскопии (OD600) и выдерживали в условиях охлаждения при 4 ° С [48]. 
Определение антимикробной активности

Для выявления антимикробной активности штаммов Lactobacillus была использована процедура отсроченного антагонизма Tagg et al. [49] с небольшими модификациями. Ночные культуры доводили до однородных концентраций бактерий с помощью спектроскопии (OD600 = 1,0), наносили на поверхность агара в чашках с MRS с помощью микробиологической петли (10 мкл) и инкубировали в микроаэрофильных условиях в течение примерно 48 ч при 37 ° С. После инкубации штаммы Lactobacillus выдерживали в парах хлороформа в течение 30 минут и проветривали в течение 20 минут. Этот шаг необходим для ингибирования культур, чтобы остановить их рост, который может маскировать зоны подавления роста индикаторных культур. Затем в 7 мл мягкого питательного агара (содержащего 0,7% агара) засевали 1 мл соответствующего индикаторного штамма (1,0 • 107 клеток), равномерно переливали на обработанные чашки и давали возможность затвердеть. После аэробной инкубации в течение ночи при 37 ° С чашки проверяли на образование зон ингибирования вокруг колоний-продуцентов. Диаметры зон ингибирования роста (ДЗИ) измеряли в миллиметрах (таблица 3). Для удобства длины зон ингибирования были разделены на интервалы. Зоны ингибирования для индикаторной культуры E. coli 0040: 5 - 15 мм – слабая активность (+); 15 - 20 мм - умеренная (++); 20 - 25 мм – высокая активность (+++); Зоны ингибирования для индикаторной культуры S. aureus 209р: 5 - 10 мм - (+); 10 - 15 мм (++); ≥15 мм (+++); Три независимых эксперимента были проведены с каждым штаммом Lactobacillus и были рассчитаны средние значения с последующим определением стандартного отклонения программой Excel (Microsoft Corporation, США).

2.2.2 Изучение толерантности штамма-продуцента белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum Р11, выделенного из домашнего масла, к моделируемым условиям желудочно-кишечного тракта 

Толерантность лактобацилл к стрессовым факторам в условиях симулированного желудочно-кишечного тракта была исследована в двухэтапном анализе в соответствии с работой Haller et al. [50] с небольшими изменениями. Вкратце, штаммы Lactobacillus культивировали в течение ночи в бульоне MRS при 37 ° С и осаждали центрифугированием 5 000 · g в течение 5 минут, дважды промывали в фосфатно-солевом буфере (PBS, pH 7,2) и доводили до 2 McFarland (A600 = 0,451), а именно 6,0 • 108 КОЕ / мл в PBS. В трехкратных анализах аликвоты по 0,1 мл бактериальной суспензии каждого штамма переносили в пробирки с 0,9 мл бульона MRS (в качестве контроля в двухэтапном анализе) и в пробирки с 0,9 мл соляной кислоты (рН 3,0) и после тщательного перемешивания инкубировали при 37 ° С в течение 1 ч. После инкубации аликвоты (0,1 мл) переносили в пробирки с 0,9 мл бульона MRS с добавленной 0,3% бычьей желчью B-8381 (Sigma-Aldrich, USA), тщательно перемешивали и инкубировали в течение еще 1 ч при 37 ° C. Контрольные пробирки продолжали оставаться в термостате. После инкубации отбирали аликвоты (0,1 мл) из контрольных и испытуемых пробирок для подсчета выживших клеток. Подсчет проводили 10-кратными серийными разведениями стерилизованным PBS pH 7,2 в микроцентрифужных пробирках. Был определен подходящий коэффициент разведения, и серийные разведения культуры высевали в двух экземплярах на агар MRS чашек Петри, затем инкубировали в микроаэрофильных условиях в системе BBL ™ CampyPak ™ Plus (BD company, США) в течение 48 ч при 37 ° С. После инкубации подсчитывали колонии и рассчитывали количество лактобацилл в соответствии со стандартом ISO 15214 [51]. Полученные данные (Табл. 4) представляют собой средние значения процента выживания после трех независимых анализов со стандартными отклонениями, рассчитанными с использованием программного обеспечения Excel (Microsoft Corporation, США). Процент выживания рассчитывали следующим образом:

	Процент выживания = Nt / Nc • 100
	(1) ,


где Nt = log КОЕ / мл после двухэтапной обработки и Nc = log КОЕ / мл (контроль).

2.3 Проведение очистки белка-рецептора Plg из штамма-продуцента. Определение физико-химических свойств белка-рецептора Plg (молекулярной массы, изоэлектрической точки, субъединичной структуры)

2.3.1 Получение клеточной массы из штамма L. plantarum Р11, выделенного из масла
Для выращивания штамма L. plantarum Р11 использовали обогащенные среды МРС-1 производства HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. (Индия), следующего состава (г/л): протеозопептон - 10, дрожжевой экстракт – 5, мясной экстракт – 10, глюкоза - 20, твин-80 – 1, аммония цитрат – 2, натрия ацетат 5, магния сульфат – 0,10, марганца сульфат – 0,05, натрия гидрофосфат – 2, рН 6,5. И плотные селективные среды МРС-4 производства HiMediaLaboratoriesPvt. Ltd. (Индия), (г/л): протеозопептон - 10, дрожжевой экстракт – 5, мясной экстракт – 10, глюкоза - 20, твин-80 – 1, аммония цитрат – 2, натрия ацетат 5, магния сульфат – 0,10, марганца сульфат – 0,05, натрия гидрофосфат – 2, агар-агар – 12, рН 6,5.

Штамм Р11 (L. plantarum), пересевали два раза в МРС-1. Бактерии выращивали в течение 18 ч при 37 °С до поздней логарифмической фазы. Культуральную жидкость штамма Р11 в объеме 2 л центрифугировали на Thermo Scientific Sorvall RC 6 Plus (Thermo Scientific, США) при 23000·g в роторе SLA-1500 в течение 30 мин при 4 °С для получения клеточной массы (~20 г мокрого веса). 

2.3.2 Получение цитоплазматической фракции из лизата клеток штамма L. plantarum Р11 после гомогенизации ультразвуком
Клетки ресуспендировали в буфере А (10 мМ Трис-НС1 буфере, рН 8.0, 1,0 мМ МЭТ; 1 мМ ЭДТА, 1 мМ PMSF) с конечным объемом 10 мл и подвергали УЗ дезинтеграции на холоду в ледяной бане в течение 45 мин (Hielscher ultrasonic device UP200S) в режиме: циклы – 0.9, Амплитуда - 80%, интервал – 1.5 мин-вкл / 1.5 мин-откл. После 30 мин центрифугирования 20800 × g при 4 °С (Eppendorf 5810R, Германия) в роторе Eppendorf F45-30-11) для удаления уцелевших клеток, супернатант (~8 мл) фильтровали через фильтр (MF-Millipore™ Membrane Filter, 0.45 µm, MERCK). Супернатант представлял цитоплазматическую фракцию. Концентрацию белка определяли по методу Брэдфорда [52].

2.3.3 Получение препарата белка-рецептора Plg из цитоплазматической фракции лизата клеток штамма L. plantarum Р11 

FPLC хроматографию цитоплазматической фракции лизата клеток штамма L. plantarum Р11 проводили на колонке Q – сефароза (Sigma, Fast Flow, 1 мл), уравновешенной буфером А. Цитоплазматическую фракцию, после определения проводимости белкового раствора с помощью кондуктометра SanXin DDS-11C (SanXin Instrumentation, Китай) разбавляли буфером А для понижения проводимости наносимого материала до значений близких к проводимости буфера нанесения (~в 10 раз) и наносили со скоростью 0,5 мл/мин на колонку, подключенную к системе ÄKTA pure 25, GE Healthcare Bio-Sciences AB. Затем адсорбированные на колонке белки элюировали изократно буфером А с 0,5 М концентрацией NaCl. Скорость элюции была 0,5 мл/мин, коллектор фракций включен во временном режиме сбора 1 мл на фракцию. Фракции элюции анализировали на наличие рецептора с помощью Вестерн-блот анализа. 

2.3.4 Определение молекулярной массы белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11
Определение молекулярной массы белка-рецептора Plg проводили с помощью метода ПАА гель-электрофореза с ДСН по Лэмли [42] и построения графика зависимости десятичного логарифма молекулярной массы белков в дальтонах от относительного расстояния миграции (Rf) этих стандартных белков. Относительные расстояния миграции (Rf) стандартных белков вычисляли по формуле:

	Rf = пробег белка/пробег красителя
	(2) 


2.3.5 Определение изоэлектрической точки белка-рецептора из L. plantarum Р11
Определение (оценку) изоэлектрической точки проводили с помощью FPLC анионобменивающей хроматографии на одной и той же колонке с Q- сефарозой и похожих условиях нанесения и элюции, поочередно БСА (5 мг) и препарата исследуемого рецептора Plg сравнивая профили двух белков: БСА (pI = 4.8) и рецептора Plg после элюции градиентом концентрации соли NaCL. Объем элюции исследуемого рецептора Plg анализировали с помощью Вестерн-блот анализа, объем элюции БСА по УФ поглощению А280.
2.3.6 Определение субъединичной структуры белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11
Гель-фильтрацию препарата белка-рецептора Plg проводили на колонке размером (1,6 см * 100 см), упакованной смолой Sephadex G-75 medium (Sigma US) с разделяющим интервалом 3000 Да - 80000 Да для глобулярных белков. На колонку, уравновешенную буфером А с 0.1 М NaCL наносили 8 мл цитоплазматической фракции из лизата клеток штамма L. plantarum Р11 после ультразвуковой гомогенизации (параграф 2.3.2). Скорость элюции была 0.5 мл в мин, объем фракций 2 мл. Plg-связывающая активность элюировалась в объеме исключения. Plg-связывающая активность определялась методом Вестерн-блот, а объем исключения по пику оптического поглощения А280 высокомолекулярного красителя голубой декстран (Blue Dextran 2000, GE Healthcare). 

3 Результаты исследований
3.1 Проведение скрининга МКБ на плазминоген-связывающую активность и выбор штамма с Plg-связывающей активностью
В 2018 году из казахских традиционных продуктов питания домашнего производства были выделены 15 новых штаммов молочнокислых бактерий (МКБ). Из выделенных штаммов и 20-ти коллекционных культур для последующего скрининга на плазминоген-связывающую активность с применением Вестерн-блот анализа были получены фракции внеклеточных белков: концентраты CFS. Был также проведен скрининг внеклеточных белков на плазминоген- связывающую активность 7 штаммов и у штамма Lactobacillus sakei Р2 был обнаружен Plg-связывающий пептид с активностью с приблизительной молекулярной массой в диапазоне 30-40 кДа.
В этом году мы провели скрининг остальных 8 (Р3 – Р6, Р8, Р9, Р11, Р12) выделенных нами штаммов (Таблица 1) и 20 штаммов, взятых из коллекции Центрального Музея РГП «Республиканская коллекция микроорганизмов » (Таблица 2) на плазминоген связывающую активность среди внеклеточных белков, как потенциальных рецепторов плазминогена человека с помощью Вестерн- блот анализа. 
Таблица 1 - Штаммы молочнокислых бактерий, выделенные в настоящем проекте 
	Штамм
	Источник выделения
	Концентрация ДНК (ng/μl)
	260/280
	Наименование штамма
	Идентичность, %

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Р 1 *)
	Казы 
	510,2
	2,17
	Lactococcus lactis 
	100**)

	Р 2 *)  
	Казы 
	3959,6
	1,92
	Lactobacillus sakei 
	99

	Р 3 
	Казы 
	50,5
	2,0
	Lactobacillus casei 
	99

	Р 4 
	Балык 
	45,5
	1,84
	Lactobacillus paracasei 
	100

	Р 5 
	Балык 
	62,8
	1,98
	Lactobacillus fermentum 
	99

	Р 6 
	Балык 
	83,3
	2,08
	Lactobacillus fermentum 
	99

	Р 7*)  
	Кумыс 
	1041,6
	1,98
	Pediococcus pentosaceus 
	99

	Р 8 
	Айран 
	83,6
	2
	Lactobacillus fermentum
	99

	Р 9 
	Айран 
	944,4
	2,05
	Pediococcus pentosaceus 
	99

	Р 10*)  
	Сметана 
	827,5
	2,16
	Lactobacillus pentosus 
	100

	Р 11
	Масло 
	3266,2
	2,03
	Lactobacillus plantarum 
	100

	Р 12 
	Сметана 
	130,4
	1,85
	Lactococcus lactis 
	99

	Р 13*)  
	Сметана 
	65,3
	1,99
	Lactobacillus plantarum 
	100

	Р 14*)  
	Творог 
	48,2
	2,02
	Lactobacillus plantarum 
	100

	Р 15*)  
	Кумыс 
	50,0
	1,79
	Lactobacillus casei 
	99

	Примечание -  *) – штаммы, прошедшие скрининг на плазминоген связывающую активность их внеклеточных белков; **) - Идентичность гена 16S rRNA у изолятов по отношению к штаммам, депонированным в базе данных NCBI.


Таблица 2 – Штаммы молочнокислых бактерий из Центрального музея РКМ
	Видовое название штамма
	РКМ №
	Источник выделения

	1
	2
	3

	Lactococcus lactis
	0024
	Выделен из цветов яблони

	Lactococcus lactis subsp. Lactis ТГ-1/ТМа/
	0042
	Не известен

	Lactococcus lactis AMC-23
	0048
	Не известен

	Lactococcus lactis CmГ-1
	0149
	Сметана домашняя

	Lactococcus lactis AM-2
	0150
	Айран домашний

	Lactococcus lactis L 18
	0357
	Не известен

	Lactococcus lactis L 6
	0358
	Не известен

	Lactococcus lactis
	0490
	Сметаны домашняя

	Lactococcus lactis 010 k
	0571
	Кумыс 

	Lactococcus lactis 026 ch
	0573
	Кумыс 

	Lactococcus lactis 08ck-2
	0648
	Не известен

	Lactobacillus plantarum 8RA-3pl +
	0015
	Коммерческий лактобактерин

	Lactobacillus plantarum 8RA-3pl -
	0016
	Коммерческий лактобактерин

	Lactobacillus plantarum pl 382/T
	0017
	Не известен

	Lactobacillus plantarum ATCC-8014
	0019
	Не известен

	Lactobacillus plantarum 30
	0026
	Пшеничная мука

	Lactobacillus plantarum 2
	0152
	Пшеничная мука

	Lactobacillus plantarum
	0495
	Не известен

	Lactobacillus plantarum
	0547
	Творог домашний

	Lactobacillus plantarum
	0670
	Не известен


На рисунке 1 А представлены результаты электрофореза концентратов CFS из выделенных нами штаммов (Р3 – Р6, Р8, Р9, Р12) и штамма из Центрального музея РКМ Lactobacillus plantarum 30 РКМ №0026 (дорожка 7) для сравнения. На рисунке 1 Б результаты Вестерн блот анализа. 
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Рисунок 1 – Результаты электрофореза (А) и скрининга на плазминоген связывающую активность (Б)
1 – L. casei Р3; 2 – L. paracasei Р4; 3 – P. pentosaceus Р9; 4 – L. fermentum Р6; 5 – L. fermentum Р8; 6 – L. fermentum Р5; 7 – L. plantarum 30 РКМ №0026; 8 – Lc. lactis Р12; стрелками указаны длины пробега маркерных белков (MW кДа);

Как видно на рисунке 1 Б, на дорожке 7 едва видны пептиды с молекулярными массами > и < 21.5 кДа, по-видимому, они слабо связываются с плазминогеном, но могут быть рецепторами или протеолитическими фрагментами, несущими домены связывания . Не было обнаружено пептидов с Plg-связывающей активностью у остальных штаммов (Рисунок 1 Б). Результаты скрининга на плазминоген связывающую активность на рисунке 2 показали два Plg-связывающих пептида с молекулярными массами в районе между 36.5 и 55.4 кДа и два пептида в районе близком к 21.5 кДа (Рисунок 2). Эти пептиды малого размера мы гипотетически отнесли к фрагментам больших Plg-связывающих пептидов (~47 кДа) и не рассматриваем в настоящем проекте, как и другие пептиды меньшего размера, хотя не исключена вероятность, что они могут быть нативными белками-рецепторами Plg. 
	[image: image5.jpg]



	[image: image6.jpg]




	А
	Б


Рисунок 2 – Результаты электрофореза (А) и скрининга на плазминоген связывающую активность (Б)
1 – Lc. lactis AMC-23 (0048); 2 – Lc. lactis 08ck-2 (0648); 3 – L. plantarum ATCC-8014 (0019); 4 - Lactobacillus plantarum Р11; 5 - Lactobacillus plantarum 2 (0152); 6 - Lactococcus lactis AM-2 (0150); 7 - Lactobacillus plantarum (0547); 8 - Lactococcus lactis L 6 (0358); 9 - Lactococcus lactis 026 ch (0573).
Остальные исследованные штаммы (Рисунок 3 и 4) не проявляли Plg-связывающую активность в условиях наших экспериментов. Небольшое число обнаруженных штаммов на рисунках 1 – 4, можно объяснить тем, что в методе скрининга (параграф 2.1) были использованы лимитирующие концентрации плазминогена. Мы использовали Plg в концентрациях < 0,5 мкг/мл, а в работах других авторов использовались концентрации Plg ≥1 мкг/мл [53]. 
Небольшое число обнаруженных штаммов на рисунках 1 – 4, можно объяснить тем, что в методе скрининга (параграф 2.1) были использованы лимитирующие концентрации плазминогена. Мы использовали Plg в концентрациях < 0,5 мкг/мл, а в работах других авторов использовались концентрации Plg ≥1 мкг/мл [53]. 
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Рисунок 3 – Результаты электрофореза (А) и скрининга на плазминоген связывающую активность (Б)
1 - Lactococcus lactis 010 k (0571); 2 - Lactococcus lactis 0024; 3 - Lactobacillus plantarum (0495); 4 - Lactococcus lactis subsp. Lactis ТГ-1/ТМа/ (0042); 5 - Lactobacillus plantarum 8RA-3pl- (0016); 6 - Lactococcus lactis (0490); 7 - Lactobacillus plantarum (0670); 8 - Lactococcus lactis CmГ-1 (0149).
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Рисунок 4 – Результаты электрофореза (А) и скрининга на плазминоген связывающую активность (Б)
1 - Lactobacillus plantarum 8RA-3pl+ (0015); 2 - Lactococcus lactis L 18 (0357); 3 - Lactococcus lactis (0024).
В наших экспериментах меньшие концентрации Plg применялись для того, чтобы исключить неспецифические связывания белков с плазминогеном. Такая стратегия позволила нам обнаружить рецепторы с высоким сродством к Plg, что присуще некоторым известным белкам-рецепторам Plg. Еще одним объяснением небольшого числа обнаруженных штаммов может быть тот факт, что внеклеточные белки в процессе их экстракции по причине эндогенного частичного протеолиза могли потерять сродство Plg и/или содержать фрагменты доменов связывания Plg, которые конкурентно ингибировали ассоциацию нативных рецепторов, как это было показано на примере α енолазы из Streptococcus pneumoniae в качестве рецептора Plg [54]. 
Таким образом, Plg-связывающими штаммами с высокой аффинностью к плазминогену оказались L. plantarum ATCC-8014 (0019) и Lactobacillus plantarum Р11, выделенный из домашнего масла в настоящем проекте (Рисунок 2).
3.2 Изучение пробиотических свойств штамма-продуцента белка-рецептора Plg
3.2.1 Изучение антимикробной активности штамма-продуцента белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum Р11, выделенного из домашнего масла
Целью этого этапа работы было изучить антимикробную активность нового штамма - продуцента белка-рецептора Plg, L. plantarum Р11 в качестве одного из пробиотических свойств штамма.

Как следует из определения, пробиотическая бактерия является "живым микроорганизмом, который при введении достаточных его количеств, полезен для хозяина [55]. Хотя термин «пробиотик» не может быть использован просто как синоним для возможных полезных участников микрофлоры, всеже штаммы человеческой микрофлоры часто являются источниками пробиотиков на основе положительных свойств, таких как конкретная польза для здоровья, выживание и сохранение в хозяине, безопасность и стабильность [55]. Однако штаммы, выделяемые из продуктов питания, также могут обладать пробиотическими свойствами. Общепринято характеризовать штамм как потенциально пробиотический, если он обладает рядом свойств, таких как адгезивная способность, толерантность к кислоте, желчи,  антимикробная активность и ряд других. Антимикробная активность лактобацилл против патогенов хорошо известное их свойство, т.к. лактобациллы веками использовались человеком для сохранения продуктов от микробного загрязнения. Последовательно, у лактобацилл исследовались иммуностимулирующие (адъюванты) и иммунорегулирующие свойства (например, болезнь воспаленного кишечника). Поскольку пробиотики применяют при лечении желудочно-кишечного тракта в форме напитков, продуктов питания или таблеток, свойство лактобацилл улучшать барьерные функции эпителиальной стенки кишечника по отношению к патогенам и токсинам также все больше привлекает внимание исследователей. 
Lactobacillus plantarum - одна из самых универсальных молочнокислых бактерий, которая может успешно обитать в различных экологических нишах. Она является обычным обитателем желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) человека и животных и используется в качестве закваски в различных процессах ферментации для различного пищевого сырья, включая молоко, фрукты, овощи и мясо. Кроме того, L. plantarum продается как культура, способствующая укреплению здоровья, то есть пробиотик [1].
Мы исследовали антимикробную активность у лактобациллы L. plantarum Р11, которая продуцирует рецептор плазминогена, который теоретически может посредством цепочки связей: «штамм Р11 – (прокариотический рецептор Plg) – плазминоген - (эукариотическая енолаза) - эукариотическая клетка» реализовывать адгезионную активность по отношению к эукариотической клетке.
Для сравнения были взяты 4 штамма: L. plantarum АТСС-8014 (RKM № 0019), L. plantarum pl382/T, (RKM № 0017), L. plantarum 2 (RKM № 0152) и L. plantarum (RKM № 0495). В таблице 3 представлены результаты этих экспериментов.

Результаты экспериментов из Таблицы 3 показали, что штамм-продуцент рецептора плазминогена L. plantarum Р11 высокоактивен против патогена E. coli 0040, также как и стандартный штамм 0019 и штамм 0017. Два других штамма менее активны. Что касается индикатора S. aureus 209р, то интересуемый штамм Р11 проявляет умеренную активность, как и стандартный штамм 0019 и штамм 0495. Анти- патогенные активности двух других штаммов сравнения были выше (штамм 0152) и ниже (штамм 0017) по сравнению с интересуемым штаммом L. plantarum Р11.
Таблица 3 - Антимикробная активность у группы штаммов лактобацилл L. plantarum
	Strains
	RKM №
	E. coli 0040
	S. aureus 209р

	1
	2
	3
	4

	L. plantarum АТСС-8014
	0019
	21.8 ± 2.3 (+++)
	14.4 ± 0.7 (++)

	L. plantarum pl382/T
	0017
	22.3 ± 0.6 (+++)
	9.7 ± 0.3 (+)

	L. plantarum Р11
	новый
	23.6 ± 0.43 (+++)
	14.8 ± 0.4 (++)

	L. plantarum 2
	0152
	13.3 ± 0.9 (+)
	21.7 ± 0.6 (+++)

	L. plantarum
	0495
	10.7 ± 1.2 (+)
	13.7 ± 0.6 (++)

	Примечание - Зоны ингибирования для индикаторной культуры E. coli 0040: 5 - 15 мм – слабая активность (+); 15 - 20 мм - умеренная (++); ≥20 мм – высокая активность (+++); Зона ингибирования для индикаторной культуры S. aureus 209р: 5 - 10 мм - (+); 10 - 15 мм (++); ≥15 мм (+++). Приведены средние значения со стандартным отклонением (n = 3);


Среди функциональных и пробиотических свойств антимикробная активность, по-видимому, поддерживает здоровый пищеварительный тракт организма-хозяина, а также расширяет и улучшает гигиеническую безопасность кисломолочных продуктов путем производства антибактериальных и противогрибковых веществ, таких как уксусная, молочная и янтарная кислоты, этанол, перекись водорода, бактериоцины, циклические дипептиды, пироглутаминовая кислота и др. [56]. Для оценки пробиотического потенциала изучаются и другие свойства, такие как толерантность к низким pH и солям желчи, чувствительность к антибиотикам, а также адгезионные и агрегационные свойства потенциальных пробиотических штаммов [55].  
3.2.2 Изучение толерантности штамма-продуцента белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum P11, выделенного из домашнего масла, к моделируемым условиям желудочно-кишечного тракта
Целью этого этапа работы было изучить толерантность штамма - продуцента белка-рецептора Plg, L. plantarum Р11 к моделируемым условиям желудочно-кишечного тракта (ЖКТ). Общепринято характеризовать штамм как потенциально пробиотический, если он обладает рядом свойств, и устойчивость к кислотам и желчи является одним из таких свойств пробиотика [55]. Мы исследовали толерантность у лактобациллы L. plantarum Р11, которая продуцирует рецептор плазминогена, и у 4 других штаммов для сравнения: L. plantarum АТСС-8014 (RKM № 0019), L. plantarum pl382/T, (RKM № 0017), L. plantarum 2 (RKM № 0152) и L. plantarum (RKM № 0495). Результаты экспериментов Таблицы 4 показали, что воздействие на эти изоляты модельных условий желудочно-кишечного тракта, включающие низкий рН = 3,0 и концентрацию желчи 0,3%, выявили почти одинаковые ответы, и только у одного штамма 0152 переносимость была примерно в 2 раза ниже (р <0,05) по отношению к факторам стресса условий симуляции желудочно-кишечного тракта. В основном все другие штаммы настоящего исследования показали примерно одинаковый процент толерантности в пределах ошибок измерения и, скорее всего, выжили бы в желудочно-кишечном тракте in vivo.
Таблица 4 - Толерантность штаммов лактобацилл L. plantarum  к моделируемым условиям желудочно-кишечного тракта

	Штаммы
	RKM №
	Процент выживания

	1
	2
	3

	L. plantarum АТСС-8014
	0019
	69.8 ± 1.7

	L. plantarum pl382/T
	0017
	62.1 ± 1.5

	L. plantarum Р11
	новый
	65.0 ± 3.2

	L. plantarum 2
	0152
	31.0 ± 2.0

	L. plantarum
	0495
	71.5 ± 1.6

	Примечание - Данные таблицы представляют средние значения процента выживания после трех независимых анализов со стандартными отклонениями, рассчитанными с использованием программного обеспечения Excel (Microsoft Corporation, США).


Метаболические и функциональные свойства штамма L. plantarum Р11, были оценены с помощью двухэтапной процедуры анализа, которая заключается в измерение их способности расти в кислотной и желчевой окружающей среде в условиях имитации желудочно-кишечного тракта человеческого организма [50]. Процент выживания рассчитывали следующим образом:

	Процент выживания = Nt / Nc • 100
	(1)


где Nt = log КОЕ / мл после двухэтапной обработки и Nc = log КОЕ / мл (контроль).

Такой двухэтапный подход с определенным приближением моделирует условия стресса в желудке и верхнем кишечнике, с которыми обычно сталкиваются лактобациллы во время их перемещения в пищеварительном тракте. Следует отметить, что клеточная стенка штамма Lactobacillus защищает его от действия кислот (низкий pH). Уменьшение проникновения протонов происходит за счет изменения структуры клеточной мембраны или клеточной стенки [50]. Внутриклеточное подкисление может снижать активность чувствительных к кислоте ферментов и вызывать повреждение ДНК и белков [1]. Что касается изменений метаболических и функциональных свойств лактобацилл при токсичности желчи, которые, по-видимому, происходят на втором этапе этого анализа, было доказательство того, что некоторые гены индуцируются действием желчных кислот [1].

Таким образом, в соответствии с протестированными свойствами, а именно: антимикробной активностью, устойчивостью к кислоте и желчи (Таблицы 3, 4) и ассоциации с плазминогеном через белок-рецептор, как пример адгезионного свойства, новый штамм L. plantarum Р11 удовлетворяет требованиям к потенциальным пробиотическим штаммам.
3.3 Проведение очистки белка-рецептора Plg из штамма-продуцента. Определение физико-химических свойств белка-рецептора Plg (молекулярной массы, изоэлектрической точки, субъединичной структуры).

Как было показано выше, скрининг исследуемых штаммов на плазминоген-связывающую активность позволил нам обнаружить в 4 штаммах Plg-связывающую активность (Lactobacillus sakei Р2, L. plantarum 30 РКМ №0026, L. plantarum АТСС-8014, и L. plantarum Р11). Об L. plantarum 30 РКМ №0026 было сказано выше при обсуждении рис.1. Первый обнаруженный пептид с Plg-связывающей активностью из штамма Lactobacillus sakei Р2 (казы), в 2018 г имеет пробег в ПАА гель- электрофорезе с ДСН соответствующий белку в диапазоне 35–40 кДа молекулярных масс. Наиболее интересным является штамм Р11 (L. plantarum) из домашнего масла как потенциальный пробиотик активный в рецепции Plg и сравнимый по этим свойствам со стандартным штаммом L. plantarum АТСС-8014 (RKM № 0019) из коллекции Центрального музея. По этой причине нами был выбран штамм L. plantarum Р11, выделенный из домашнего масла, для исследований физико-химических свойств и механизма связывания белка-рецептора и Plg. Изучение штамма Lactobacillus sakei Р2, обладающего также Plg-связывающей активностью, будет продолжено в другом проекте.
3.3.1 Получение клеточной массы из штамма L. plantarum Р11, выделенного из масла
Для активации метаболизма клеток штамм L. plantarum Р11 пересевали в малом объеме 10 мл дважды в обогащенной среде МРС-1 (параграф 2.3.1). Бактерии выращивали в течение 18 ч при 37 °С в логарифмической фазе до начала стационарной фазы, опираясь на выводы работ других лабораторий. Например, в одной работе исследовали  выход внутриклеточного цитоплазматического белка после УЗ дезинтеграции в зависимости от фазы роста у грамположительного организма Bacillus amyloliquefeciens, и было обнаружено, что константы скорости высвобождения белка для клеток из логарифмической фазы были выше, чем для клеток из стационарной фазы при различных методах разрушения [57]. В наших экспериментах два литра культуральной жидкости штамма Р11 после центрифугирования давали порядка ~20 – 25 г мокрого веса клеточной массы.
3.3.2 Получение лизата из клеток штамма L. plantarum Р11 после гомогенизации ультразвуком
Из научной периодики известно, что иммобилизация плазминогена на клеточной поверхности происходит посредством белка-рецептора, который может локализоваться как во внутриклеточных структурах, так и на поверхности клетки в связанной форме и поблизости от клетки в свободной форме в силу физико-химических свойств белка-рецептора, его изоэлектрической точки pI [38]. Поэтому в реализуемом проекте были подобраны условия для диссоциации максимально возможного пула внеклеточных белков (ВБ) из клеточной поверхности (отчет за 2018 г). Для этой цели кислотность в культуральной жидкости была изменена путем повышения pH до 8,0 для того, чтобы ВБ с величиной изоэлектрической точки (pI) менее 8,0 после потери протонов H+ приобрели отрицательные суммарные заряды и диссоциировали от клеточной поверхности МКБ, которая по данным литературы несет суммарный отрицательный заряд. Большая часть ВБ у МКБ имеют pI менее 8,0 согласно литературным данным (Раздел 1). Такая стратегия позволила нам провести скрининг рецептора плазминогена из исследуемых штаммов, и обнаружить в 4 штаммах Plg-связывающую активность.
Для повышения выхода белка-рецептора Plg была использована стратегия гомогенизации клеточной массы штамма Р11 методом дезинтеграции ультразвуком (УЗ). В работе Kapucu и соавт. была изучена кинетика высвобождения фермента стероид 1,2-дегидрогеназа грамположительной бактерии Arthrobacter simplex для определения стабильности и кинетических свойств очищенного фермента [58]. Было установлено, что выход по обработке ультразвуком не зависит от концентрации клеток [58], но прямо пропорционально зависит от большей величины клетки, т.е. ее объема [59]. Из 2 л культуральной жидкости, и/или из 20-25 г мокрого веса клеток штамма Р11 после УЗ дезинтеграции и анионообменивающей хроматографии выход препарата белка рецептора Plg составлял 0.7 - 1.5 мг, что позволяло аналитически исследовать его физико-химические свойства. 

3.3.3 Получение препарата белка-рецептора Plg из цитоплазматической фракции лизата клеток штамма L. plantarum Р11 
При выборе носителя колонки- Q-сефароза и буфера с рН 8,0 мы руководствовались результатами скрининга (Рисунок 2), где было показано, что в буфере А с рН 8,0 макромолекула рецептора Plg перезаряжается в отрицательно заряженную частицу, которая диссоциирует от отрицательно заряженной клеточной поверхности. Такой поверхностный заряд несет SP-сефароза Fast Flow и поэтому для буфера А не подходит, а Q-сефароза Fast Flow с положительно заряженными четвертичными аминогруппами представляет собой - сильный анионит: -O-CH2CHOHCH2OCH2CHOHCH2N+(СН3)3 и были получены эффективные связывания рецептора Plg с колонкой. Белок с Plg-связывающей активностью был обнаружен во фракциях 3 и 4 хроматографического профиля с проводимостями элюата порядка ~30 мСи/см (Рисунок 5). При нанесении на колонку 150 мг белка из цитоплазматической фракции лизата клеток штамма Р11, выход препарата рецептора Plg составлял ~0,9 мг. 
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Рисунок 5 - FPLC - хроматография на Q-сефарозе (А) и результаты Вестерн-блот анализа (Б). Объем колонки 1 мл, уравновешена в буфере А (10 mM Трис-HCL, pH=8,0, 0,1 mM ЭДТА, 0,5 мМ МЭ). Наносили 150 мг лизата из клеток штамма L. plantarum Р11 после УЗ дезинтеграции, промывали колонку буфером А, затем элюировали сигмовидным градиентом NaCL (0 – 0.5 М). Скорость элюции 0,5 мл/мин. 1 – Проводимость элюата, 2 -% проводимости элюата, 3 - % буфера А с 0,5 М NaCL из насоса В системы ÄKTA pure 25,GE Healthcare Bio-Sciences AB. Большой стрелкой вверху указана проводимость 30 мСи/см; малой стрелкой внизу указана молекулярная масса 47 килодальтон
3.3.4 Определение молекулярной массы белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11
Молекулярная масса белка рецептора Plg из штамма-продуцента L. plantarum Р11, полученного фракционированием с УЗ дезинтеграцией и хроматографией составила ~47 кДа (Таблица 5 и рисунок 6).
Таблица 5 - Определение молекулярной массы белка-рецептора Plg
	Стандартный

белок
	Молекулярная

масса в дальтонах (Да)
	Логарифм

(молекулярной массы, Да)
	Относительная

Подвижность

Rf

	1
	2
	3
	4

	БСА
	66300
	4.82
	0.27

	Глутамат дегидрогеназа
	55400
	4.74
	0.36

	Лактат дегидрогеназа
	36500
	4.56
	0.55

	Карбоангидраза
	31000
	4.49
	0.63

	Ингибитор трипсина
	21500
	4.33
	0.80

	Рецептор Plg (1)
	48100
	4.7
	0.40

	Рецептор Plg (2)
	45900
	4.68
	0.43
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Рисунок 6 – Зависимость логарифма молекулярной массы белка от относительного расстояния миграции, Rf. БСА (66300), глутамат дегидрогеназа (55400), лактат дегидрогеназа (36500), карбоангидраза (31000), ингибитор трипсина (21500), рецептор Plg (48100-эксперимент 1), рецептор Plg (45900-эксперимент 2).

Полученный белок с молекулярной массой, которую мы оцениваем по электрофоретической подвижности, ~47 К, из штамма-продуцента L. plantarum Р11, и стандартного штамма L. plantarum АТСС 8014 согласно литературных источников имеет сходство с классическим ферментом енолазой [47]. Енолаза – это фермент цикла гликолиза, выполняющий ряд функций как в прокариотах, так и в клетках эукариот, включая связывание с плазминогеном [37, 47].
3.3.5 Определение изоэлектрической точки белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11
В теоретическом плане зарядовые изменения макромолекулы белка зависят от его изоэлектрической точки (pI), поэтому адсорбция такого белка на анионобменнике Q- сефароза будет происходить при значениях рН среды выше его pI. Поскольку pI БСА известна и равна 4.8, то в среде с буфером А и рН=8,0 БСА хорошо связывается с Q- сефарозой и эту ионную связь можно разорвать экранируя буфером с солью NaCL. Тогда при совпадении проводимости элюатов у гипотетического белка и БСА можно говорить о сходстве их pI, большая проводимость элюата такого гипотетического белка будет свидетельствовать о более прочной ионной связи с Q- сефарозой, чем между БСА и Q- сефарозой и такой белок имеет меньшее значении pI <4.8. И наоборот, когда гипотетический белок связан слабее с колонкой и элюируется при проводимости меньшей, чем проводимость пика элюции БСА, то pI такого белка > 4.8.
Учитывая сказанное выше, и сопоставляя проводимости элюатов белка-рецептора Plg и БСА на рисунках 5 и 7 соответственно можно говорить о близких значениях их величин pI, потому что элюат БСА имеет проводимость 25 мСи, а элюат белка-рецептора Plg - 30 мСи. Таким образом, с учетом сказанного выше в теоретическом обсуждении о гипотетическом белке, белок-рецептор Plg сильнее БСА взаимодействует с Q-сефарозой и элюируется позже на 5 мСи в шкале проводимости, что позволяет оценить его pI <4.8. Это важный вывод для подтверждения сходства с енолазой, поскольку в работе Vastano et al. с помощью изоэлектрофокусирования авторы провели прямое измерение pI =4.6 и молекулярную массу равную 48 кДа для енолазы из L. plantarum LM3 и [47].
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Рисунок 7 - Хроматография на Q-сефарозе БСА. Объем колонки 1 мл, уравновешена в буфере А (10 mM Трис-HCL, pH=8,0, 0,1 mM ЭДТА, 0,5 мМ МЭ) Наносили 5 мг БСА, промывали колонку буфером А до выравнивания линии оптического поглощения mAU, затем элюировали по программе градиентной элюции. Скорость элюции 0,3 мл/мин.  Градиент концентрации NaCL:  0 – 1.0 M в буфере А. 1 – Проводимость элюата, 2 - % проводимости элюата, 3 - % буфера А с 1,0 М из насоса В. Большой стрелкой указана проводимость 25 мСи/см
3.3.6 Определение субъединичной структуры белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11
Мы проанализировали размер нативного белка-рецептора Plg из L. plantarum Р11 с помощью аналитической гель- фильтрации. Если размер любого глобулярного нативного белка > 80 кДа, т.е. верхней границы рабочего диапазона разделения на смоле Sephadex G-75 с разделяющим глобулярные белки интервалом 3000 Да - 80000 Да, то он должен элюироваться в объеме исключения. Если размер глобулярного нативного белка меньше 80 000 Да, то он элюируется во фракциях, которые выходят позже макромолекул голубого декстрана, который маркирует своим пиком оптического поглощения А280 объем исключения (Рис.8 А). Ранее мы показали, что мономер белка-рецептора Plg 47 кДа стабильно связывается с плазминогеном (Рис. 2Б, 5Б), поэтому мы искали мономер рецептора Plg во фракциях от № 30 до №43 и не обнаружили Plg-связывающей активности в этих фракциях (Рис. 8Б). Зато во фракциях №24 - №28 Plg-связывающая активность выходит из колонки с пиком А280 макромолекул голубого декстрана, т.е. в объеме исключения (Рис.8). 
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Рисунок 8 - Гель – фильтрация на Sephadex G-75 (А) и результаты Вестерн-блот анализа (Б). 1 – Профиль А280 элюции Blue Dextran 2000, 2 – Профиль А280 элюции цитоплазматических белков штамма L. plantarum Р11. Вертикальной стрелкой указан объем исключения 52 мл. Горизонтальной стрелкой молекулярная масса белка-рецептора Plg 47 кДа.
Таким образом, обнаруженный нами белок-рецептор Plg в нативных условиях гель-фильтрации имеет четвертичную структуру и субъединицы из этой структуры продолжают стабильно связываться с Plg. Мономеры белка-рецептора Plg с молекулярной массой 47 кДа не обнаруживаются во фракциях элюции гель-фильтрации цитоплазматических белков, которые выходят из колонки позже макромолекул голубого декстрана.

Белок-рецептор Plg из штамма L. plantarum Р11 по физико-химическим свойствам имеет сходство с известным из литературы рецептором Plg, а именно: енолазой из L. plantarum LM3 [47]. В цитированной работе для белка-рецептора Plg, идентифицированного с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа как фермент гликолиза енолаза, были определены молекулярная масса ~ 48 кДа и изоэлектрическая точка pI =4.6 с помощью двумерного электрофореза [47]. Кроме того, изучаемый в настоящем проекте белок-рецептор Plg из штамма-продуцента L. plantarum Р11, как и енолазы из молочнокислых бактерий и из других бактерий [37] имеет четвертичную структуру (Рисунок 8).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В 2019 году научно-исследовательская работа проводилась по заданиям календарного плана, представленного в Приложении А и были получены следующие основные результаты:

Скрининг МКБ на плазминоген- связывающую активность 35 изолятов молочнокислых бактерий, в том числе 15 новых выделенных в настоящей работе изолятов позволил обнаружить 3 штамма с плазминоген- связывающей активностью и выбрать новый штамм-продуцент белка-рецептора Plg Lactobacillus plantarum Р11, выделенный из домашнего масла, для дальнейшей работы.

Изучены 3 пробиотических свойства штамма Lactobacillus plantarum Р11: антимикробная активность, устойчивость к кислоте и устойчивость к желчи (в модели условий желудочно-кишечного тракта), которые соответствуют общепринятым  критериям, установленным для пробиотических культур. 

Проведена очистка препарата белка-рецептора Plg из лизатов клеток L. plantarum Р11, полученных после ультразвуковой гомогенизации и определены физико-химические свойства белка-рецептора Plg: молекулярная масса, изоэлектрическая точка (pI) и субъединичная структура с помощью методов биохимии и молекулярной биологии. Сравнительный анализ результатов хроматографии FPLC на Q-сефарозе препарата белка-рецептора Plg и бычьего сывороточного альбумина (pI = 4.8) на основе проводимости элюатов двух белков позволил оценить pI белка-рецептора Plg, как ≤ 4.8. Результаты ДСН-ПАА гель- электрофореза и Вестерн- блот анализа указывают на то, что белок-рецептор Plg с молекулярной массой 47 кДа и Plg образуют стабильный комплекс. Обнаруженный белок-рецептор Plg из L. plantarum Р11 элюируется в объеме исключения колонки гель- фильтрации с Sephadex G-75, что свидетельствует о свойстве белка-рецептора Plg образовывать четвертичные структуры. Белок-рецептор Plg из штамма L. plantarum Р11 по физико-химическим свойствам имеет сходство с известным из литературы рецептором Plg, а именно: енолазой из L. plantarum LM3.

Задачи календарного плана на 2019 год полностью решены.

НИР за отчетный период была выполнена с применением современных методов микробиологии, молекулярной биологии и биохимии на высоком научно-методическом уровне, который сравним с общепринятым уровнем в передовых научно-исследовательских лабораториях зарубежья.
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locyaapernenmoe yupeaachie «KOMMICT Kaykn Mumucreperua oSpasoBanms o HayKW
PecoyGanxe  Kmaxcrams, mycuyemoe s gaawncitmen 3axavons, » amue  [lpeacessrean
Abzpacwaons  B.C., acAcTsyiomero wa  ocrosamm  [loaomenns o Komwrere  mayxm,
YTRCPAICHHOTO  NpHXwosM  Orsercrsenmoro  coxperapd 04 mwoan 2013 roas XNe 96, ¢
QIR CTOPOHEL, M PecuyGamxanckoe TOCYINPCTRCHHOC NPEIIPHRTHE M3 pane XOMHCTRERNONO
BOACHHA «PeCyGAMKANCKAR KORNCKUNE MHKpoOprasussions Kosowrera mayxi Mumncrepersa
ofpasosasin w mayxn PecoyGamen Kaaxcran, nsenyesoadi o samnelimen Henoammrens, s anue
MO, reHepaiLmoro jwpesTopa AGmasenoss AB, acitcrmyiouniero wa ocposasin  [paxasa
Kossierera maysn MOH PK Ne2S-Gey or a27» denpass 2018 roas, ¢ xpyrofi cropows, ansee
COBMECTIIO MMCKHYENRK CTOPOHKL, Ma ocaonasmm Biojukerworo Kosexca PecnyGamen Kmaxcran
ot 4 zexabpa 2008 roza, 3sxona PecnyGanxn Kmaxcran or18 despare 2011 roan «O mayxeo,
nocranosncuus Tpasstresncmna PecnyGamxn Kmaxcran or 25 man 2011 roga Xe 575408
yreepacuennm [panier 63108070, TPAHTOBOTO, NPOrPAMMHO-GEACBONO (HHNAHCHPOBEIA HayHOM
W) HayHO-TEXNNISCKOR  ACHTCIBHOCTIN npixasa MuknCIpa  OOpaioBaNNE W Hayku
PecnyGamxe Kmaxcran o1 15 aseycra 2017 roma Ne 410 006 yrscpasernn xomxypenofi
JOKYMCHTAIH HA FPAHTOBOE (PUUANCHPORARNG 110 KAYSHEM M (HAM) 1MIYSHO-TEXHIECKHM
npockTaM  Ha2018-2020 romze, mpukasos IMpeacesarean Kourera waykn Mummcreperss
obpasosanits u nayxm (om 26 sweaps 2018 200a M §5-uxc no npuopumeny «Haywa o iy u
opoeses.om 29 seaps 2018 200a M 18-uxc no npuopumemy o Payuonaienoe ucrossioeaisie
NPUPOINIX  PRCYPCON, 6 MIOM  WHCIE COONDNE PECHICOS, 00NN, nepepofiomra,  woawe
MGMEPUTIN 1 MEXNONOUN, Beronacise wIdexus u Xonempysyuws), «OB yroepaacuin peuicans
HAMONATLHOMO HAYHHOIO COBETA O FPANTOROM PUHARCHPOBIHMM MAYWILIX HCCAIORANHA B
2018-2020 roasis, peusenmii HAMORATLHEX HAYHHKIX COBCTOS O rPATOROM Gl
no nproputery wHayxa o wwmu w 3oposses (mpomoxax om « !9 swsops 2018 roda N2),
APaYLONGTNIOE UCROILIORANIE NPUPOONIX PECIPOOE, 6 MOM NUCIE BOINE pecypeos, aeoxomus,
PEPEPAGOMKG,  NOGME NAMEDUGTEC B MEXNOTONNY, (WIONOCHBIE 1GOCNIE 1 XONCODYXIUNS
(mpomoxows om «25+ aneape 2018 ro0a M2, om a2is despars 2018 ro0a Mo3), raxmoumam
nacTosuMil 10r0Bop (Aatee — JIoronop) 0 HIKOCHCAYIOUICM:

1. Hpeamer toronopa

1.1 3axaswmk nopysact, a Menoamwresn npuimmact Wa co0n o0ussrencrna, no
BRINQIHEIINO HAYYRIX HOCACIOBAMME, B PAMKAX FOCYMPCTRCHHOND JAKIA M3 PCamIIIG
HIY'WOCD W (WAN) HOYYHO-TCXHMHECKOTO NPOCKTa N0 GrutacTHOR nporpmeme 217 «Pmantie
HAYKHo, TOANPOrpaMne 102 «pantonoe  QHHAHCHPOBAMNC MAYWNWX  HOCHCIOBaNMILY,
cncunduke 156 «Onaura xONCATIMHIOBSX yeayr M mocaeommnii Ha 0610 cysmy S1 180
000 (naTBAecHT O MHATHOH CTO BOCEMBACCHT TWCHY) TCHIC HA BOCH CPOK peamnaim
NPOEKTA, € PAYSHIKON N0 rO3aM:

B BpCACAAN CYMM GuHascHposans ma 2018 rox - B cymme 17 000 000 (commamuars
MILLTHONOR) TCHIS;

B peRCaax cynm umancuposanns #a 2019 rox - w cyme 17 081 000 (cemnazuars
MIVUTHOHOS BOOSMB/ICCHT 0N TRICHSA) TCHIE,

B Hpeseaax cyNy GuHancHposamnx w3 2020 ron - & cymme 17099 000 (cesmamuan.
MHAIIOHOB ACRTHOCTO ICERTH THCH') TEHIE , 1O DPHOPHTCTAN:

«Hayxa o #usin  s10pomeo u 1o Teme: 1) NeAPOS133780 alloaydcime w3 KA3RXCKIX
TPUDMIMONHLIX  OPQIYKTOS  NHTARMS  HOBOFO  WITAMNS  MOTOWNOKHOMX  Saxrepuii,
TPOXYIMPYIOWIEHO PEUCNTOP K NAXINMHOICHY HEAOBEKS, MIYUCHHC (PHPOAN pPeuctisme =
npobroTwicckne coolictnas.

“PUHORLILIOE HCHOTLIODAHNE NPUPOIILIX PECYPCOB, B TOM HHCHE BOIMLIX PCYPOOS,
TOOROIHN, EPCPaBITK, HOBLIC MATCPHANM N TEXHONOMMN, GCIONACHEIC NN 1t EORCTPYKIMIS
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Секция «Микробиология»

Подсекция «Микробиология»

79. Сыздыкова Л.Р. - Скрининг белков МКБ на плазминоген-связывающую активность с применением Вестерн-блот анализа
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