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И. П. Гонтарь, Г. Ф. Сычева, О. И. Емельянова 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ИММОБИЛИЗОВАННОГО 
ГРАНУЛИРОВАННОГО Г-АКТИНА С МАГ-
НИТНЫМИ СВОЙСТВАМИ В К Л И Н И К Е И 
Э К С П Е Р И М Е Н Т Е 
Филиал Института ревматологии АМН СССР, Волгоград 

Актин один из основных сократительных бел-
ков выделен из мышечной и немышечных тка-
ней. Количество его варьирует от 13- -15 % в мыш-
цах до 5—15 % от общего количества белка в не-
мышечных тканях. В клетках он присутствует в ви-
де мономера (Г-актин) и полимера (Ф-актин) [9 | . 

Интерес к актину связан с его участием не толь-
ко в процессах сокращения и поддержания цито-
скелета, но и с его ролью в регуляции обменных 
процессов в клетках как белка-координатора | 1 | . 
По мнению А. А. Давыдова [2], актин выступает 
в качестве аутоантигена при некоторых ревмати-
ческих заболеваниях. Учитывая его универсаль-
ность, распространенность и роль в регуляции об-
менных процессов в клетке, необходимо контроли-
ровать уровень антител к актину, особенно у боль-
ных с аутоиммунными нарушениями. 

В настоящее время все большее использование 
в биохимии, иммунологии находят препараты им-
мобилизованных биополимеров. Иммобилизация 
позволяет создать стабильные формы, устойчивые 
к физико-химическим воздействиям, имеющие дли-
тельный срок хранения, регенерация которых пре-
доставляет возможность их неоднократного приме-
нения. Создание гранулированных препаратов 
с магнитными свойствами упрощает постановку 
реакций и является основанием для создания авто-
матизированных систем диагностики [8]. 

В связи с этим целью нашей работы было созда-
ние иммобилизованного гранулированного препа-
рата Г-актина с магнитными свойствами и изуче-
ние возможных областей его применения. 

Задачи настоящего исследования: получение 
очищенного нативного Г-актина с последующей 
его иммобилизацией; использование такой формы 
антигена при иммунизации животных и получении 
чистых антител; оценка возможности использова-
ния иммобилизованного Г-актина для контроля за 
уровнем специфических иммуноглобулинов в сыво-
ротках экспериментальных животных и больных 
ревматизмом. 

М е т о д и к а 

Актин выделяли по Штраубу из сердечной и скелетной 
мышц трупа практически здорового человека, погибшего в ре-
зультате несчастного случая, не позднее 8 - 10 ч после смерти. 
Очистку актина проводили реакцией полимеризации — депо-
лимеризации в растворах с разной ионной силой. Принцип 
очистки заключался в том, что инактивированный актин, не 
способный к полимеризации, и примесные белки, отличающие-
ся по константе седиментации, при ультрацентрифугировании 
(100 0 0 0 - 140 000 g) остаются в надосадочной жидкости, в то 
время как нативный актин в осадке. Полимеризацию прово-
дили в 0,02 М К О , деполимеризация происходила при полном 
удалении К О диализом [4 | . Цикл повторяли дважды. Кон-
центрацию белка в препаратах определяли по методу Лоури 
| 3 ] . Контроль чистоты препаратов актина проводили методом 
электрофореза в ПААГ в присутствии додецилсульфата натрия 
[10]. 

Препараты актина концентрировали при помощи ультра-

фильтрационной системы «Sartorius» до оптимальной концент-
рации. Очищенный и сконцентрированный Г-актин включали 
в пространственную решетку полиакриламидного геля методом 
эмульсионного гранулирования [5]. 

Иммобилизованный гранулированный Г-актии с магнитны-
ми свойствами получали в потоке газообразного азота под 
давленном 3 атм с включением гидрофильных частиц ГеаОз, 
размеры кристаллов 0 ,5—5 мкм. Гранулы отмывали от катали-
затора, инициатора полимеризации и эмульгатора охлажден-
ным ацетоном и трижды забуференным физиологическим раст-
вором с 0,05 % твина-20. Для снятия неспецифической сорбции 
гранулы обрабатывали 1 % раствором бычьего сывороточного 
альбумина. 

Актиновые антисыворотки получали иммунизацией кроли-
ков породы шиншилла массой 2 ,5—3,0 кг иммобилизованным 
препаратом Г-актина подкожно в 4 паравертебральные точки 
и внутримышечно по 0,2 мл препарата. Иммунизация состояла 
из 4 введений с интервалом 4 дня, через 2 нед цикл повторяли. 
Суммарно за период иммунизации вводили 7 мг Г-актина. 

Реакцию преципитации проводили по Оухтерлони в модифи-
кации А. И. Гусева и В. С. Цветкова [6] . 

Выделение чистых антиактиновых антител из иммунных сы-
вороток осуществляли иммуносорбционным методом с исполь-
зованием в качестве специфического носителя иммобилизован-
ного гранулированного Г-актина. Уровень специфических анти-
тел в сыворотках больных ревматизмом и экспериментальных 
животных определяли методом непрямой иммунофлюоресцен-
ции с коммерческими люминесцирующими препаратами против 
глобулинов человека и кролика производства ИЭМ им. Н. Ф. Га-
малеи с рабочим титром 1:16—1:32, серии № 256 и 7J1 [7]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Препараты выделенного актииа при электрофо-
резе были представлены 4—5 зонами миграции 
с относительными мол. массами 24 120 кД, основ-
ная зона миграции 42 кД. Концентрация белка 
в препаратах актина штраубовского типа состав-
ляла 4 7 мг/мл. После 2 циклов полимериза-
ции — деполимеризации выход очищенного акти-
на уменьшался в 2—3 раза, его электрофореграм-
ма показала наличие одной гомогенной фракции 
с относительной мол. массой 42 кД. Очистка акти-
на путем обратимой п о л и м е р и з а ц и и д е п о л и м е -
ризации позволяет получить Г-актин высокой 
чистоты (см. рисунок на вклейке). 

Д л я получения функционально активного иммо-
билизованного препарата Г-актина необходима 
оптимальная концентрация белка 5 - -7 мг/мл. 
Это достигалось использованием полупроницае-
мых фильтров (SM-132) с созданием вакуумного 
разрежения. 

В результате эмульсионной полимеризации был 
получен иммобилизованный препарат правильной 
сферической формы с размерами гранул 10— 
100 мкм, который был использован для иммуниза-
ции животных. Ранее ее проводили с адъювантом 
Фрейнда. Применение иммобилизованного Г-акти-
на для этой цели позволило отказаться от исполь-
зования коммерческого адъюванта , поскольку 
ПААГ обладал подобным свойством. 

Преципитационный титр кроличьих иммунных 
сывороток был в пределах 1:8—1:16. 

Этим же препаратом заполняли хроматографи-
ческую колонку размером 15X65 мм. Через анти-
генный сорбент пропускали 2,0 мл иммунной кро-
личьей сыворотки, с помощью перистальтического 
насоса рециркулировали ее через носитель в тече-
ние 2 ч при скорости элюции 30 мл/ч . Диссоциацию 
комплекса антиген — антитело проводили 3 М 
раствором роданида калия. Полученный препарат 
концентрировали до исходного объема и проводи-
ли диализ до полного удаления ионов роданида. 
Их наличие проверяли качественной реакцией 
с раствором хлорного железа . После сорбции в сы-
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Электрофореграммы актина сердечной мышцы человека. 

выделенный но Штраубу; С) актин после очистки обратимой полимеризацией — деполимеризацией. Количество 
белка 100 мкг па гель. Окраска амидо черным 10 1>. 
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Рис. 2. Кинетика эндогенного фосфорилирования белков 
мембранной фракции в присутствии и в отсутствие дсРНК. 

Авторадиография электрофореграмм 10% 11Л Г. /, 5, 7 в отсутствии 
дсРНК, 2, •1, в, Н в присутствии дсРНК; инкубации 5, К), 20, 30 мим 

соответственно. 
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воротке отсутствовали специфические антиактино-
вые антитела. Преципитационный титр выделен-
ных чистых иммуноглобулинов был 1:8—1:16. 
При этом 1 г сорбента адсорбировал 2 мг специ-
фических антител, которые могут быть использова-
ны для получения специфических диагностических 
препаратов, а также иммуносорбентов для полу-
чения методом аффинной хроматографии Г-ак-
тина. 

10 % взвесь гранул использовали в непрямом 
иммунофлюоресцентном методе. Выявление уров-
ня специфической флюоресценции осуществляли 
с помощью люминесцентного микроскопа, снаб-
женного фотометрической приставкой ФМЭЛ-1А. 
К насадке подключали источник тока УГ1БВ-1, 
цифровой вольтметр Щ-4300. Работу проводили 
при напряжении 1800 В, использовали свето-
фильтры возбуждающего света СЗС 24-4, СС 15-4, 
интерференционный светофильтр фотометрической 
насадки (ЛМакс = 5 2 5 нм). Увеличение объектива 90, 
окуляра - 5. 

Предметное стекло с фиксированными на нем 
гранулами устанавливали на столике микроскопа 
и находили их в поле зрения объектива. Выбран-
ный зонд (0,5) фотометрической насадки совме-
щали с фотометрируемым участком гранулы и при 
максимально закрытой полевой диафрагме снима-
ли цифровое значение люминесценции гранул на 
вольтметре. Высчитывали среднее значение свече-
ния 6 гранул, а также среднее значение флюорес-
ценции фона. Разница свечения гранул и фона вы-
ражается в относительных единицах флюоресцен-
ции (в MB) и характеризует свечение препарата. 

Положительной считают люминесценцию гра-
нул, достоверно отличающуюся от интенсивности 
специфической флюоресценции контрольных пре-
паратов. Достоверность различия определяли по 
критерию Стьюдента с вероятностью 0,95. 

Специфическое свечение гранул, содержащих 
Г-актин, совмещенных с нормальной кроличьей сы-
вороткой, составляло 5 MB, при совмещении гра-
нул с антиактиновой иммунной сывороткой флюо-
ресценция была равна 42 MB. 

В нашей работе было также определено наличие 
антител к иммобилизованному гранулированному 
Г-актину с магнитными свойствами в сыворотках 
здоровых лиц и больных ревматизмом с минималь-
ной степенью активности ревматического процесса 
(см. таблицу). 

Как видно из таблицы, интенсивность специфи-
ческой флюоресценции гранул с Г-актином при 
совмещении их с сыворотками больных ревматиз-
мом с минимальной степенью активности ревмати-
ческого процесса статистически достоверно отли-
чается от люминесценции гранул, обработанных 
сыворотками лиц контрольной группы ( р < 0 , 0 1 ) . 

Таким образом, методом эмульсионной поли-
меризации удалось получить иммобилизованный 
гранулированный Г-актин с магнитными свойст-

вами, который может быть применен для получе-
ния специфических иммунных кроличьих аитисы-
вороток, проведения иммуносорбциоиного выде-
ления чистых антител, определения уровня специ-
фических антител иммуиофлюоресцеитным мето-
дом в сыворотках как экспериментальных живот-
ных, так и больных ревматическими заболевания-
ми и здоровых лиц. Такие препараты могут быть 
использованы в иммуноферментном и радиоиммун-
ном методах исследования. 
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U S E OF G-ACTIN IMMOBILIZED IN G R A N U L E S EXHIBIT-

ING MAGNETIC P R O P E R T I E S IN CLINICS A N D EXPERI-

M E N T S 

I. P. Gontar, G. F. Sycheva, О. I. Emel'yanova 

Branch of the Institute of Rheumatology, Academy of Medical 
Sc iences of the U S S R , Volgograd . 

G-actin w a s isolated from human myocardium, purified by 
means of repeated polyrrierization-depolymerization and immobi-
lized in polyacrylamide gel by the procedure of "emulsion 
granulat ion". The granules acquired magnet ic properties after 
addition of iron protoxide hydrophilic particles into the polymeri-
zat ing mixture. Immobilized G-actin in granules with magnet ic 
properties w a s used for production of specific antisera, for 
isolation of pure antibodies by means of ari immunosorption 
procedure, for est imation of specific antibodies in blood sera 
of patients with rheumatism, of healthy persons and of experi-
mental animals us ing immunof luorescent , immunoenzymat ic and 
radio immune procedures. 

Антиактиновые антитела у больных ревматизмом и здоровых 
лиц 

Обследованные Число 
опытов 

Интенсивность 
флюоресценции, 

MB ( M ± m ) 

% положи-
тельных 

результатов 

Здоровые лица 
Больные ревматизмом 

10 
32 

8,5=1=0,49 
1 5,78 =fc 1,38 

0 
40,6 
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