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ТЕСТИРОВАНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ОБРАЗЦОВ СОРБЕНТОВ  
НА ОСНОВЕ АРОМАТИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ

Аннотация. В результате динамических экспериментов для установления времени, за которое происходит на-
сыщение сорбентов, а также максимального количества связанного общего IgG, были выявлены свойства насыща-
емости и емкости. Получены данные динамики сорбции для трипептидов: Phe-Trp-DTyr, Trp-Phe-DTyr, Phe-Ala-Tyr-
OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe, Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe, Phe-Gln-Tyr-OMe и Phe-Gly-Tyr. Удельная насыщаемость достоверно 
подтверждена для образцов Phe-Trp-DTyr и Phe-Gln-Tyr-OMe. Другие образцы сорбентов показывают положитель-
ную динамику с эпизодическими периодами десорбции с дальнейшим выравниванием положительной динамики 
процесса сорбции.
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TESTING OF EXPERIMENTAL SAMPLES OF SORBENTS BASED ON AROMATIC PEPTIDES

Annotation. By dynamic experiments, the purpose of which was to establish the time during which the saturation  
of sorbents occurs, as well as the maximum amount of total IgG bound, the saturation and capacity properties were revealed. 
Sorption dynamics data have been obtained for tripeptides: Phe-Trp-DTyr, Trp-Phe-DTyr, Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-
OMe, Phe-Asp (Bzl)-Tyr-OMe, Phe-Gln-Tyr-OMe and Phe-Gly-Tyr. Specific saturation was reliably confirmed for the Phe-
Trp-DTyr sample and the Phe-Gln-Tyr-OMe sample. Other samples of sorbents show positive dynamics with episodic periods 
of desorption, with further alignment of the positive dynamics of the sorption process.
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Введение. Иммуноглобулины класса G (IgG) и их подклассы могут проявлять аутоиммун-
ную патогенность при таких заболеваниях, как дилатационная кардиомиопатия, первичный 
синдром Шегрена, системный склероз [1, 2]. В патологических состояниях происходит гипер-
продукция антител, что повышает концентрацию общего IgG и его подклассов до 19 мг/мл  
и приводит к острым состояниям организма. В терапии подобных состояний успешно применя-
ется экстракорпоральные методы очистки крови с использованием специфических сорбентов, по-
зволяющих удалять избыточное количество IgG из биологических жидкостей организма [3–5].

На данный момент существует ряд разработок в сфере селективных сорбентов IgG на основе 
органических и неорганических соединений. Лиганды первой группы включают в себя олиго-
пептиды [6]. Сорбенты второй группы содержат бентонит или нанофибру в роли лигандов [7, 8]. 
Однако данные разработки имеют ряд недостатков, которые могут быть связаны со сложностью 
производства и его большой стоимостью. Таким образом, лучшими лигандами могут выступать 
короткие трипептидные соединения на основе ароматических аминокислот. 

В результате проведенных ранее исследований было выявлено, что соединения на основе 
пептидов, в структуре которых присутствуют остатки ароматических аминокислот фенилаланина, 
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триптофана и тирозина, показывают высокую энергию связывания с молекулами Fc-фрагментов 
подклассов IgG [9]. Для создания селективных сорбентов с высоким сродством к иммуноглобу-
линам класса G (IgG) и селективностью к их подклассам нами разработаны варианты биоспеци-
фических сорбентов на основе трипептидов, содержащих ароматические аминокислоты.

Было выявлено, что сорбенты содержащие лиганды формулы Phe-Xaa-Tyr обладают высокой 
степенью сродства к подклассам IgG. Из результатов проведенных исследований можно заклю-
чить, что аминокислотные остатки в центральном положении способны изменять специфичность 
лиганда к подклассам IgG без заметного падения активности ко всему классу IgG, что особенно 
важно для терапии аутоиммунных заболеваний [10]. Важным аспектом исследований, созданных 
экспериментальных образцов сорбентов, является оценка способности связывать IgG в услови-
ях, приближенных к проведению гемосорбции в клинике. Цель данной работы – оценка свойств 
насыщаемости и емкости экспериментальных образцов сорбентов в условиях динамических 
стендовых экспериментов. В качестве лигандов в составе сорбентов были взяты за основу наибо-
лее перспективные олигопептиды из предыдущих исследований (Phe-Trp-DTyr и Trp-Phe-DTyr) 
[11], а также созданы новые трипептиды, полученные путем модификации по второму положе-
нию пептидной цепи трипептида Phe-Trp-Tyr для установления влияния на свойства селективно-
сти к подклассам IgG опытных образцов.

Материалы и методы. В работе использовали аминокислоты (Sigma, США), реагенты 
(Fluka, Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы синтеза соединений, удаления защитных 
групп контролировали методом тонкослойной хроматографии на пластинках с закрепленным 
слоем силикагеля (Sorbfil, Россия) в системах растворителей: хлороформ–метанол–20 %-ный ам- 
миак, 60:40:10; бутанол–уксусная кислота–вода, 40:10:10; этилацетат–пиридин–уксусная кислота– 
вода, 50:30:30:10. Вещества обнаруживали на пластинках с помощью хлорбензидинового реагента.

Масс-спектры c химической ионизацией при атмосферном давлении (APCI-MS) регистри-
ровали на масс-хроматографе Accela-LCQ Fleet (Thermo Scientific, США). Для получения акти-
вированных матриц сорбентов проводили прививку акриловой кислоты на полиэтиленовые 
гранулы прямым радиационным методом в Объединенном институте энергетических и ядер-
ных исследований – Сосны. Для иммобилизации лигандов на активированные гранулы по-
следние предварительно модифицировали N-гидрооксисукцинимидом с помощью N, N'-ди-
изопропилкарбодиимида. 

Функциональную оценку связывания IgG полученными образцами сорбентов проводили по-
средством иммуноферментного анализа [12]. Для установления сорбционных качеств экспери-
ментальных образцов к общему IgG был проведен иммуноферментный анализ с использованием 
набора «IgG общий–ИФА–БЕСТ» фирмы «Вектор Бест» (Новосибирск, Россия).

Эксперименты проводили с цитратной плазмой крови с предварительным центрифугирова-
нием при 1000 g в течение 15 мин. Образцы сорбентов объемом 0,05 мл инкубировали в 1,0 мл 
плазмы в течение 30 мин. Концентрацию сорбированного общего IgG и подклассов рассчитыва-
ли по разнице количества IgG в контрольной плазме в сравнении с концентрацией IgG в плазме, 
подвергавшейся воздействию сорбентов. Учет результатов производили с помощью иммунофер-
ментного анализатора iMark фирмы BioRad (США) при длине волны 450 нм (референс 620–655 нм).

Сорбционную емкость устанавливали путем динамических стендовых экспериментов. Зара-
нее подготовленный объем плазмы циркулировал посредством перистальтического насоса через 
микроколонку, содержащую исследуемые образцы сорбентов. Условия динамического стендово-
го эксперимента включали следующие параметры: объем циркулирующей плазмы – 35 мл; ско-
рость перфузии – 2,9 мл/мин; режим перфузии – рециркуляция; общее время сорбции – 60 мин; 
объем сорбента в микроколонках – 7 мл; масса сорбента – 4,3 г. Отбор проб осуществляли на 12, 
24, 36 и 60 мин. Контрольные отборы приготовили до начала эксперимента.

Результаты и их обсуждение. Синтез лигандов осуществляли с использованием классиче-
ских методов пептидного синтеза в растворе путем последовательного присоединения трет-бу-
тилоксикарбонил (Вос)-аминокислот к С-концевым фрагментам (рис. 1). С-концевой тирозин 
вводили в реакции в виде метилового эфира, который конденсировали с Вос-Хаа-ОН, где Хаа – 
Asp(OBzl), Asn, Gln, Ala, Gly соответственно. В качестве основного конденсирующего агента  
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использовали дициклогексилкарбодиимид (DCC) с добавлением N-гидрооксибензотриазола (HOBt) 
в качестве противорацемической добавки. Отщепление Вос-защитной группы проводили обра-
боткой пептидов 4,5 н. раствором НСl в этилацетате в течение 40–50 мин. Практически все ста-
дии синтеза проходили с высокими выходами, что позволило получить целевые трипептиды  
с суммарными выходами 40–56 %. Основным методом контроля структуры пептидной цепи была 
масс-спектрометрия, по которой определяли массы молекулярных ионов промежуточных соеди-
нений и целевых трипептидов.

В качестве матрицы сорбентов использовали полиэтиленовые гранулы объемом 0,05±0,005 мл 
и массой 0,045±0,008 г с привитой акриловой кислотой. Химическая структура данной матрицы 
отличается большим количеством карбоксильных групп. Выбор полиэтиленовой матрицы обу-
словлен жесткостью ее структуры, что предотвращает попадание частиц сорбента в кровь, ста-
бильностью, биологической инертностью. Привитая полиакриловая кислота повышает гемо-
совместимость полимера и создает возможность ковалентно иммобилизовать разнообразные 
лиганды.

О свойствах насыщаемости экспериментальных образцов можно судить исходя из колебания 
значений концентрации IgG, которые показывают периоды сорбции и десорбции. В момент па-
дения значений происходит сорбционный процесс – количество IgG снижается за счет фиксации 
лигандом на поверхности образца. При постепенном уменьшении значений наблюдается пози-
тивная динамика процесса сорбции. В случае, когда в определенный промежуток времени значе-
ния концентрации начинают увеличиваться, происходит процесс десорбции, т.е. зафиксирован-
ные лигандами ранее IgG отсоединяются и уходят в среду. В этом случае можно говорить о нега-
тивной динамике процесса сорбции. 

Так, для образца на основе лиганда Phe-Trp-DTyr удельную насыщаемость можно отметить 
на 36-й минуте эксперимента. Концентрация IgG в плазме, подвергшейся воздействию образца, 
резко уменьшилась почти в 2 раза в течение 12 мин, что свидетельствует о высокой активности 
сорбента. С 12-й по 24-ю минуты наблюдается небольшое колебание концентрации IgG в преде-
лах 0,33 мг. Дальнейшая динамика положительная и показывает восстановившийся процесс сорб-
ции. Показатели выравниваются с 36-й по 60-ю минуты эксперимента, что расценивается как 
достижение удельной насыщаемости образцом (рис. 2). 

Такая же картина динамики процесса адсорбции характерна для образца Phe-Gln-Tyr-OMe. 
Концентрация общего IgG в плазме на 12-й минуте резко сокращается с 9,68 до 6,37 мг/мл. На 
36-й минуте вплоть до конца эксперимента концентрация остается прежней на уровне 5,91 мг/мл 
(рис. 3).

а

Рис. 1. Схема синтеза трипептидов Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe (IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)

Fig. 1. Synthesis scheme of tripeptides Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe (IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)
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Значения концентрации IgG в плазме при воздействии на нее образца на основе Phe-Ala-Tyr-
OMe уменьшаются, постепенно достигнув своего максимума на 36-й минуте, и имеют значение 
7,28 мг/мл. После положительной динамики начиная с 36-й минуты эксперимента происходит 
десорбция IgG и концентрация плазмы поднимается до 8,04 мг/мл. Подобное увеличение кон-
центрации свидетельствует о высокой степени десорбции (рис. 4).

За период проведения эксперимента с использованием образца на основе Phe-Asn-Tyr-OMe 
также наблюдалось постепенное снижение концентрации общего IgG до 24-й минуты с последу-
ющей десорбцией, наблюдаемой на 36-й и дальнейшем медленным увеличением сорбции к 60-й 
минуте (рис. 5). 

Такое же течение сорбции характерно и для образца на основе Phe-Gly-Tyr-OMe. В образце 
снизилось количество общего IgG в плазме с 8,20 до 6,14 мг/мл. Максимум сорбции был достиг-
нут на 24-й минуте, после чего наблюдается небольшое повышение концентрации IgG и даль-
нейший его спад. Подобное течение процесса сорбции может привести к выводу, что возможный 
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Рис. 2. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Trp-DTyr

Fig. 2. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based  
on Phe-Trp-DTyr ligand
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Рис. 3. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Gln-Tyr-OMe

Fig. 3. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based  
on Phe-Gln-Tyr-OMe ligand
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порог насыщаемости этими образцами был достигнут и начался процесс разрушения–восста-
новления части комплексов на поверхности опытного образца (рис. 6).

При определении насыщаемости образца на основе Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe концентрация 
плазмы уменьшалась с 11,16 до 6,76 мг/мл на протяжении 36 мин. С 36-й минуты и до конца экс-
перимента наблюдается повышение концентрации от 6,76 до 7,45 мг/мл. Таким образом, можно 
предположить, что период десорбции начинается с 36-й минуты и протекает крайне медленно 
(рис. 7).

Свойства емкости были установлены посредством расчета данных количеств, полученных  
в ходе динамических экспериментов и расчетов максимального количества, сорбированного об-
щего IgG на 1 г сорбента. Количество связанного образцами сорбентов общего IgG рассчиты-
вали по разнице количества свободного белка в плазме в сравнении с исходным количеством 
общего IgG в контрольном образце плазмы крови. В ходе расчетов было выявлено, что среднее 
количество общего IgG в плазме составляло 358,72 мг, при максимальном значении 412,6 и мини-
мальном 287,07 мг (таблица). 
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Рис. 4. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Ala-Tyr-OMe

Fig. 4. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Ala-Tyr-OMe ligand
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Рис. 5. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Asn-Tyr-OMe

Fig. 5. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Asn-Tyr-OMe ligand
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Количество свободного IgG в плазме при проведении динамических экспериментов, мг

The amount of free IgG in plasma during dynamic experiments, mg

Образец сорбента
Время, мин

0 12 24 36 60

Phe-Trp-DTyr 412,60 225,40 237,30 210,00 209,65
Trp-Phe-DTyr 357,70 346,85 333,20 307,65 320,32
Phe-Gln-Tyr-OMe 339,44 223,00 225,17 207,02 207,04
Phe-Asn-Tyr-OMe 358,54 297,36 229,39 257,04 237,27
Phe-Asp(Bzl)-TyrOMe 390,67 313,31 280,08 236,85 260,96
Phe-Ala-Tyr-OMe 365,05 323,40 257,25 254,80 281,40
Phe-Gly-Tyr-OMe 287,07 258,06 214,76 231,53 214,20
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Рис. 6. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца на основе лиганда Phe-Gly-Tyr-OMe

Fig. 6. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Gly-Tyr-OMe ligand
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Рис. 7. График снижения концентрации общего IgG при воздействии образца  
на основе лиганда Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe

Fig. 7. Graph of the decrease in total IgG concentration upon exposure to the sample based on Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe ligand
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Исходя их данных таблицы, количество сорбированного общего IgG образцом на основе Phe-
Trp-DTyr составило 202,6 мг или 50,65 мг/г сорбента, для образца на основе Trp-Phe-DTyr – 12,51 мг/г 
сорбента, Phe-Gln-Tyr-OMe – 33,1, Phe-Asn-Tyr-OMe – 30,32, Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe – 32,43, Phe-
Ala-Tyr-OMe – 20,91, Phe-Gly-Tyr-OMe – 18,22 мг/г сорбента. Полученные результаты свидетель-
ствуют, о том, что наиболее высокие свойства сорбции проявляют образцы на основе Phe-Trp-
DTyr, Phe-Gln-Tyr-OMe и Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe.

Таким образом, достоверно определена предельная насыщаемость образцов на основе Phe-
Trp-DTyr и образца Phe-Gln-Tyr-OMe, наступившая на 36-й минуте эксперимента. Для образцов 
Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe и Phe-Gly-Tyr-OMe предельная насыщаемость может быть 
определена на 24-й минуте, после которой наступает период десорбции. Выявлено, что образцы 
на основе Phe-Trp-DTyr и Phe-Gln-Tyr-OMe обладают высокой активностью лиганда, а также ста-
бильностью. Выявлена наибольшая сорбционная емкость для экспериментальных образцов сор-
бентов на основе Phe-Trp-DTyr – 50,65 мг/г и Phe-Asp(Bzl)-Tyr-OMe – 32,43 мг/г. 
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