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лизоцима в качестве лиганда
(57) Реферат:

Изобретение относится к технологиям
использования сорбентов, применяемых в том
числе для медицинских целей, а именно для
экстракорпоральной терапии больных с сепсисом
с использованием сорбции биологических
жидкостей. Задача изобретения: практическая

реализация идеи применения иммобилизованного
лизоцима в качестве лиганда в матрице
гемосовместимого сорбента для удаления
эндотоксинов из биологических жидкостей с
отсутствием риска утечки лизоцима в
сорбируемую биологическую жидкость (водный
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раствор, в том числе физраствор, плазму крови
и цельную кровь (с учетом гемосовместимости
сорбента)). Задача решается предлагаемым
способом удаления (сорбции) эндотоксинов из
биологических жидкостей с помощью химически
(ковалентно) иммобилизованного в

аминированной агарозной матрице лизоцима в
качестве лиганда. Иммобилизацию лизоцима на
агарозной аминированной матрице проводят с
получением молекулярного спейсера
-NH-C6H12-NH-C5H10-NH-, присоединяющего
молекулу лизоцима. 1 з.п. ф-лы, 1 ил., 9 табл.

(56) (продолжение):
SU 1622398 A1, 23.01.1991.
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(54)METHOD OF REMOVING ENDOTOXINS FROM BIOLOGICAL FLUIDS USING COVALENTLY
IMMOBILIZED LYSOZYME AS LIGAND
(57) Abstract:

FIELD: chemistry.
SUBSTANCE: invention relates to techniques for

using sorbents used for medical purposes, particularly
for extracorporeal therapy in patients with sepsis using
biological fluid sorption. Objective is solved by the
proposed method of endotoxin removal (sorption) from
biological fluids by means of chemically (covalently)
immobilized in the aminated agarose matrix of
lysozyme as a ligand. Immobilisation of lysozyme on
an agarose aminated matrix is carried out to obtain a
molecular spacer -NH-C6H12-NH-C5H10-NH-, which

connects a lysozyme molecule.
EFFECT: practical implementation of the idea of

using immobilized lysozyme as a ligand in a
hemocompatible sorbent matrix for removing
endotoxins from biological fluids with no risk of
leucocyte leaching into the sorbed biological fluid
(aqueous solution, including saline solution, blood
plasma and whole blood (taking into account sorbent
hemocompatibility)).

1 cl, 1 dwg, 9 tbl
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Область техники
Изобретение относится к технологиям использования сорбентов, применяемых в

том числе для медицинских целей, а именно для экстракорпоральной терапии больных
с сепсисом с использованием сорбции биологических жидкостей.

Уровень техники
Использование препаратов иммобилизованного лизоцима является важной задачей,

расширяющей спектр медицинского и биотехнологического применения данного
фермента.

Бактериальный эндотоксин (БЭ) - это поверхностный липополисахарид бактерий,
который накапливается в крови при сепсисе, на который сильно реагирует иммунная
система человека. С медицинской точки зрения иногда важнее быстро убрать
находящиеся в биожидкости БЭ, чем добиваться полного обезвреживания бактерий,
продуцирующих эти БЭ. Проблема удаления БЭ в современной практике частично
решается рядом сорбентов с синтетическими лигандами. Есть патенты на эту тему.
Выборочно это:

Вмеждународной заявке на изобретениеWO2010083545SORBENTFORENDOTOXINS
(Опубликовано: 2010-07-29) описывается сорбент для удаления БЭ из биологической
жидкости, который содержит нерастворимый в воде пористый носитель и полимиксин
(polymixin), который иммобилизуется на носителе, причем упомянутый носитель имеет
нейтральную, гидрофобную поверхность и иммобилизированный полимиксин
удерживается на поверхности сорбента путем гидрофобного взаимодействия. Сорбент
разработан для экстракорпоральной очистки крови, прежде всего, для лечения сепсиса.
Данная заявка фактически покрывает все варианты сорбентов с полимиксином,
иммобилизированным посредством гидрофобного взаимодействия.

Однако, такой способ иммобилизации не исключает утечку лиганда.
В патенте на изобретение DE 4209988 ENDOTOXIN ADSORBER HAVING HIGH

BINDING CAPACITY - COMPRISES POLYETHYLENEIMINE BONDED TO POROUS
CARRIER, ESP. POLYSACCHARIDE (Опубликовано: 1993-03-04) заявляются адсорбенты
эндотоксинов, содержащие полиэтиленимин, нековалентно или ковалентно связанные
с внутренней и/или наружной поверхностью пористого материала носителя.Материал-
носитель представляет собоймембрану или гранулу, например, полисахарид, целлюлозу,
полисульфон, полиакрилонитрил или полиамид. Такие адсорбенты используются для
удаления БЭ из биологических жидкостей.

Однако, в изобретении не показана гемосовместимость сорбента и сам лиганд иной,
чем в предлагаемом изобретении.

В патенте RU 2641924 СОРБЦИОННЫЙМАТЕРИАЛ, СПОСОБ ЕГО
ПОЛУЧЕНИЯ И СПОСОБ ЕГО ПРИМЕНЕНИЯ (Опубликовано: 23.01.2018 Бюл.
№3) описан сорбционныйматериал, содержащий пористый носитель, функциональные
группы на поверхности которого ковалентно связаны с лигандом, способным к
образованию прочных комплексов с бактериальными эндотоксинами. Пористый
носитель представляет собой гранулы размером от 50 до 900 микрон, выполненные из
полимера или сополимера. Изобретение обеспечивает получение новых селективных
сорбентов для очистки жидких сред от БЭ.

Однако, отличается материал носителя (матрицы), способ иммобилизации и сам
лиганд. Кроме того, не показана гемосовместимость сорбента.

Найдена только лишь одна статья Capture of bacterial endotoxins using a supermacroporous
monolithic matrix with immobilized polyethyleneimine, lysozyme or polymyxin В. Авторы:
AmroНаnоrа, FatimaM. Plieva,Martin , Igor Yu. Galaev, BoMattiasson Publication:
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Journal of Biotechnology 118 (2005) 421-433 Publisher: Elsevier Date: 10 September 2005. В
статье представлены результаты обстоятельного научного исследования удаления
(захвата) БЭ (липополисахаридов) с помощью супермакропористых монолитных
колонн с непрерывным слоем, так называемых криогелевых колонн, с ковалентно
иммобилизованными полиэтиленимином (PEI), полимиксином В (РМВ) и лизоцимом
(в том числе с иммобилизацией лизоцима в отдельности). БЭ были количественно
сорбированы из смесей с модельным белком, бычьим сывороточным альбумином
(БСА) при рН 7,2 практически без потерь белка. При рН 3,6 БЭ были сорбированы
непосредственно из неочищенного клеточного лизата Escherichia coli (E.coli).

Однако, здесь испытания по удалению БЭ проводилась только на модельных
растворах с БЭ и нет исследований гемосовместимости сорбента. Также использована
другая схема иммобилизации в отличие от схемы в предлагаемом изобретении.

Еще имеется работа, посвященная криогелюполивинилового спирта, в который был
нековалентно включен лизоцим на стадии изготовления самого криогеля в процессе
циклического многократного замораживания-оттаивания (ИММОБИЛИЗАЦИЯ
ЛИЗОЦИМА В КРИОГЕЛЬ ПОЛИВИНИЛОВОГО СПИРТА. Декина С.С.,
РомановскаяИ.И., ОвсепянА.М.,МолодаяА.Л., ПашкинИ.И. // Biotechnol. Acta. 2014.
V.7. No 3. Р. 69). Иммобилизованный таким образом лизоцим характеризуется
расширенным рН-профилем активности, существенно отличным от такового для
растворимогофермента. Расширение рН-профиля активности является положительным
моментом в плане дополнительного расширения спектра условий применимости
лизоцима.

Однако, у лизоцима, нековалентно иммобилизованного в криогеле поливинилового
спирта, есть ограничения по сферам применения, особенно в медицине, так как в этом
варианте иммобилизации присутствует фактор утечки фермента из геля, и не была
показана возможность удаления БЭ из биожидкости.

Еще один вариант иммобилизации лизоцима - это включение белка в нанопоры
наночастиц силикагеля (Као K.-Ch., Lin T.-S., Мои Ch.-Y. // J. Phys. Chem. C. 2014. V. 118.
P. 6734). Было показано, что при такой иммобилизации несколько возрастала активность
и заметно улучшалась стабильность активности лизоцима.

Однако следует отметить, что данный вариант иммобилизации также является
нековалентнымприсоединением и соответственно предполагает утечку белка с частиц,
и также не была показана возможность удаления БЭ из биологической жидкости.

Существует способ приготовления лизоцима, ковалентно иммобилизованного на
полистироле (Wu Y., Daeschel М.А. // J. Food Sci. 2007. V. 72. Nr.9 P.M369). В этом методе
применяются подходы из твердофазного синтеза пептидов. Используют хлорметил-
полистирол, на который прививают s-аминокапроновую кислоту с
третбутилоксикарбонильной защитой, затем переводят аминогруппу в бромацетил
производное с последующимприсоединением единственного гистидина лизоцима (His-
15). Полученный иммобилизованный лизоцим обладает хорошей стабильностью. Из
плюсов способа следует отметить точную направленную иммобилизацию и отсутствие
побочных продуктов с неустановленной структурой.

Из минусов способа можно отметить высокую стоимость исходных материалов и
сложность схемы синтеза, что однозначно станет препятствием для широкого
практического применения. Также не показана возможность удаления БЭ из
биологической жидкости.

Также в ходе патентного поиска были проанализированы несколько патентов про
способы иммобилизации лизоцима в матрицах сорбентов.
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Патент RU 2569510 СОРБЕНТ, ПРЕДСТАВЛЯЮЩИЙ СОБОЙ
НАНОАЛМАЗНЫЙМАТЕРИАЛ (ВАРИАНТЫ), СПОСОБЫ ПОЛУЧЕНИЯ И
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ (Опубликовано: 27.11.2015 Бюл. №33). Сорбенты из
наноалмазсодержащих материалов получают в результате детонационного синтеза и
модификации. Поверхность детонационных наноалмазов подвергают
целенаправленномуизменениюпутеммодифицирования химически активнымижидкими
и газообразными веществами при повышенных температурах. В результате
модифицирования состав поверхностных радикалов, содержащих атомынеуглеродной
природы (О, Н, N, S), пополняется дополнительными атомами, что приводит к
появлениюдополнительныханалогичныхилиновыхфункциональных групп, способных
образовывать связи сфункциональнымигруппамибиологическихобъектов.Изобретение
обеспечивает возможность удаленияширокого спектрабелковыхматериалов спомощью
полученных сорбентов из различных биологических жидкостей.

Однако, наноалмазы в медицинских экстракорпоральных процедурах не
используются, лизоцим привязан нековалентно и поэтому не исключена утечка в
биожидкость.

Патент Китая CN 106589202 (A) LYSOZYME IMMOBILIZED CARRIER AND
PREPARATIONMETHODTHEREOF (Опубликовано: 2017-04-26).Изобретение относится
кматрице (носителю) иммобилизованного лизоцима и способу получения, относящемуся
к области иммобилизации фермента. В изобретении применяется экологически
безопасный технологический процесс суспензионной полимеризации с использованием
метилакрилата в качестве основного сырья, дивинилбензола в качестве сшивающего
агента, регулирующего структуру смолы путем добавления третьего мономерного
стирола для увеличения механической прочности носителя, макропористый носитель
лизоцима был приготовлен в присутствии реагента, а гидролиз слабокислой
макропористой катионообменной смолы был получен с получением ферментного
носителя. В конце отвержденный лизоцим получали взаимодействием смолы,
глутаральдегида и лизоцима.

Однако, для данного материала не была показана гемосовместимость и не была
показана возможность удаления БЭ из биологической жидкости.

Таким образом в ходе тщательных патентно-информационных поисков не удалось
найти ни одной публикации про удаление эндотоксинов из биологических жидкостей
с помощьюгемосовместимого сорбента с иммобилизованнымлизоцимом, что позволяет
сделать предварительный вывод, что, вероятно, этого никто еще не делал практически
до сих пор.

Раскрытие изобретения
Задачей предлагаемого изобретения явилась практическая реализация идеи

применения иммобилизованного лизоцима в качестве лиганда в матрице
гемосовместимого сорбента для удаления БЭ из биологических жидкостей с
практическимотсутствием риска утечки лизоцима (невнесение никаких дополнительных
веществ) в сорбируемую биологическую жидкость (водный раствор, в том числе
физраствор, плазму крови и цельную кровь (с учетом гемосовместимости сорбента)).
Возможна адаптация и к другим биожидкостям.

Задача решается предлагаемым способом удаления БЭ из биологических жидкостей
с помощью химически (ковалентно) иммобилизованного в аминированной агарозной
матрице лизоцима в качестве лиганда. Способ проверен на удалении
энтеробактериальных эндотоксинов (кишечной палочки Escherichia coli, сорбция 65±17
нг на мл сорбента) и псевдомонадных эндотоксинов (синегнойной палочки Pseudomonas
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aeruginosa, сорбция 190±25 нг намл сорбента). Кишечная палочка и синегнойная палочка
относятся к тем бактериям, эндотоксины которых очень серьезно ухудшают прогноз
у больных с сепсисом.

Иммобилизацию лизоцима на агарозной аминированной матрице проводят с
получением молекулярного спейсера -NH-C6H12-NH-C5H10-NH-, присоединяющего
молекулу лизоцима.

Перечень рисунков
Рис. 1 - Схема приготовления аминированной матрицы и затем ковалентная

иммобилизация (присоединение к матрице) лизоцима через молекулярный спейсер.
Осуществление изобретения
На рис. 1 представлена схема приготовления аминированной матрицы и затем

ковалентная иммобилизация (присоединение кматрице) лизоцима через молекулярный
спейсер. Большую роль в повышении эффективности действия иммобилизованного
лизоцима играет применение спейсера (для устранения стерических препятствий
присоединению макромолекулярных лигандов (лизоцима) между ними и матрицей
бывает необходимо ввести молекулу спейсера). Наиболее перспективный вариант
иммобилизованного лизоцима получен ковалентным присоединением фермента к
матрице через спейсер -NH-C6H12-NH-C5H10-NH-.

Для аминирования агарозной матрицы ее промывали 10-тью объемами
дистиллированной воды на стеклянном фильтре, присоединенном к водоструйному
насосу с помощью колбы Бунзена. К навеске геля добавляли двукратное количество
2% водного раствора периодата натрия и инкубировали 2 часа на качалке при 20°С.
После инкубации матрицу промывали 20-кратным объемом дистиллированной воды.
К матрице, активированной периодатом натрия, добавляли однократный объем 2М
раствора 1,6-диаминогексана и инкубировали 2 часа на качалке при 25°С. Затем
добавляли 2-кратный объем свежеприготовленного 0,5% (по весу) раствора натрия
боргидрида натрия и инкубировали 30 минут при перемешивании. Обработку
боргидридом повторяли дважды. Далее промывали гель 5-кратным объемом 1 М
раствора NaCl и 20-кратным объемом дистиллированной воды. Затем к 10 мл 50%
суспензии аминированной матрицы в буферной смеси 30 мМ NaHCO3-NaOH, рН=10,0
добавляли 0,56 мл 25% раствора глутарового альдегида и перемешивали в течение 30
мин на качалке при 25°С. Далее гель промывали 50 мл буферного раствора 30 мМ
NaHCO3-NaOH, рН=10,0 и смешивали с 10 мл раствора лизоцима в том же буферном
растворе (концентрация лизоцима 7,5 мг/мл). Смесь инкубировали 1 час на качалке при
25°С. Полученный сорбент обрабатывали 10 мл 0,5% (по весу) водного раствора
боргидрида натрия дважды. Время каждой инкубации с раствором боргидрида натрия
составляло 20 мин. После блокировки сорбент промывали 200 мл дистиллированной
воды. Выход на стадии иммобилизации лизоцима для всех образцов составил не менее
98%. В качестве матрицы сорбента использовали промышленно выпускаемые
макропористые агарозные матрицы марок Sepharose (Сефароза) (производитель GE
Healthcare, США) иWorkBeads (WB) 200 Sec (производитель Bio-Works,Швеция) (прим.:
в настоящий момент максимальный опыт использования в клинической медицинской
практике накоплен для сорбентов на основе агарозных матриц).

Для доказательства, что лиганд иммобилизованного лизоцима не отваливается от
матрицы (и потом не утекает из сорбента) получали смывы с гелей препаратов
иммобилизованного лизоцима. В колонку высотой 5 см и сечением 1 см2 помещали 2
мл 50% суспензии сорбента. Далее исследовали связывание иммобилизованным
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лизоцимом бактериальных эндотоксинов (липополисахаридов) при добавлении
полученного на выходе из колонки смыва. Затем собирали вытекший из колонки раствор
и дополнительно промывали колонку буферной смесью. Собирали смыв с колонку до
достижения суммарного объема жидкости 3 мл. В случае наличия утечки лиганда,
смывы будут обладать бактериолитической активностью. Бактериолитическая
активность регистрируется уже при концентрации лизоцима 0,05 мкг в мл и более. Так
как в смывах активности нами не обнаружено, то мы можем гарантировать, что
концентрация лизоцима в смывах менее 0,05 мкг в мл. Весь смыв может содержать не
более 3×0,05 мкг = 0,15 мкг. Объем сорбента в этом испытании был 1 мл,
иммобилизованного лизоцима было 15 мг (15000 мкг) на мл сорбента. Таким образом
в смыве не может быть лизоцима в количестве более 0,15/15000=0,00001 (одной
стотысячной части) от иммобилизованного количества (или 0,001%).

Также были получены экспериментальные результаты проверки гемосовместимости
(с кровью человека) синтезированного сорбента с иммобилизованным лизоцимом. По
методике проверки кровь доноров брали в пробирки 50 мл с предварительно
добавленным до конечной концентрации 2,5 Ед/мл гепарином. Колонку делали из
носика 10 мл и фильтра 90 (133) мкм. Вносили 200 мкл сорбента, промывали 2 мл
физиологического раствора, снизу надевали силиконовый шланг. Предобработку
сорбента гепариномпроводили после промывкифизиологическимрастворомиз расчета
100 Ед гепарина на 1 мл сорбента, инкубация сорбента с 2-кратным объемом физ.
раствора с гепарином, RT, перемешивание, 10 мин. Хроматографию сорбента с 4 мл
крови проводили при комнатной температуре, самотеком, время контакта от 20 до 30
минут. Кровь после хроматографии собирали в пробирку 15 мл. В качестве
отрицательного контроля использовалась колонка без сорбента. В кровь после колонки
добавляли ЭДТА до конечной концентрации 10 мМ, аликвотили по 1 мл и измеряли
клетки в геманализаторе Elite3 Erba Mannheim (2-3 параллели). Сравнительные
результаты представлены в таблицах 1-8 по эритроцитам, тромбоцитам, лимфоцитам,
гемоглобину и гематокриту.

Общим выводом анализа результатов в таблицах является то, что синтезированный
по предлагаемому способу сорбент с иммобилизованным лизоцимом совместим с
цельной кровью человека (гемосовместим).

Результаты проверки гемосовместимости полученного сорбента с ковалентно
иммобилизованным лизоцимом

1. Эритроциты
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2. Тромбоциты.

3. Лимфоциты

4. Гемоглобин, гематокрит.

Примерыпроверки осуществления способа - с энтеробактериальными эндотоксинами
и псевдомонадными эндотоксинами.

В таблице 9 представлены данные по связыванию иммобилизованным лизоцимом
бактериальных токсинов (липополисахаридов) микроорганизма Escherichia coli
(кишечная палочка) семейства Enterobacteriaceae и микроорганизма Pseudomonas
aeruginosa (синегнойная палочка) семейства Pseudomonadaceae. Концентрацию
эндотоксина определяли по его активности при помощи набора для определения
активности эндотоксина "Hycult". В качестве стандарта энтеробактериального
эндотоксина использовали препарат Escherichia coli 055-В5 ("Endosafe", США), и стандарт
псевдомонадного эндотоксина Pseudomonas_aeruginosa «Пирогенал» 100 мкг/мл
("Медгамал", Россия).
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Прим.: 1 нанограмм (нг) на мл геля = 5 ЕЭ (единиц эндотоксина)
Из данных таблицы 9 видно, что вышеописанный иммобилизованный лизоцим

способен достаточно эффективно связывать (удалять) эндотоксины кишечной и
синегнойной палочек. Например, при тяжелом сепсисе у пациента может быть порядка
100 или более ЕЭ намл плазмы крови. Соответственно, например, колонка с сорбентом
объемом 250 мл может удалять до 81250 ЕЭ энтеробактериального эндотоксина или
237500ЕЭпсевдомонадного эндотоксина, что соответствует содержаниюэндотоксинов:
в 0,812 литра (для энтеробактериального эндотоксина) или 2,375 литра (для
псевдомонадного эндотоксина) такого пациента, у которого исходно 100 ЕЭ на мл
плазмы его крови. При 2-3 литрах плазмы объем крови пациента составляет до 4-6
литров.

Таким образом, иммобилизованный лизоцим в сорбенте способен существенно
снижать уровень эндотоксинов при его применении в сорбционных колонках.

Представленные экспериментальные данные подтверждают практическое решение
задач изобретения. Результаты экспериментов показали достаточно высокую
эффективность и доказали возможность применения вышеописанного
иммобилизованного лизоцима в качестве лиганда в матрице сорбента для удаления
эндотоксинов из биологических жидкостей с отсутствием риска утечки лизоцима в
обрабатываемую (фильтруемую) биологическую жидкость и при этом подтверждена
гемосовместимость сорбента.

Предлагаемый способ разработан в рамках выполнения работы по Соглашению
№14.574.21.0181 между Министерством образования и науки Российской Федерации
(Госзаказчик) и МГТУ им. Н.Э. Баумана.

(57) Формула изобретения
1.Способ удаления эндотоксинов из биологическихжидкостей с помощьюковалентно

иммобилизованного лизоцима в качестве лиганда гемосовместимого сорбента,
характеризующийся связыванием эндотоксинов кишечной и синегнойной палочек
лизоцимом, иммобилизованнымна агарозной аминированнойматрице с молекулярным
спейсером -NH-C6H12-NH-C5H10-NH-, присоединяющиммолекулу лизоцима; в качестве
матрицы гемосовместимого сорбента с отсутствием риска утечки иммобилизованного
лизоцимаиспользуютпромышленно выпускаемыекрупнопористые агарозныематрицы.

2. Способ по п. 1, характеризующийся сорбцией энтеробактериальных эндотоксинов
кишечной палочки Escherichia coli 65±17 нг на мл сорбента и сорбцией псевдомонадных
эндотоксинов синегнойной палочки Pseudomonas aeruginosa 190±25 нг на мл сорбента.
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