
Том 1 XXIV Международная конференция «Химия и химическая технология в XXI веке»

526

ные концентрации коньюгата вальнемулина с 
флуоресцентной меткой для связывания с анти-
телами, было изучено оптимальное время для 
регистрации аналитического сигнала, изучена 
перекрестная активность с другими антибиоти-
ками. Было показано, что наиболее высокая чув-
ствительность тест-системы наблюдалась при 
использовании коньюгата вальнемулин-ДТАФ. 
Для анализа реальных образцов были рассмо-
трены различные подходы извлечения вальне-
мулина из пробы: варьировались растворители, 
время экстракции и фактор разведения. Раствор 
ацетонитрила был выбран в качестве экстраги-
рующего агента.

Таким образом, была разработана методи-
ка определения вальнемулина на основе метода 
ПФИА. Линейный диапазон определяемых кон-
центраций вальнемулина составил 1,5–50 нг/мл, 
а предел его обнаружения равен 1,2 нг/мл. Вре-
мя проведения анализа составило 1 час с учетом 
пробоподготовки. Разработанная методика была 
апробирована на реальных образцах свинины. 
Степень извлечения вальнемулина варьирова-
лись от 80 до 110 %. Методика позволяет вы-
являть остаточные количества вальнемулина в 
концентрациях согласно установленным нор-
мам, и может стать основой для производства 
отечественных тест-систем.
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Гепарин – это кислый серосодержащий 
гликозаминогликан, состоящий из сложных ли-
нейных полисахаридов, который применяется 
при лечении тромбоэмболических заболеваний. 
Наибольшей антикоагулянтной активностью об-
ладают гепарины низкой молекулярной массы 
(НМГ) от 2000 до 8000 Да.

НМГ получают из нефракционированных 
гепаринов (НФГ), представляющих собой смесь 
мукополисахаридов с молекулярной массой от 2 
до 30 кДа, путем химической или ферментатив-
ной деполимеризации. Деполимеризацию также 
используют для разделения и идентификации 
гепаринов [1].

В данной работе была поставлена цель: 
определить структурные различия гепаринов с 
помощью процесса химической деполимериза-
ции.

В качестве объекта исследования был ис-
пользован НФГ, полученный методом фермента-
тивного гидролиза мукозы и стандартный гепа-
рин Sigma-Aldrich, молекулярный вес которого 
составляет 5 кДа. Образцы гепаринов подвер-
гали окислительной деполимеризации концен-
трированным раствором (37 % мас.) пероксида 
водорода при температуре 70 °C в течение 120 
минут. В процессе окисления пероксидом водо-
рода генерируются кислородные радикалы, ко-
торые затем окисляют чувствительные к кисло-
роду сахаридные остатки в полимере гепарина, 
модифицируя их до углеродных фрагментов [2].

Определение продуктов деполимеризации 
проводили с использованием метода капилляр-
ного электрофореза, обладающего высокой сте-
пенью разделения, малым объемом проб, бы-
стротой и низкой себестоимостью анализа.
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Условия анализа на приборе «Ка-
пель-105М»: немодифицированный кварцевый 
капилляр с внутренним диаметром 75 мкм; фос-
фатный электролит с рН 3,5 и концентрацией 25 
мМ; приложенное напряжение – 20 кВ при дли-
не волны 192 нм, гидродинамический ввод про-
бы под давлением 50 мбар в течение 10 с.

Для определения структурного сходства 
между НФГ и стандартным гепарином проводи-
ли сравнение электрофореграмм (ЭФГ) продук-
тов окислительной деполимеризации гепаринов.

На полученных ЭФГ (Рис. 1) пик 1 соответ-
ствует ионам хлора, а пик 2 свидетельствует о 
наличии гепарина. 

На рисунке 2 представлены результаты 
сравнения ЭФГ продуктов окислительной де-
полимеризации НФГ и стандартного гепарина. 
Нефракционированный гепарин разложился 
практически полностью, в отличие от стандарт-
ного. Различия в электрофоретических профи-
лях свидетельствуют о большей устойчивости 
стандартного гепарина к действию окислителя 

Рис. 1.  ЭФГ стандартного гепарина (а) и НФГ (б), С = 8,96 г/л

Рис. 2.  ЭФГ продуктов деполимеризации стандартного гепарина (а) и исследуемого НФГ 
(б), полученных при нагревании с пероксидом водорода в течение 2 часов, С = 8,96 г/л
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вероятно за счет меньшего количества участков, 
чувствительных к кислородным радикалам.

Таким образом, метод деполимеризации в 
сочетании с капиллярным электрофорезом по-

зволяет выявить различия в составе и структуре 
гепаринов с разным молекулярным весом, раз-
делять продукты деполимеризации и определять 
стабильность НМГ и НФГ.
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Рецептор эпидермального фактора роста че-
ловека 2-го типа HER2 играет критическую роль 
в качестве ведущего онкопротеина при многих 
злокачественных новообразованиях, который 
сверхэкспрессируется во многих случаях рака 
молочной железы, яичников и других видов. 
Рекомбинантные таргетные молекулы неимму-
ноглобулиновой природы с анкириновыми по-
вторами DARPins имеют пикомолярную аффин-
ность к HER2, тогда как наиболее доступным 
методом радионуклидной диагностики являют-
ся методы с использованием технеция-99m [1]. 

Целью данной работы являлась оценка спец-
ифичности и процессинга таргетного агента на 
основе 99mTc и варианта DARPin G3 c хелатной 
группой триглицил-серил-цистеин ((G3S)3C) на 
опухолевых культурах линий SKOV-3, SK-BR-3, 
PC-3.

Клеточные линии SKOV-3, SK-BR-3 и PC-3 
выращивали на среде RPMI-1640 с добавлени-
ем антибиотиков, глутамина и эмбриональной 
бычьей сыворотки. Линии инкубировали при 
37 ℃ в атмосфере СО2 (5 %). Для оценки спец-
ифичности связывания с рецептором клетки 
засеивали в 6-луночные планшеты плотностью 
6 • 105 клеток на лунку за 24 ч до эксперимента. 
Для блокирования HER2 в контрольных группах 
клеток (в трех лунках) использовали немечен-
ный технецием-99m белок DARPin-G3-(G3S)3C 
(500 мкл), в остальные лунки добавляли мечен-
ный технецием-99m DARPin-G3-(G3S)3C до до-
стижения концентрации 1 нМ в каждой лунке.

Клеточный процессинг и интернализацию 
оценивали на клетках линии SKOV-3. Клетки 
(3 чашки Петри на точку, 106 клеток на чашку) 
непрерывно инкубировали с 1 нМ белка, мечен-
ного 99mTc, при 37 °C.

Рис. 1.  Результаты оценки специфичности связывания на клеточных лини-
ях SKOV-3, SK-BR-3, PC-3 (A) и интернализации на клеточной линии SKOV-3 (B)




