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Цель исследования – повышение сорбционной емкости диагностикумов на основе кардиолипинового антигена при анти-
фосфолипидным синдроме у больных системной красной волчанкой методом эмульсионной полимеризации. На основе 
интеграции антигенных нанообъектов, нами были созданы и апробированы иммобилизированные магнитоуправляемые 
антигенные  наносистемы (АНС). Они представляют собой полиакриламидные гранулы с включенным в их структуру 
биополимером. Для получения стабильных иммобилизированных биопрепаратов многократного применения с заданными 
свойствами (формой, диаметром частиц, размером пор, плотностью), в качестве диагностикумов, мы применяли в 
качестве носителя полиакриламидный гель. Этот способ позволил существенно увеличить сорбционную емкость, со-
хранить антиген в максимально нативном состоянии и открыл возможности контролируемого модифицирования и син-
теза  нанообъектов.  По описанной выше методике была произведена сорбция антикардиолипиновых антител из плазмы 
крови больных СКВ с клиническими проявлениями антифосфолипидного синдрома. В качестве контроля использовались 
сыворотки крови 10 практически здоровых лиц. Уровень антител к кардиолипину (АТ к КЛ) определяли до и после сорб-
ции непрямым твердофазным иммуноферментным методом с использованием иммобилизированных гранулированных 
препаратов. Было отмечено достоверное влияния на степень повышения  антикардиолипиновых антител (АКА) на-
личия основных клинических критериев АФС (акушерская патология, венозный тромбоз), которые и были использованы 
в качестве диагностических критериев АФС  у больных СКВ. У всех больных СКВ с признаками АФС уровень антител 
к кардиолипину был достоверно выше по сравнению с группой больных СКВ без признаков АФС  и составил в среднем 
(0,365±0.026 и 0,075±0,003, соответствии p<0,001). Полученные нами АНС на основе иммобилизированного кардиоли-
пина в условиях in vitro эффективно удаляли АТ к КЛ из цельной крови больных СКВ с клиническими проявлениями АФС 
до уровня здоровых лиц ( до сорбции АТ к КЛ-0,328±0,0289; после сорбции- 0,059±0,0170, p<0,001; сорбционная емкость- 
8,00±0,390мг/ мл). Метод эмульсионной полимеризации с учетом гидрофобных и гидрофильных свойств молекул липидов 
позволяет контролируемым образом синтезировать и модифицировать биомолекулы с последующим получением новых 
диагностических и лечебных препаратов.
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TECHNIQUES OF MODIFYING LIPID ANTIGENS FOR SYNTHESIS OF DIAGNOSTIC AND THERPAEUTIC 
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The objective of the study is to enhance sorption capacity of diagnostic agents by using cardiolipin antigens for antiphospholipid 
syndrome in patients with systemic lupus erythematosus (SLE). A technique of emulsion polimerization was used.  Having integrated 
antigen nanoobjects we developed immobilized magnetocontrollable antigen nanosystems and put them to an evaluation test. The 
nanosystems are polyacrylamide granules with a built in antigen. To obtain stable immobilized multi–use biopharmaceuticals with 
targeted properties (shape, particle diameter, pore size, density) we used a modified version of emulsion polymerization method 
using polyacrylamide carrier gel. This method permitted a greater sorptive capacity, preserving the antigen in maximum native 
state, and opened up the possibility of controllable modification of nanoobjects. Cardiolipin was used as the antigen in question.  
Following the method described above we performed sorption of anticardiolipin antibodies from blood plasma of SLE patients who 
showed clinical presentations of antiphospholipid syndrome. All SLE patoents with signs of antiphospholipid syndrome showed 
reliably higher levels of cardiolipin antibodies compared with SLE patients without antiphospholipid syndrome signs; the antibody 
level was 0.365 ± 0.026 and 0.075 ± 0.003 on average, correspondingly (p < 0.001). Blood serum from 10 apparently healthy 
individuals served as control. The level of cardiolipin antibodies was determined before and after sorption by indirect solid phase 
immunoenzyme method. In the eluate we estimated total protein by Lowry method. In vitro testing showed that the obtained antigen 
nanosystems based on immobilized cardiolipin could effectively remove cardiolipin antibodies from whole blood of SLE patients 
with clinical presentations of APS to achieve the values of healthy individuals (before sorption cardiolipin antibodies 0.328 ± 
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0.0289; after sorption 0.059 ± 0.0170; p<0,001; sorption capacity 8.00 ± 0.390 mg/ml).   The method of emulsion polymerization 
with consideration to hydrophobic and hydrophilic properties of lipid molecules permits obtaining and modifying biomolecules 
with certain properties, in a controlled fashion.
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Введение. Современный этап развития науки ха-
рактеризуется высоким темпом роста нанотехнологий 
с использованием веществ и материалов размером от 
нескольких десятков до сотен нанометров. Правитель-
ством Российской Федерации были утверждены требо-
вания к продуктам наноиндустрии (распоряжение от  
7 июля 2011 г. № 1192-р). Одной из таких сфер приме-
нения нанотехнологической продукции и является соз-
дание медицинских препаратов, предназначенных для 
диагностики и лечения ревматических заболеваний.

Ревматические заболевания представляют собой хро-
нический вялотекущий процесс, для которых характер-
но большое разнообразие форм и вариабельность тем-
пов прогрессирования. По социально-экономическим 
последствиям системная красная волчанка занимает 
первое место в группе системных поражений соеди-
нительной ткани ввиду ее широкого распространения 
среди населения разных стран, преимущественного 
поражения лиц трудоспособного возраста и с высокой 
инвалидизацией. Наиболее частой причиной летально-
сти и развития стойкой нетрудоспособности при дан-
ной патологии являются Lupus-нефрит и Lupus-ЦНС, 
сопровождающиеся множественными поражениями 
внутренних органов. Антитела к нативной ДНК и фос-
фолипидным антигенам обусловливают развитие соот-
ветственно волчаночного гломерулонефрита и антифос-
фолипидного синдрома (АФС), включающего рецидиви-
рующие артериальные и венозные тромбозы, эмболии, 
поражение нервной системы, акушерскую патологию. 
Данные проявления часто выходят на ведущее место 
в клинической картине заболевания, определяя его тя-
жесть и неблагоприятный прогноз. Так, антитела к кар-
диолипину обусловливают развитие субтипа системной 
волчанки с признаками АФС, при котором часто невоз-
можно подавить активность заболевания традиционны-
ми средствами базисной терапии, в связи с чем и воз-
никает необходимость изучения этих патогенетических 
иммунологических процессов. Обнаружение в сыворот-
ке крови различных аутоантител может иметь большое 
диагностическое значение. Кроме того, такие антитела 
обладают значительным патогенным действием, их уда-

ление из организма оказывает благоприятное лечебное 
воздействие на течение основного заболевания [1].

На основе интеграции антигенных нанообъектов, на-
ми были созданы и апробированы иммобилизированные 
магнитоуправляемые антигенные наносистемы (АНС). 
Они представляют собой полиакриламидные гранулы с 
включенным в их структуру антигеном.

Нанообъектами мы называем химические группы, 
которые формируют активные центры ферментов, анти-
генные детерминанты, клеточные рецепторы и т.д. Наи-
более интересным в этом отношении нам представля-
ется, как модель, антигенный препарат – кардиолипин, 
который относится к фосфолипидам. 

Данные рентгеноструктурного анализа показывают, 
что молекулы фосфолипидов имеют форму сплюснуто-
го с боков цилиндра, а по длине как бы делятся на две 
неравные части, небольшую «головку», состоящую из 
полярных групп, и длинный «хвост», образованный 
углеводородными цепями жирных кислот, входящих в 
состав фосфолипида. Именно такое строение молекулы 
приводит к тому, что в водных растворах фосфолипид-
ные молекулы самособираются в бислойную мембрану. 
В мембране «липидные хвосты» (гидрофобные участки) 
упрятаны внутрь, а снаружи в контакте с водным окру-
жением оказываются полярные «головы» (гидрофиль-
ные участки) этих молекул.

Основные фосфолипиды мембран – фосфотидил-
серин, фосфотидилинозитол, фосфотидилэтаноламин, 
фосфотидилхолин, кардиолипин.

Кардиолипин – фосфолипид, структурный компо-
нент внутренней мембраны клетки и митохондрий, по-
строенный на основе глицерола и остатков фосфотид-
ной кислоты. Кардиолипин может обладать антигенны-
ми свойствами, они заключены в гидрофильной части 
молекулы, а не в гидрофобной его части.

Размер молекулы кардиолипина  равен 0,4414 нм3, 
примерно такой  же размер и выше перечисленных фос-
фолипидов, что соответствует определению нанообъек-
тов как частиц менее 100 нм.

Для получения стабильных иммобилизированных 
биопрепаратов многократного применения с заданными 



605

RuSSIAN ClINICAl lAbORAtORy DIAgNOStICS. 2019; 64(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-10-603-606

IMMuNOlOgy

свойствами (формой, диаметром частиц, размером пор, 
плотностью), мы использовали метод эмульсионной по-
лимеризации в нашей модификации  с использовани-
ем полиакриламидного геля в качестве носителя. Этот 
метод позволил существенно увеличить сорбционную 
емкость, сохранить антиген в максимально нативном 
состоянии и открыл возможности контролируемого мо-
дифицирования нанообъектов [6].

Цель исследования  - повышение сорбционной емко-
сти диагностикумов на основе кардиолипинового анти-
гена при АФС у больных системной красной волчанкой 
методом эмульсионной полимеризации.

Материал и методы. Исследование проводили в 
соответствии с принципами Хельсинской декларации 
Международной медицинской ассоциации, что под-
тверждено результатами экспертизы Регионального эти-
ческого комитета. Исследования осуществляли при на-
личии информированного согласия пациентов. Диагноз 
АФС был подтвержден с помощью критериев Hughes и 
Harris [8], верификация диагноза красная волчанка вы-
полнялась с помощью критериев ACR [9].

Кардиолипиновый иммуносорбент получали путем 
связывания полиакриламидного носителя с антиге-
ном, смешанным с раствором полиметилметакрилата в 
хлороформе в соотношении 1:1 и выделения целевого 
продукта, в качестве носителя использовали гранули-
рованный полиакриламидный гель с концентрацией по-
перечносшивающего агента 25% и с включением в него 
10%-ным оксидом железа [3,4] (табл. 1).

Используя различия гидрофобных и гидрофильных 
частей молекулы кардиолипина и наш метод иммо-
билизации с использованием полиакриламидного ге-
ля в качестве носителя, можно получать стабильные, 
пространственно-ориентированные, гранулированные с 
магнитными свойствами нанообъекты, с последующим 
применением их в диагностике и лечении больных рев-
матическими заболеваниями [2,5-7].

 Результаты и обсуждение. Нами был проведен 
сравнительный анализ классического ИФА и ИФА с ис-

пользованием иммобилизированных гранулированных 
препаратов, полученных нашим способом. Использова-
ние иммобилизированного гранулированного кардиоли-
пина, в предложенном нами варианте ИФА, и раствора 
кардиолипина в традиционном твердофазном ИФА для 
фосфолипидов показало, что максимальное значение 
экстинции с одинаковым рабочим разведением пула сы-
вороток было 0,280±0,033 мг в классическом варианте 
и 0,342±0.027 мг в нашей модификации. Минимальные 
положительные значения экстинции в традиционном ме-
тоде соответствовали разведению пула сывороток 1¸800, 
а с использованием иммобилизированных препаратов – 
1¸6400. Применение иммобилизированной формы кар-
диолипина в предлагаемом методе позволило увеличить 
чувствительность ИФА в восемь раз, по сравнению с 
традиционном методом на полистероловых планшетах.

Было выявлено, что у всех больных СКВ с призна-
ками АФС уровень антител к кардиолипину был до-
стоверно выше по сравнению с группой больных СКВ 
без признаков АФС и составил в среднем (0,365±0,026 
и 0,075±0,003, p<0,001) при использовании нашей мо-
дификации.

Особый интерес представляют данные о зависимости 
уровня антител к кардиолипину от наличия поражения 
центральной нервной системы. У больных с синдромом 
Снеддона уровень антикардиолипиновых антител был 
достоверно выше, чем у больных без данного синдрома 
(0,489±0,094 и 0,171±0,049, p<0,001).

По описанной выше методике была произведена и 
сорбция антикардиолипиновых антител из плазмы крови 
больных СКВ с клиническими проявлениями антифос-
фолипидного синдрома. В качестве контроля использо-
вались сыворотки крови 10 практически здоровых лиц. 
Уровень антител к кардиолипину определяли до и после 
сорбции непрямым твердофазным иммуноферментным 
методом. В элюате измеряли концентрацию общего бел-
ка по Лоури. Полученные нами АНС на основе иммо-
билизированного кардиолипина в условиях in vitro эф-
фективно удаляли АТ к КЛ из цельной крови больных 

Т а б л и ц а  1
Потери кардиолипина при иммобилизации           

Концентрация
кардиолипина в растворе, мг

Иммобилизированный 
кардиолипин,мг

M±m

Потери кардиолипина, мг
M±m

Эффективность иммобилизации,
%

28 23,6±0,63 4,4±0,67 84,2%
24 20,6±0,83 3,4±0,78 85,8%
20 17,4±0,68 2,6±086 87,1%
16 13,6±0,69 24±0,83 85%
12 10,2±0,67 1,8±0,86 85%

Т а б л и ц а  2
Контроль специфичности сорбента

Время, мин Общий белок, мг/мл IgG, мг/мл IgA, мг/мл IgM, мг/мл

Исходный фон 73 10,5 1,3 1,25
15 75 11,8 1,2 1,25
30 72 9,90 1,36 1,25
45 71 10,9 1,28 1,04
60 75 11,9 1,27 1,02
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СКВ с клиническими проявлениями АФС до уровня 
здоровых лиц (до сорбции АТ к КЛ-0,328±0,028; после 
сорбции-0,059±0,017, p<0,001; сорбционная емкость-
8,00±0,390мг/мл).

Контроль специфичности сорбента определяли пу-
тем смешивания 1 г гранул с 4 мл сыворотки крови до-
нора на магнитной мешалке с интервалом 15 мин, в ней 
определяли концентрацию белка по Лоури, иммуногло-
булинов по Манчини классов G,A,M. Результаты приве-
дены в табл. 2.

Заключение. Метод эмульсионной полимеризации с 
учетом гидрофобных и гидрофильных свойств молекул 
липидов позволяет контролируемым образом  получать 
и модифицировать биомолекулы с характерными свой-
ствами. Этот метод дает возможность придать химиче-
ским группам нанообъектов, входящим в активные цен-
тры ферментов, антигенных детерминант, клеточных 
рецепторов и токсинов, принципиально новые качества 
и осуществлять их интеграцию в полноценно функцио-
нирующие системы большего масштаба, коими и явля-
ются иммобилизированные гранулированные антиген-
ные препараты (ИГАП). Поэтому такие биологические 
структуры можно считать полноценными нанообъекта-
ми и использовать их и в диагностике, и в лечении рев-
матологических больных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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