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Обзор посвящен синтезу и применению аффинных адсорбентов на ос-
нове носителей, активированных эпоксидными соединениями. Обсуждены
методы введения эпоксигрупп в носители различной химической природы.
Рассмотрены условия иммобилизации на носителях, содержащих эпоксн-
группы, пространственных вставок и лигандов низкомолекулярной и поли-
мерной природы. Приведены данные по свойствам и применению этого
типа адсорбентов в аффинной хроматографии.
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I. ВВЕДЕНИЕ

К настоящему времени накоплен обширный материал по получению
и применению в практике аффинной хроматографии (АФХ) различных
типов адсорбентов, который систематизирован в ряде монографий [1—•
4] и обзоров [5—11]. Недавно появились обзоры, посвященные конкрет-
ным проблемам, возникающим при биоспецифической очистке отдель-
ных классов и групп биополимеров [12—14].

Развитие АФХ было бы невозможным без постоянного совершенст-
вования химической базы этого метода, включающей способы синтеза и
активации твердых носителей и иммобилизации лигандов, анализ аф-
финных адсорбентов, изучение их свойств и т. д. Химические аспекты
метода АФХ служили предметом обсуждения в перечисленных выше мо-
нографиях, отдельных обзорах [15, 16] и на конференциях, посвященных
АФХ [17]. Получению и свойствам адсорбентов для ковалентной хрома-
тографии посвящен обзор [18]. По-видимому, назрела необходимость в
систематизации конкретных химических данных по способам получения
аффинных адсорбентов различных типов. Настоящий обзор посвящен
синтезу, свойствам и применению биоспецифических адсорбентов одного
из наиболее перспективных типов, а именно адсорбентов на основе эпо-
ксиактивированных носителей (ЭАН).

Данные по аффинным адсорбентам на основе ЭАН отражены в лите-
ратуре весьма схематично и фрагментарно. Между тем применение та-
кого рода адсорбентов органически связано с актуальной проблемой
АФХ — синтезом стабильных, гидролитически устойчивых материалов,
обладающих высокой биоспецифичностью и способных функционировать
длительное время в различных условиях. Использование классического
метода бромциановой активации полисахаридных носителей [19] не да-
ет возможности получать адсорбенты с высокоустойчивой к гидролизу
связью между матрицей и вставкой1 (лигандом) [10, 20]. В связи с
этим в последние годы, несмотря на ряд успешных работ [21—24] с

1 Используемый в настоящей статье термин «вставка» [10] обозначает соединение
(или группу атомов), отделяющее лиганд от поверхности твердого носителя. В лите-
ратуре применяются также эквивалентные термины «пространственная группа», «спей-
сер» и «ножка». В иностранной литературе для аналогичных соединений чаще всего-
используется термин «spacer»; встречаются также термины «arm» и «leash».
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применением полимерных вставок по принципу многоточечного присое-
динения, внимание исследователей все чаще привлекают адсорбенты на
основе ЭАН, в том числе и сефарозы.

Помимо высокой гидролитической стабильности ЭАН обладают ря-
дом других важных достоинств — они достаточно гидрофильны и прак-
тически лишены заряженных групп, что сводит к минимуму неспецифи-
ческие взаимодействия между выделяемым биополимером и адсорбен-
том. Эти адсорбенты дают возможность иммобилизовать не только ли-
ганды с первичной аминогруппой, но и (без дополнительной модифика-
ции) лиганды с другими функциональными группами, например гидро-
ксильной, карбоксильной и тиольной. При использовании ЭАН часто от-
падает необходимость введения дополнительных вставок. Немаловаж-
ным является и тот факт, что при эпоксиактивации агарозных носителей
имеет место поперечная сшивка самих агарозных цепей, что придает ад-
сорбентам типа сефарозы дополнительную жесткость, повышает меха-
ническую и химическую устойчивость носителя.

В настоящем обзоре систематизированы основные литературные дан-
ные по получению и применению адсорбентов на основе ЭАН для целей
АФХ, а также иммобилизации ферментов.

П. МЕТОДЫ АКТИВАЦИИ ТВЕРДЫХ НОСИТЕЛЕЙ ЭПОКСИДНЫМИ
СОЕДИНЕНИЯМИ

Метод активации твердых носителей эпоксидными соединениями был
впервые предложен в лаборатории Пората [25—28], который внес круп-
ный вклад в развитие методов разделения биополимеров вообще и АФХ,
в частности [29].

Наиболее часто при активации эпоксидами и их производными при-
меняется есфароза различных марок (2В, 4В, 6В и CL), отвечающая
большинству требований, предъявляемых к носителю для получения
аффинных адсорбентов. Реже используются целлюлозы, ультрогель, се-
фадексы и другие полисахаридные носители. Известно применение ме-
такрилатных, метакриламидных и оксиалкилметакрилатных полимер-
ных носителей [30—33] и носителей кремнеземной природы [33, 34].

1. Активация носителей полисахаридной природы

Методы активации полисахаридных носителей эпоксидными соедине-
ниями можно условно разделить на две основные группы: методы, при-
водящие к появлению высокоактивных концевых эпоксигрупп на поверх-
ности носителя (метод Сандберга — Пората, 1974 г. [27] и метод Аксе-
на и сотр., 1975 г. [35]), и методы, позволяющие модифицировать по-
верхность носителя различными функциональными группами (метод
Хьертена, 1974 г. [36,37]).

а) Метод Сандберга — Пората

В основе метода лежит реакция бис-оксиранов типа диглицидилово-
го эфира 1,4-бутандиола (I) с сефарозой в сильнощелочной среде (0,4—·
0,6 Μ едкий натр) 2.

| -ОН + СН2—СНСН2О (СН^ОСНаСН—СН2 ——-»

(I)
> | —ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СН-СН2

ι \ о /
он υ

(И)
Время реакции 6—10 ч, температура — 20—30°. Оптимальная кон-

центрация быс-оксирана (I) в реакционной смеси около 30% [27]. Кон-
2 Здесь и далее в схемах жирная линия обозначает поверхность твердого носи-

теля.
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центрация эпоксигрупп на адсорбенте (II) составляла примерно
800 мкмоль/г сухого геля. Стабильность эпоксиактивированных гелей, по
данным Сандберга и Пората, наилучшая при хранении их в диметил-
сульфоксиде при 4° или в 1 Μ хлориде натрия при рН 6,8 и 4°. Эпокси-
дирование CL-сефарозы этим методом позволило применять активиро-
ванную матрицу для синтезов в неводных средах [38J.

Недавно авторы работы [39] сообщили о применении бис-оксирана
(I) для активации целлюлозы. Активация протекает в 0,6 Μ едком нат-
ре с добавлением боргидрида натрия (4 мг/мл) при ~20° в течение 18 ч.
Активность эпоксицеллюлозы полностью сохранялась в течение 2 не-
дель при хранении ее в 0,1 Μ едком натре при 4°.

Известно также использование в качестве реагента 1,2;7,8-диэпокси-
октана (III) при активации альгиновой кислоты. Эпоксидирование про-
водили при —20° в течение 3 ч в 5 Μ едком натре при рН 12 [40].

огч~
| —ОН + СН 2 -СН-(СН 2 ) 4 —СН—СН 2 > | —ОСНаСН—(СН2)4-СН—СН2

\ 0 /' \ о / I \ох

и υ ОН υ

(III)
Метод Сандберга — Пората лежит в основе получения коммерческого

препарата «эпоксиактивированная сефароза 6В» (ЭАС-6В), выпускае-
мого фирмой Pharmacia Fine Chemicals (Швеция).

б) Метод Аксена

Этот метод активации впервые предложен для получения (через-
эпоксипроизводные) высокозамещенных тиолсодержащих гелей для ко-
валентной хроматографии [35]. Эпоксидирование сефарозы эпихлоргид-
рином (1-хлор-2,3-эпоксипропаном) (IV) протекает довольно легко при
60° в течение нескольких часов в среде 1 Μ едкого натра.

| —ОН + С1СН2СН—СН2 - ^ - 1 -ОСН2СН-СН2

(IV) (V)

При использовании 0,45 мл (IV) на 3 г геля достигнута степень заме-
щения около 600—700 мкмоль эпоксигрупп на 1 г сухого геля (V). Оп-
тимизация условий реакции эпоксидирования исследовалась в дальней-
шем в работе [41]; были предложены следующие условия активации:
30% сефарозы — 5% эпихлоргидрина — 0,4 Μ едкий натр (2 ч, 40°). Ин-
тересно отметить, что попытка использовать при эпоксидировании до-
бавки органических растворителей (25% растворы диметилсульфоксида
или диоксана) не привела к заметному увеличению количества вводи-
мых эпоксигрупп. Однако было показано, что в 25%-ном диметилсульфо-
ксиде уже приблизительно через час достигается степень замещения
около 700 мкмоль эпоксигрупп на 1 г сухого геля, хотя наибольшая сте-
пень замещения (800 мкмоль/r) наблюдается при проведении реакции
в водной среде в течение 2 ч при 40°.

Описаны и другие модификации метода Аксена и сотр. Так, прово-
дилась реакция эпоксидирования сефарозы 0,48 Μ эпихлоргидрином (IV)
в 0,5 Μ едком натре при 30° в течение 4 ч [42]. По данным [43] приме-
нение при эпоксидировании раствора бромида триметилцетиламмония
повысило качество геля и позволило сократить время активации при
45—50° до 45 мин. Недавно [44] описана методика активации сефарозы
в среде 2 Μ едкого натра с постепенным добавлением эпихлоргидрина
в реакционную смесь в течение 8—10 ч при ~20°. Авторы не привели
данные по степени замещения геля эпоксигруппами, хотя дальнейшая
иммобилизация на полученных металл-хелатных носителях ряда фер-
ментов (малатдегидрогеназа, лактатдегидрогеназа и щелочная фосфа-
таза) прошла успешно.

В настоящее время метод Аксена и сотр. применяется для эпоксиди-
рования сефарозы при получении коммерческого препарата «тиопропил-
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сефароза t>B» (Fnarmacia Hne Chemicals). Кроме того, активация по-
средством (IV) ультрогеля типа A4R лежит в основе получения коммер-
ческих аффинных адсорбентов фирмы «LKB» (Швеция) — «акрифла-
вин — ультрогель A4R» и «гепарин — ультрогель A4R».

в) Метод Хьертена

Впервые разработан авторами в 1974 г. для синтеза нейтральных ге-
лей, широко используемых в гидрофобной хроматографии [36, 37]. В ос-
нове метода лежит реакция сефарозы с разнообразными эпоксидными
соединениями в присутствии катализатора — трифторида бора.

| —ОН + СН2—CHCH2OR -5Еь-> | — OCH2CHCH2OR
\ 0 / I

и он
Этим методом синтезировано большое количество гидрофобных ад-

сорбентов, содержащих в структуре концевые алкильные и арильные ра-
дикалы, в том числе со спиртовыми, карбоксильными, метоксильными,
циано- и другими группами [45, 46]. Объемное соотношение гель сефаро-
зы — диоксан в реакции— 1:1; на 100 мл суспензии геля используют
1 мл эфирата трехфтористого бора. Через 5 мин после смешения реаген-
тов добавляют соответствующий глицидиловый эфир и реакционную
смесь перемешивают 40 мин при 25°. Концентрацию лигандов на адсор-
бентах этого типа определяли после кислотного гидролиза методом
ЯМР-спектроскопии. Емкость адсорбентов по лиганду достигала
200 мкмоль/г сухого геля.

Метод Хьертена и сотр. лежит в основе получения широко используе-
мых стабильных гидрофобных коммерческих адсорбентов «октил-сефаро-
за CL-4B» и «фенил-сефароза CL-4B» (Pharmacia Fine Chemicals), ем-
кость которых по связыванию белка (альбумин сыворотки) достигает
15—20 мг/мл геля.

2. Синтетические полимерные носители, содержащие эпоксигруппы

Среди группы нерастворимых матриц, полученных синтетически,
большой интерес представляют глицидилметакрилатные гели (ГМГ),
впервые синтезированные чехословацкими исследователями путем ради-
кальной сополимеризации этиленметакрилата и глицидилметакрилата
[32, 33, 47]. Емкость по эпоксигруппам полученных носителей составля-
ла около 3,5 ммоль/г, а эпоксигруппа располагалась на поверхности но-
сителя на трехатомной вставке [47]:

О
II

| — С О С Н 2 С Н — С Н 2

Недавно Туркова и соавт. [48] получили оксиалкилметакрилатные
гели (Сепароны Η 300 и Η 1000), активированные эпихлоргидрином
(IV), причем в зависимости от степени активации содержание эпокси-
групп составляло 140—1770 мкмоль/г сухого веса. Интересно отметить,
что удаление непрореагировавших эпоксигрупп после присоединения ли-
ганда, осуществляемое обычно конденсацией с этаноламином, было про-
ведено гидролизом 0,1 Μ хлорной кислотой.

Другим примером ЭАН на основе глицидилметакрилата являются
«оксиран-акриловые носители», изготовляемые фирмой «Pohm Pharm»
(ФРГ) [31]. Известно, что вторым компонентом при сополимеризации
служат аллилглицидиловый эфир, метакриламид или метилен-бис-акри-
ламид. Полученные носители обладают макропористой структурой, со-
держат большое количество эпоксигрупп — 800—1000 мкмоль/г сухого
носителя, не меняют набухаемость в широком интервале рН (от 1 до 10),
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имеют высокую механическую и гидролитическую стабильность, являют-
ся микроборезистентными. Показано успешное применение оксиран-ак-
риловых носителей для иммобилизации белков и ферментов [31]. На-
пример, количество связанного альбумина достигало 140 мг, а трипсина
600 единиц активности на 1 г сухого носителя. По-видимому, этот тип
носителей перспективен для использования их в АФХ.

В работе [30] описан синтез двух водорастворимых полимеров, на
которых затем был иммобилизован НАДН. Первый из них являлся сопо-
лимером метакрилоилхолина и 3-[4-(2,3-эпоксипропокси)бутокси]-2-ок-
сипропилакрилата. Иммобилизацию НАДН на этот сополимер осуществ-
ляли в три стадии: алкилирование НАД при N(1), восстановление нико-
тинамидной части дитионитом и перегруппировка Димрота алкильной
связи из N(1) в экзоциклическую аминогруппу адениновой части. Второй
полимер был сополимером того же эпоксид-содержащего мономера и N-
метакрилоил-2-глюкозамина. Присоединение НАДН к этому сополиме-
ру через аминогруппу при С (6) осуществляли в одну стадию. В резуль-
тате были получены конъюгаты (Va, б).

(Va,6)

Ιί поест. ~ рибознлиирофосфорибозилдигидроиикотинамид

Χ = О(СН2)2\(СН3)3 (а)

CMoOlI

ч\ он

он ? (б)

NH—

Получены также сополимеры целлюлозы и полиглицидилметакрила-
та следующей структуры:

/ CHS

Ц—СН— —СН2—С— г,

I \ I / \
он V соосн2сн—сн2/«

Ц — целлюлоза
Они применялись для получения иммуносорбентов [49], иммобилиза-

ции некоторых ферментов [50] . Новый тип полимерного материала, со-
стоящий из гидрофильной полисахаридной части и гидрофобного синте-
тического полимера, получен графт-полимеризацией [51] . В качестве по-
лисахаридной матрицы использовали сефарозу 4В, сефадексы G-10 и
G-200. Процесс сополимеризации с иммобилизацией ферментов (а-ами-
лаза, химотрипсин и др.) представлен на схеме:

Φ — ΝΗ2 + СН2—СНСН2ОСОС=СН2 » Φ — NHCH2CHCH2OCOC=CH2 *
° CH3 OH CH3

I —OCH2CH—(СН2СН)„—CH2CH—CH3

R R C=O
I

Ф—NHCH2CHCH2O

OH
Φ — фермент
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3. Активация кремнеземных носителей эпоксидными соединениями

Активация этого типа носителей изучена недостаточно, хотя именно
макропористые кремнеземные носители важны для внедрения метода
АФХ в технологические схемы по очистке биополимеров. Активация по-
ристых стекол проводилась обработкой 5%-ным раствором 3-(2,3-эпо-
ксипропокси)пропилтриметоксисилана в ацетоне [33, 52].

—Si—ОН + (CH3O)3Si(CH2)3OCH2CH—СН2

I \ 0 /

рН 5,8
—Si—О—Si(CH2)3OCH2CH—СН2

ι \ 0/
Иммобилизация ряда белков на полученном носителе была успеш-

ной, емкость по белку находилась в пределах 10—80 мг белка/г носи-
теля [33]. Этот же реагент в виде раствора в толуоле применялся для
введения эпоксидных групп в кремнеземный носитель силохром [34].
Аналогично проводилась активация кремнезема марки «Fractosil-1000,
Merck». Емкость по белку полученного носителя составляла 20—
30 мг/г носителя [33].

III. ИММОБИЛИЗАЦИЯ ЛИГАНДОВ НА НОСИТЕЛЯХ,
СОДЕРЖАЩИХ ЭПОКСИГРУППЫ

Одним из существенных преимуществ ЭАН на основе сефарозы
(ЭАС-6В) является отсутствие специальной стадии введения простран-
ственной вставки при синтезе аффинного адсорбента. Действительно,
ЭАС-6В, полученная по методу Сандберга — Пората, имеет достаточ-
но длинную гидрофильную вставку, позволяющую сразу же проводить
иммобилизацию лиганда. Это максимально упрощает синтезы адсор-
бентов с низкомолекулярными лигандами, делает их, в ряде случаев,
одностадийными.

С другой стороны, применение активированной сефарозы, получен-
ной по методу Аксена и сотр. (1,2-ЭПС), как правило, требует введе-
ния дополнительной пространственной вставки. В дальнейшем рассмот-
рены реакции иммобилизации лигандов применительно к упомянутым
выше типам эпоксисефарозы.

1. Иммобилизация низкомолекулярных лигандов
или пространственных вставок

а) Адсорбенты на основе ЭАС-6В

Как правило, иммобилизация лигандов, содержащих амино-, окси-
или тиоловые группы, протекает легко при значениях рН от 7 до 13 и
температуре 20—45° в течение 10—65 ч. Эти общие выводы иллюстри-
руются конкретными примерами в табл. 1.

В аналогичных условиях (0,1 Μ едкий натр при рН 13) 'проходило
сочетание аминометилфосфоновой кислоты и производных я-аминобен-
зилфосфоновой кислоты с ЭАС-6В, причем емкость адсорбента с лиган-
дом, содержащим алифатическую аминогруппу, оказалась примерно в
4—5 раз выше [64].

I — ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СН—СН2 + Η2Ν—X—РО^ -*

ОН °
(П)

> 1 —OCH2CHCH2O(CH2)4OCH2CHCH2NH—X—РО3

2~

он он
X = —СН 2 — (содержание лиганда — 20 мкмоль/г геля); —/ ^ — С Н 2 —

(4—5 мкмоль/г); — ζ ^—СЫН—/ ^—СН.,— (3 мкмоль/г)

О

Интересно, что только адсорбенты с ароматической структурой сла-
бо связывали щелочную фосфатазу.
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ТАБЛИЦА 1

Условия иммобилизации низкомолекулярных лигандов с амино-, окси- и тиоловыми
группами на ЭАС-6В

Лиганд Температура, °С Время, ч Ссылки

NH,

Аналог триметоприма
Фолиевая кислота
8-Аминоксантин
Акрифлавин
S- гексилглутатион
Галактозамин

Рибоза-5- фосфат
N-ацетилгалактозамин
Аденозин
Глицерилфосфорилхолин

9—10
10

10—11
11,5
12
13

8,5
11
11,2
13

—
30
37
20
30
30

ОН

33
40
37
45

16
16
20

8—10
16
20

65
16
24
20

SH

Глутатион восстановлений 37 24

[53]
[54]
[55]
[56]
]57]
[58]

[59]
[60]
[61]
[62]

[63]

* Иммобилизация проведена в атмосфере азота.

Применение в качестве лиганда аминопроизводных бензохинона-1,2
описано в работе [65]. Реакция проводилась при рН 10 в 0,07 Μ кар-
бонатном буферном растворе в токе азота в течение 5 ч; емкость по
лиганду получена вполне удовлетворительная — 5,5 мкмоль/мл упако-
ванного объема геля.

•l·—СН2 + H2NCH2 >

ОН

(И)

> | — OCH2CHCH a O(CH 2 ) 4 OCH 2 CHCH 2 NHCH a —<f ^ — N H

он f\/
ОСНз

(VI)

о

Синтезированный адсорбент (VI) оказался высокостабильным и
использовался около года для выделения менадионредуктазы.

Высокая емкость по лиганду — около 280 мкмоль/г геля — получена
при иммобилизации по положению 5 диметилпроизводного 2-амино-4-
окситетрагидроптеридина [66]. Реакцию проводили в деаэрированном
0,5 Μ карбонате натрия при рН 11,4.

ОН

|-ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СНСН2 N

о'н о'н
А

Н з С л
н 3 с -

Η

При наличии в лиганде карбоксильных групп возможна его иммоби-
лизация на адсорбенте за счет образования сложноэфирных связей
[33, 67]. Лиганды, содержащие фенольныи гидроксил, также хорошо
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присоединяются к ЭАС-6В в кислотной среде. Однако при наличии у
лиганда обеих функциональных групп точное место связывания не
всегда удается установить. Так, не доказана точная структура адсор-
бентов, полученных на основе производных ауксина (5-оксииндолилук-
сусная кислота, 2-, 3- и 4- оксифенилуксусные кислоты и др.) и ан-
тиауксина (2-окси-3,5-дииодбензойная кислота) [68]. По данным авто-
ров, адсорбенты с индолилуксусной кислотой в качестве лиганда ока-
зались стабильными лишь две недели.

Для АФХ дегидрогеназ [69] синтезирован НАД-содержащий адсор-
бент с применением на одной из стадий перегруппировки Димрота — из
положения N(1) пуринового кольца по экзоциклической аминогруппе.

ЬОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2Се—

\
2

0 1 1

Се—СЯ 2 ^
,H6

(π)

I—
NH

ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СГ1СН2—:

Oil OH

OCH9CIlCn2O(CH2)4OCH2CllCH2NH

OH"

R = СН„О

•CONH.,

HO OH HO OH

Таким образом, следует считать установленным факт достаточно
легкого алкилирования пуринов по N(1) положению при взаимодейст-
вии с ЭАС-6В в слабокислотных средах (рН 5—6); последующая пе-
регруппировка Димрота приводит к иммобилизации лиганда по экзо-
циклической аминогруппе аденинового кольца.

Однако, в ряде случаев, особенно при проведении реакции в силь-
нощелочной среде, точное положение в молекуле полифункционально-
го лиганда, по которому он присоединен к ЭАС-6В, определить доволь-
но трудно. Так, при очистке дезаминазы высокоэффективным оказал-
ся адсорбент с иммобилизованным на ЭАС-6В аденозином [61]. Свя-
зывание лиганда проводили при рН 11,2 в 0,1 Μ бикарбонате натрия
при 37° в течение 24 ч, причем авторы считают наиболее вероятной им-
мобилизацию лиганда по гидроксильным группам рибозы, а не по мало-
реакционноспособной аминогруппе аденина. Между тем, по-видимому,
в этих условиях вполне возможна иммобилизация и по экзоцикличе-
ской аминогруппе лиганда — в близких условиях (см. табл. 1) удалось
получить адсорбент с иммобилизованным акрифлавином (VII) [56]:

СН3

-OCH 2 CHCH 2 O(CH 2 ) 4 OCH 3 CHCH 2 NH —

I I

он он 4 / \ ^\/
(VII) 10* 1747



Вероятно, в подобных случаях, при наличии нескольких типов реак-
ционноспособных групп в молекуле лиганда, предполагаемые структу-
ры адсорбентов нельзя считать окончательно установленными. Так,
авторы работ [70, 71], доказав ковалентное связывание уридина с
ЭАС-6В при 37° в 0,1 Μ едком натре в течение 16 ч, привели лишь пред-
полагаемую структуру полученного адсорбента (VIII):

ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СНСН2—

(VIII)

но
Более определенные результаты получены, если перед иммобилиза-

цией молекула лиганда предварительно направленно модифицирова-
лась. Например, ц-АМФ сначала превращали в С(8)-оксиэтилтиопро-
изводное, которое затем легко сочетали с ЭАС-6В при рН 11 [72].
Аналогично ]Ч(6)-е-аминогексил-3,5-АДФ иммобилизовали при рН 10
и 28° в течение 20 ч [73] и получили адсорбент (IX).

(IX)
Λ -ό он

Антагонисты кальмодулина, производные 1-сульфонафталина, им-
мобилизовали при рН 9,8 в 30% -ном диметилформамиде в течение
~ 1 6 ч при 40° по аминогруппе гексаметилендиаминовои вставки, ко-
торая была предварительно введена в молекулу лиганда [74]. Синтези-
рованный адсорбент (X) содержал около 20 мкмоль лиганда на 1 мл
геля.

| —ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СН—СН2 + H2N(CH2)6NHSO2 —

он Ч ° А/Ч

\/\У
χ

. . . . . - 2 N H ( C H 2 ) 6 N H S O 2

О Н ОН

(Χ) ν γ j
χ !

X = Η, Cl j

В этом синтезе хотелось бы отметить применение органического ра-
створителя— диметилформамида, что позволило получить адсорбент с
высокой емкостью по лиганду.
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Как указывалось выше, углеводные лиганды могут быть иммобили-
зованы на ЭАС-6В без предварительной модификации [75, 76]. В рабо-
те [77] проведено подробное химическое изучение иммобилизации уг-
леводов на ЭАС-6В. Показано, что реакция протекает главным образом
по первичной гидроксильной группе, а в случае аминосахаров оказа-
лось, что аминогруппа в шесть раз более реакционноспособна в реак-
ции с эпоксигруппой, чем первичная оксигруппа. Получение устойчи-
вого и эффективного адсорбента (XI) для биоспецифической очистки
белков, имеющих высокое сродство к невосстанавливающим глюкопи-
ранозильным остаткам, присоединением незащищенной а, сс'-трегалозы
к ЭАС-6В, описано в работе [78].

ДЦГК

Применение короткой этилендиаминовой вставки, иммобилизован-
ной на ЭАС-6В, для последующего сочетания носителя с карбоксилсо-
держащнм стероидным лигандом карбодиимидным способом описано в
работе [38]. Полученный адсорбент (XII) использовался для выделе-
ния стероид-связывающих белков сыворотки.

|—OCH2CHCH2O(CH2)4OCH2CHCH2NH(CH2)2NH2+

ОН ОН

ОН С Н з

+ HOOC(CH2)4CH2.J U

\ / : \ / \ о

Η

I —OCH2CHCH2O(CH2)4OCH2CHCH2NH(CH2)2NHCO (CH2)4CH2 • • ·
I I

OH OH

(XII)

Важной особенностью данного синтеза явилось использование
CL-сефарозы, устойчивой в неводных средах, поскольку иммобили-
зацию лиганда проводили в смеси диоксан — диметилформамид (1:1)
с помощью дициклогексилкарбодиимида (ДЦГК)·

Известно применение ЭАС-6В для синтеза металл-хелатных адсор-
бентов [79, 80]. Присоединение динатриевой соли иминодиуксусной
кислоты осуществляли в 2 Μ карбонате натрия при 65° в течение 24 ч.
Полученный адсорбент использовали при очистке нуклеозиддифосфа-
тазы [80].

Интересным адсорбентом на основе ЭАС-6В оказалась S-гексилглу-
татион — эпоксисефароза, в которой лиганд был иммобилизован по
аминогруппе глутатиона (рН 12, 30°). Блокирование непрореагировав-
ших эпоксигрупп проводилось 1 Μ этаноламином в течение 16 ч. На
этом адсорбенте удалось провести очистку нескольких ферментов-—
глутатион-Э-арилтрансферазы [81] и глиоксалазы [57], причем в пос-
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леднем случае выход фермента был выше, чем на адсорбенте, получен-
ном активацией сефарозы бромцианом.

По данным [82] оказалось возможным использовать ЭАС-6В для
иммобилизации лиганда в среде органического растворителя — диме-
тилсульфоксида, правда в течение ограниченного времени (1 ч при
~20°). Полученный адсорбент (XIII) применялся при очистке миои-
нозитоксигеназы.

ОСН2СНСН2О(СН2)4ОСН2СНСН2—О ОН

он он

(XIII) НО

Удобным носителем оказалась ЭАС-6В для иммобилизации ж-ами- s
нофенилборной кислоты [83]. Синтезированный адсорбент прочно свя- •
зывал нуклеотиды, вероятно, путем образования комплекса с сс-гликоль-
ной группировкой рибозы и в таком виде исследовался авторами с
целью очистки некоторых дегидрогеназ.

Описано также ковалентное присоединение к ЭАС-6В других низ-
комолекулярных лигандов, таких как производные углеводов — N-аце-
тил-£>-галактозамина [60], М-ацетил-р-Д-глюкозамина [41], TpH-N-аце-
тилхитотриозы [41], циклогептаамилозы [84], β-Ζ,-фукозиламина [85],
аминоспирта холина [86] и др.

б) Адсорбенты на основе 1,2-ЭПС

Этот тип эпоксисефарозы [35], как правило, требует введения до-
полнительной пространственной вставки при иммобилизации лиганда.
Впервые 1,2-ЭПС применили для синтеза адсорбента для ковалентной
хроматографии — «тиопропил-сефарозы» (XIV) [35], получение кото-
рой проводили по следующей схеме:

1-ОСН2Со—СН2

 Ν 8 Α ° ' ^ |—OCH2CHCH2S2O3Na — -»
υ он

'" 0-0 г,
— > I — O C H 2 C H C H 2 S H * \— O C H 2 C H C H 2 S — s—ι

I I
OH OH

(XIV)
Интересно отметить, что в качестве лигандов исследовались также

производные 2,2'-дипиридилдисульфида с нитро- и карбоксигруппами
[87]. Как и ожидалось, эти производные тиопропил-сефарозы оказа-
лись несколько более активными в реакциях тиол-дисульфидного об-
мена и могут использоваться в ковалентной хроматографии наряду с
коммерческим адсорбентом. В этой же работе получен адсорбент (XV)
с остатком диметилдитиокарбамата в качестве лиганда:

S
II / С Н 3

—SCN<
I XCH3

он
(XV)

Синтезированы также эпоксианалоги «активированной тиол-сефаро-
зы», второго коммерчески доступного адсорбента для ковалентной хро-
матографии. В качестве вставок использовали остатки цистамина, ци-
стеина и глугатиона, лигандом являлся остаток 5,5'-дитио-б«с-(2-нит-
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робензойной) кислоты (ДТНЬ) L43J. Схема синтеза указанного адсор-
бента приведена ниже:

1—осн 2 сн—сн 2

 G-S-Sa-Q_^ |_ QCH 2 CHCH 2 NH |G—s—s ^' tH1-
( д и Т И 0 Т р е и т )

| — OCH2CHCH2NHJG] — SH

ОН

ДТНБ

он

| — OCH2CHNH—

ОН
G — остаток глутатиона

Применение адсорбентов для выделения и очистки SH-содержащих
пептидов и белков подробно рассмотрено в обзоре [18].

С использованием в качестве вставки гидразидов дикарбоновых кис-
лот получен ряд производных гидразидооксипропил-сефарозы, к кото-
рым гладко присоединяли окисленные периодатом [88] нуклеотиды,
например, адениновые и гуаниновые нуклеотиды [89], НАДФ [43, 90,
91]. Иммобилизация дигидразидов на 1,2-ЭПС протекает при рН 9,5 в
течение 10—16 ч при ~20° [89]. Последующее присоединение окис-
ленных нуклеотидов проходит по рибозному кольцу.

xCOXH.VH.

()CH 2CH—CH 2

(V)

ρ 11 5,8 hосНоСн:(:н,л :нхисо(С[г2),,,(:ом1—χ

Η /
υιι

Гексаметилендиаминовая вставка использовалась для иммобили-
зации на 1,2-ЭПС некоторых аминокислот [92] в виде N-оксисукцини-
мидных эфиров. По данным [93] для очистки фосфолипазы D наиболее
эффективной оказалась нонилоксипропилсефароза.

Представляет интерес использование в качестве пространственной
вставки 4,4'-азодианилина [94], присоединение которого к 1,2-ЭПС
проводили в 50%-ном диметилформамиде в течение 2 ч. Полученный
окрашенный продукт (XVI) сочетали с сукцинилированным производ-
ным андростандиола в присутствии 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)
карбодиимида (ЭДК):

OCH 2 CHCH 2 NH—

ОН

— N H 2

(XVI)
СНД

НоС / \

+ ноос(сн2)2соо—!,

.OH

эдк
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-OCH2CHCH2NH-^ V _ N = N _ /

OH

Описан синтез ряда адсорбентов с азо-связью на основе 1,2-ЭПС.
Один из примеров такого рода — получение НАДФ-азобензгидразидо-
оксипропил-сефарозы (XVII) по следующей схеме [95]:

Н—СН2 + H2NNHOC— { ^ — N O 2 »
хо/

(V)
1) [н]

- | -OCH 2 CHCH 2 NHNHOC-< = )-NO 2 *j ^

ОН

* 1 —OCH2CHCH2NHNHOC—^ V-N=N—НАДФ.

ОН (XVII)

Реакцию иммобилизации вставки — «-нитробензгидразида— на 1,2-
ЭПС проводили в водном диметилсульфоксиде.

Недавно [96] осуществлено аминирование 1,2-ЭПС и ЭАС-6В в кон-
центрированном аммиаке при 40° за 2 ч и впервые получена амино-
сефароза (XVIII) и некоторые ее производные. Так, через стадию сук-
цинилирования [97] удалось получить высокостабильный аффинный
адсорбент (XIX) с гемагглютинином (LcH) в качестве лиганда.

| —ОСН2СН—СН2 — з ^ · - * | —OCH2CHCH2NH2

(V) (XVIII)

I —OCH2CHCH2NHCO(CH2)2COOH

OH

.со.

\-ОН

он

/

0 ^

LcH

1 —OCHaCHCH2NHCO(CH2)2CO—|LcHJ

OH
(XIX)

Амидная и сложноэфирная связи адсорбента (XIX) были устойчивы
при рН 9,8 (боратный буферный раствор). Не разрушаются они и при
использовании в качестве элюента растворов детергента. По аналогич-
ной схеме получена глюкозамин—сукцинилоксипропил-сефароза [98].

Применение З-амино-2-оксипропил-сефарозы, полученной эпоксиди-
рованием агарозного носителя эпихлоргидрином по модифицированно-
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му методу [42] (25°, 4 ч) с последующей обработкой 2М раствором
аммиака в течение 16 ч, для иммобилизации стероидного лиганда — 3-
оксо-17р-окси-5а-андростан-17сс-(6-гексановой кислоты) —описано в
работе [99]. Лиганд сочетали с аминосефарозой в 70%-ном водном
диоксане в присутствии ЭДК·

в) Адсорбенты на основе носителей кремнеземной природы

Систематических исследований этой группы ЭАН для иммобилиза-
ции низкомолекулярных лигандов не проводилось. Значительный инте-
рес представляет работа [34], посвященная иммобилизации на алюсиле
5-оксиуридин-2'(3'),5'-дифосфата с целью получения аффинного адсор-
бента для выделения эндонуклеазы Λ5. Синтез азоадсорбента на осно-
ве эпоксидированного алюсила проводился по следующей схеме:

.NO,—(' \S—гоа

h tcuJjOCTt— с н , - >• I — (CH,U)(:itci i ,oii — - - >

OH 1-'14

— > • \ — ( c i i , ) , o f . n < ; i i . , o o c — ( ' V M I , > I — ( а ь ь о с н с н о о о с — ( ' ^

Содержание аминогрупп на аминоарилпроизводном (XX) составило
133 мкмоль/г, а емкость азоадсорбента (XXI) по нуклеотиду —
36,5 мкмоль/г. По данным авторов синтезированный адсорбент прак-
тически не обладал неспецифической сорбцией и был весьма стабиль-
ным: после шести циклов выделения сохранялось до ~98,3% от пер-
воначального количества иммобилизованного на носителе лиганда.
Следует подчеркнуть возможность использования в синтезах азоад-
сорбентов на основе кремнеземов других описанных вставок — и-нитро-
бензгидразидной [95] и вставок, полученных на основе гидразидов N-
(/г-нитробензоил)-е-аминокапроновой кислоты и -глицилглицина [100].

2. Иммобилизация лигандов полимерной природы

Иммобилизация полимеров и биополимеров различных классов на
ЭАН подробно не изучалась, хотя необходимость таких исследований
очевидна. Имеющиеся литературные данные по этому вопросу скудны
и разрозненны. Чаще всего для указанной цели использовали ЭАС-6В.
Это объясняется наличием на носителе данного типа длинной прост-
ранственной вставки, что обеспечивает достаточно высокую реакцион-
ную способность носителя в реакциях с биополимерами и обеспечивает
необходимую стерическую доступность иммобилизованного лиганда.

В качестве лигандов было осуществлено ковалентное присоединение
к ЭАН липополисахаридов [101, 102], антител к человеческому лейко-
цитарному интерферону [103], гликопротеинов [96], клеточного мате-
риала [104], ингибиторов трипсина и трипсиноподобных ферментов
[27], полисахаридов [76], полинуклеотидов [105, 106]. В работе [107]
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овомукоид предварительно модифицировали по активному центру цит-
раконовым ангидридом, а затем присоединяли к ЭАС-6В при рН 10 в-
течение 16 ч при 40°. Процент связывания трипсиноподобного фермен-
та этим эпоксиадсорбентом оказался равным 92% по сравнению с 30%
для сефарозы, активированной бромистым цианом.

По данным [105] окисленная периодатом т-РНК с успехом была им-
мобилизована на гидразидоадипоил-ЭАС-бВ.

Простой и эффективный метод присоединения ДНК к эпоксицеллю-
лозе предложен в работе [39]. Иммобилизацию биополимера проводи-
ли в 0,1 Μ едком натре при 20° в течение 2 ч. Содержание ДНК в полу-
ченном адсорбенте составляло около 40 мг/мл геля. Сорбент отличался
высокой стабильностью по отношению к органическим растворителям —
этанолу, диметилформамиду, диоксану, толуолу и др., а также 2М
хлориду натрия или 0,1 Μ едкому натру в течение 24 ч при <~20°. Эф-
фективность связывания полинуклеотидов изменялась следующим об-
разом — poly(dT) >poly(dC) =poly(dA) >poly(dG).

Определенный интерес вызывают работы, посвященные условиям
иммобилизации на ЭАН пептидов и белков. Так, в работе [27] изучены
оптимальные условия для присоединения глициллейцина к ЭАС-6В
(рН 11, 50° в течение 15 ч). Для ингибитора трипсина из соевых бобов
оптимум связывания — 0,5 Μ карбонатный буферный раствор, рН 9,5,
25° в течение 24 ч. В близких условиях проводили иммобилизацию на
ЭАС-6В белков клеточной мембраны при получении иммуноадсорбен-
тов [104] — 0,05 Μ боратный буферный раствор, рН 9, в течение 16 ч
при —20°.

Приведенные выше данные позволяют считать, что иммобилизация
биополимеров на ЭАН протекает примерно в тех же условиях (щелоч-
ная среда, температура 20—30°), что и сочетание с низкомолекуляр-
ными лигандами. Полученные адсорбенты, как правило, высокоста-
бильны.

Более детальное исследование процессов присоединения к ЭАН,
в частности ГМГ, пептидов и белков было предпринято в работах
[33,47]. Авторы показали, что пептид типа глициллейцина преимущест-
венно связывается с ГМГ по α-аминогруппе, причем максимальное свя-
зывание наблюдается через 72—96 ч при 25—37°. Этот процесс оказался
сильно зависимым от значения рН, с оптимумом при рН 9,7. Емкость по
лиганду составила около 20 мкмоль/г. Связь между матрицей и лигандом
оказалась чрезвычайно прочной: даже жесткий кислотный гидролиз
привел к появлению лишь следовых количеств глицина. С другой сторо-
ны связывание эпоксигрупп носителя с карбоксильными группами лиганда
было независимым от значения рН. Гидролиз образовавшейся сложно-
эфирной связи протекал обычным образом.

При иммобилизации на ГМГ сывороточного альбумина и трипсина мак-
симум связывания этих белков оказался в кислотной среде при рН 3, что
позволило предположить важную роль карбоксильных групп в процессах
конъюгации. Участие ε-аминогрупп лизина исследуемых белков в процес-
сах связывания проявилось в области рН 7—11. По мнению авторов, им-
мобилизация по ε-аминогруппе независима от рН. Емкость по лиганду
для адсорбентов, полученных при рН 8—11, была в 3—4 раза ниже, чем
у адсорбентов, синтезированных при кислотных рН. Кроме трипсина и
альбумина удалось иммобилизовать на ГМГ в кислотной среде и амино-
глюкозидазу [106]. В дальнейшем было показано, что в кислотной среде
эффективно связывались полимеры с индольной и фенольной группами
[67]. Оптимальное связывание индолсодержащих производных наблю-
далось при рН 3,85, причем с увеличением рН эффективность связыва-
ния уменьшается. Имидазолсодержащие производные имели оптимум
связывания при рН 8,15 [33]. Для производных, содержащих первичную
аминогруппу, оптимум связывания зафиксирован при рН 9,55.

Значительный интерес представляют данные [33] по изучению влия-
ния природы белков на их иммобилизацию на ЭАН. Оказалось, что при
иммобилизации белков важны не только условия связывания и природа
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ТАБЛИЦА 2
Оптимальные значения рН для иммобилизации некоторых белков на различных

типах ЭАН [33]

Иммобилизованный
белок *

Альбумин сыво-
ротки (4,9)

Папаин (8,7)
Антилизин (10)
Трипсин (10,1)
Химотрипсин

Тип ЭАН **

пористое отекло

4(45), 8,5(20)

8,5(60)
10(80)
8,5(10)
7—8 (50)

кремнеземный
носитель

5(50)

8(40)
10 (20)
3(20)

7—8(20)

ЭАС-6В

8 (300)

9 (300)
10(300)
11(20)
11(40)

ГМГ

5(20), 8(10)

7 (25)
10(15)

3(5)
3(10), 10(5)

оксиран-акрило
вый носитель

4—10(50)

9,5(100)
10(20)

* В скобках приведена изоэлектрическая точка.
** В скобках приведено количество иммобилизованного белка в мг/г носителя.

белкового лиганда, но и тип полимерной матрицы. Результаты этих ис-
следований приведены в табл. 2.

Из табл. 2 следует, что максимальную емкость по лиганду показала
ЭАС-6В, причем только для этой матрицы значение рН иммобилизации
всегда находится в щелочной среде (рН 8—11). Такую неселективность
к природе иммобилизуемого белка, по-видимому, следует отнести к эф-
фекту вставки, которая для этого типа ЭАН имеет максимальную дли-
ну— 12 углеродных и кислородных атомов. Близкие результаты получе-
ны и для оксиран-акрилового носителя. Напротив, ГМГ и адсорбент на
основе кремнезема наиболее чувствительны к природе иммобилизуемого

мкмоль /г

120 -

12 рИ

Зависимость присоединения глицил-В-фенилаланина к Сспарону Η 300 (а) и Сепарону
Η 1000 (б), активированным эпихлоргидрипом, от рН и времени реакции; £ма11В—·
максимально активированные носители (1550 мкмоль/г для Сепарона Η 300;
1700 мкмоль/г для Сепарона Η 1000); £ Л и — минимально активированные носители
(240 мкмоль/г для Сепарона Η 300; 140 мкмоль/г для Сепарона Η 1000); / — 48 ч;

2 —24 ч; 3— 12 ч

белка, а емкость по лиганду для них невысока — для ГМГ она наимень-
шая из всех изученных ЭАН. Для некоторых белков наблюдается четкая
взаимосвязь между изоэлектрической точкой и оптимальным значением
рН иммобилизации (например, антилизин и, в меньшей степени, папаин и
альбумин). Результаты для антилизина, по мнению авторов, можно объ-
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яснить отсутствием в этом белке триптофана, склонного к связыванию в
кислотной среде.

Аналогичное исследование проведено на активированных эпихлоргид-
рином (IV) оксиалкилметакрилатных гелях [48]. Было изучено присое-
динение различных аминопроизводных как функция рН, времени реак-
ции, концентрации лиганда, степени эпоксидирования носителя и хими-
ческой структуры лиганда. На рисунке отражена зависимость
присоединения глицил-О-фенилаланина на различных типах эпоксиакти-
вированных Сепаронов от рН среды и времени реакции [48].

Ковалентная иммобилизация альбумина и НАД-пирофосфорилазы на
ЭАС-6В протекала при 4° в течение 28 ч [109]. Ряд ферментов (перокси-
даза, а-амилаза, α-химотрипсин, глюкозоизомераза) иммобилизован
недавно с использованием графт-полимеризации [51]. Определенный ин-
терес представляет метод нековалентной иммобилизации на эпоксиак-
тивированном металл-хелатном носителе некоторых ферментов, содержа-
щих имидазольные и тиогруппы [44]. Авторы предлагают следующую
структуру комплекса носитель — фермент:

l·OCH2CHCH2N

ОН

Ji = Cu 2 + , Za 2 + , C o 2 +

Этим способом иммобилизованы щелочная фосфатаза, малат- и лак-
татдегидрогеназы.

IV. ПРИМЕНЕНИЕ АДСОРБЕНТОВ НА ОСНОВЕ НОСИТЕЛЕЙ,
АКТИВИРОВАННЫХ ЭПОКСИДНЫМИ СОЕДИНЕНИЯМИ, В АФФИННОЙ

ХРОМАТОГРАФИИ

Одно из главных достоинств ЭАН — простота, в ряде случаев одно-
стадийность, получения аффинных адсорбентов на их основе. Синтезиро-
ванные биоспецифические адсорбенты исключительно стабильны, практи-
чески не гидролизуются в щелочной среде. Так, адсорбент с ц-АМФ,
иммобилизованным на ЭАС-6В по спиртовому гидроксилу, за шесть меся-
цев хранения в боратном буферном растворе при 4° потерял лишь около
0,04% лиганда [72]. Иммуноадсорбенты на основе ЭАС-6В теряли
радиоактивный лиганд только на 0,04—0,02%, в то время как процент
потери радиоактивности для аналога на основе сефарозы, активирован-
ной бромцианом, составил в тех же условиях 0,6—1,1% [103]. Полное
отсутствие отщепления кофермента при хранении НАД-содержащих
эпоксиадсорбентов по сравнению с бромциан- и азопроизводными пока-
зано в работе [69].

Второе важное преимущество адсорбентов на основе ЭАН заключает-
ся в их большей биоспецифичности, что обусловлено гидрофильностью
вставки и отсутствием дополнительных ионогенных групп. Следствием
этого является возможность использования такого рода адсорбентов на
более ранних этапах выделения и очистки биополимеров. Например, при
выделении тироксин-связывающего глобулина успешным оказалось при-
менение на ранних этапах очистки тироксин—эпоксисефарозы [ПО] не-
посредственно для АФХ сыворотки. Была достигнута 1000-краткая очист-
ка исследуемого белка с выходом около 70%. Достаточно высокая очист-
ка на стадии АФХ (600 раз) сохранилась и после предварительной хро-
матографии сыворотки на гидроксилапатите.
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эпоксиактивированный Сепарон Н 1000 с присоединенным в качестве
лиганда метиловым эфиром /,-фенилаланил-/)-фенилаланина [48]. Высо-
кая механическая стабильность адсорбента дала возможность проведе-
ния аналитической АФХ пепсина при высоком давлении.

Высокую селективность показала при выделении в одну стадию фер-
мента уратоксидазы 8-аминоксантин—эпоксисефароза [55]. Степень
очистки составила 88 раз, выход фермента достигал 93%, элюентом слу-
жил 5 мМ раствор мочевой кислоты.

Максимальная очистка холинфосфат-цитидилтрансферазы на адсор-
бенте на основе ЭАС-6В составила на стадии АФХ около 250 раз с об-
щим выходом 59% [62]. Близкая степень очистки (в 200 раз) наблюда-
лась при выделении глутатионредуктазы на НАДФ—гидразидоадипоил-
оксипропил-сефарозс [111]. Важно отметить, что использованный в этой
работе адсорбент оказался высокоселективным к глутатионредуктазе
(мышьякрезистентная фракция) и практически не связывал тиолдисуль-
фидные ферменты мышьякчувствительной фракции. С помощью этого
адсорбента разработан эффективный экспресс-метод получения практи-
чески гомогенной глутатионредуктазы [111]. Примечательно, что в обоих
случаях АФХ проводилась непосредственно с супернатантом, выделен-
ным после фракционирования сульфатом аммония. Простой и быстрый
трехэтапный метод очистки α-амилазы из тритикали включал на послед-
ней стадии АФХ на циклогептаамилоза—эпоксисефарозе [84]. Он дал
конечную очистку фермента в 143 раза с общим выходом около 33%.

В ряде работ АФХ на эпоксисорбентах применялась на заключитель-
ных стадиях очистки. Так, при выделении фенилаланингидроксилазы из
печени крысы применение на последнем пятом этапе птеридин — эпокси-
сефарозы позволило получить очистку фермента на стадии АФХ около
30 раз [66]. Общая степень очистки составила 510 раз, выход — 98%.
Конечный препарат фенилаланингидроксилазы содержал примесь ката-
лазной активности. На одной из стадий очистки глиоксалазы использова-
лась АФХ на S-гексилглутатион—эпоксисефарозе [57], причем хромато-
графия на этом адсорбенте приводила к ферменту с более высокой удель-
ной активностью, чем очистка на адсорбенте на основе бромциан-активи-
рованной сефарозы.

Использование металл-хелатных адсорбентов на основе эпоксисефа-
розы описано в работах [80, 112—114]. На этих адсорбентах удалось
провести очистку нуклеозиддифосфатазы с выходом около 16% и сте-
пенью очистки 194 раза [80]. Элюентом служил 15 мМ раствор L-гисти-
дина в 10 мМ малеатном буферном растворе.

Известно, что адсорбенты на основе ЭАН широко применяются и в
гидрофобной хроматографии. Определенный интерес вызывают работы
по исследованию связи химической структуры адсорбентов с особенностя-
ми адсорбции различных белков. В работах [45, 46], посвященных изу-
чению белков крови, установлены следующие общие закономерности.
Адсорбенты с длиной алкильной цепи от С, до С, показали относительно
низкую адсорбцию белков крови, а увеличение гидрофильное™ и поляр-
ности лиганда введением гидроксильпых, метоксильных или цианогрупп
значительно снижало адсорбцию. Максимальное снижение наблюдалось
при введении нитрильной группы. С другой стороны, наличие в молекуле
лиганда положительного заряда (четвертичная аммониевая группа) уве-
личивало адсорбцию всех исследованных белков. Следует подчеркнуть, что
оптимальная длина углеводородной цепи лиганда различна для разных
белков. Фибриноген, тромбин и глобулин имеют оптимум связывания на
лигапде с длиной цепи С7, в то время как для альбумина и иммуногло-
булина G оптимум адсорбции — С8. Наличие разветвлений в лиганде
приводит к уменьшению адсорбции.

Выделение префенатдегидратазы удалось осуществить, применяя ад-
сорбенты с гексаметилендиамиповой вставкой с некоторыми аминокисло-
тами в качестве лигандов [92]. N-Ацетилированные производные этих
адсорбентов теряли способность связывать фермент. Вместе с тем лишь с
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аналогов I,^-C»11L, удалось
десорбировать фермент (0,5 Μ хлорид натрия или 140 мМ раствор гекса- *
метилендиамина). (

В работе [115], посвященной скринингу аффинных адсорбентов для
выделения неорганической пирофосфатазы, показано, что гексил-эпокси-
сефароза с высокой концентрацией лиганда (40мкмоль/мл) прочно связы- !
вала фермент с полным сохранением его пирофосфатазной активности.
Элюировать белок не удалось (1 Μ хлорид натрия, субстрат). В то же
время бромциановые аналоги сорбента (правда с концентрацией лиганда j
меньше в 4—7 раз) значительно слабее связывали фермент. Он легко !
элюировался с этих адсорбентов 0,05—0,1 Μ раствором хлорида натрия. |

В последнее время опубликован ряд работ по использованию коммер- ;
ческих октил-сефарозы и фенил-сефарозы для гидрофобной хроматогра- i
фии многих биополимеров, например, холин-ацетилтрансферазы [116], I
специфических эндонуклеаз [117], щелочной фосфатазы и 5'-АМФ- \
нуклеозидазы [118], рестриктирующей эндонуклеазы REcoCK [119], 1
а также для разделения фосфолипидного и белкового компонентов комп- j
лекса III дыхательной цепи митохондрий [120], иммобилизации трипсина ,
с предварительной модификацией фермента [121], выделения микросо- i
мального цитохрома Р-450 [122], исследования кобаламинсвязывающих
белков [123], очистки кальмодулина [124] и т. д.

Отмечено, что в некоторых случаях при использовании адсорбентов
на основе сефарозы, активированной бромистым цианом, имеет место
значительная биоинактивация лиганда, в то время как аналогичный
эпоксиадсорбент сохраняет хорошее сродство к выделяемому биополи-
меру [107]. Так, при АФХ трипсиноподобного фермента наибольший
процент связывания получен для адсорбента на основе ЭАС-6В (92%).

Один из широко используемых адсорбентов в ковалентной хромато-
графии— тиопропил-сефароза [35]. Спектр ее применения довольно ши-
рок— выделение тиолсодержащих белков [125, 126], тиолсодержащих
пептидов [127], меркурированных полинуклеотидов [128]. Показана воз-
можность разделения ковалентной хроматографией на тиопропил-сефаро-
зе двух близких тиол-дисульфид-оксидоредуктаз—протеин-дисульфид-
изомеразы и глутатион-инсулин-трансгидрогеназы [129]. Предварительно
супернатант очищали фракционированием сульфатом аммония, гель-
фильтрацией на сефадексе G-200 и ионообменной хроматографией. Элю-
ентами при ковалентной хроматографии служили тиолы с увеличиваю-
щейся восстановительной способностью — 20 мМ//.-цистеин, 50 мМ вос-
становленный глутатион и 20 мМ дитиотреит. Использование тиопро-
пил-сефарозы позволило [130] отделить высокореактивные тиолы, на-
пример цистеиновую протеиназу из Actinidia chinensis от остальных ти-
олсодержащих компонентов. Описано применение восстановленной ти-
опропилсефарозы для очистки цитоплазматической альдегиддегидроге-
назы от примеси митохондриальных белков [131]. Известно использо-
вание того же адсорбента, модифицированного 2-окси-5-нитробензил-
бромидом, для иммобилизации α-химотрипсина и β-амилазы [132].
Специальное рассмотрение вопросов применения ковалентных адсорбен-
тов представлено в обзоре [18].

Основные работы по применению адсорбентов на основе ЭАН в АФХ
отражены в табл. 3.

Изложенный выше материал свидетельствует о том, что биоспецифи-
ческие адсорбенты на основе ЭАН представляют собой один из наиболее
распространенных типов адсорбентов, используемых в настоящее время
в АФХ и примыкающих к ней методах. Иногда приходится слышать мне-
ния о том, что АФХ в чистом виде вообще не существует, и что биоспеци-
фическое взаимодействие выделяемого биополимера с сорбентом при
АФХ неизбежно сопровождается сложным комплексом взаимодействий,
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Применение адсорбентов на основе ЭЛН для выделения и очистки биополимеров

Лиганд (вставка) Выделяемый биополимер (источник) Ссылки

Ингибитор трипсина из бобов сои
Овомукоид

Миоинозит

Аденозин-3',5'-дифосфат (гексаметилен-
диамин)

Холин

8-Оксиэтил-ц-АМФ

S-Гексилглутатион

Восстановленный глутатион

Глицерилфосфорилхолин

Рибоза-5-фосфат, неопиритиамин, тиа-
минпирофосфат, окситиамин

Аденозин

S-Гексилглутатион
2-Амино-4-окси-6,7-диметил-5,6,7,8-

тетрагидроптеридин
Триметоприм, его аналоги
Аминометил-4-анилино-5-метокси-1,2-

бензохинон
8-Аминоксантин

Фолиевая кислота

То же

НАД+ или НАДН
З-Аминофенилборная кислота+нуклео-

тиды и коферменты
Циклогептаамилоза
Аминометил-, 4-аминобензил- и N-(4-

аминобензоил)-4-аминобензилфосфоно-
вые кислоты)

Арабинан

Иминодиуксусная кислота + Си2 +

То же

Иминодиуксусная кислота + Zn 2 +

«D-Галактозамин

Трегалоза
Т4-Ацетил-О-галактозамин, М-ацетил-£>-

глюкозамин
Три-Ы-ацетилхитотриоза, метил-1М-аце-

тил-Р-О-глюкозаминид
З-Оксо-17β-οκ€Η-5α-3ΗΛροΰτβΗ-17β-(6-Γβκ

сановая кислота (диаминоэтил)
Аналоги ауксина
Тироксинj

М-(6-Аминогексил)-5-хлор-1-нафталин-
сульфонамид

Агглютинин из Ricinus communis
т-РНК (гидразидоадипоил)
Иминодиуксусная кислота -f- Zn2 ь

Интерферон из лейкоцитов человека
β-Экдизон

ЭАС-6В

трипсин (коммерческий препарат)
трипсиноподобный фермент (из Strepto-

myces erethreus)
миоинозитоксигеназа (из почек крысы),

миоинозиткиназа из (Lemna gibba)
сукцинаттиокиназа (из сердца свиньи)

холин- и этаноламинкиназы (из печени
крысы)

регуляторная субъединица протеинки-
назы

глутатион-3-трансфераза (из плаценты
человека)

глутатион-3-трансфераза (из печени
человека)

холинфосфат-цитидилтрансфераза
(из печени крысы)

транскетолаза (из Candida utllis и пе-
карских дрожжей)

аденозиндеаминаза (из эритроцитов че-
ловека)

глиоксалаза I (из печени кролика)
фенилаланингидроксилаза (из печени

крысы)
дигидрофолатредуктаза (из Е. coll)
менадионредуктаза (из печени крысы)

уратоксидазы (из почек быка, печени
крысы и дрожжей)

рибонуклеаза А (из поджелудочной же-
лезы быка)

эндонуклеазы EcoRI (из Е. coli) и
Bgl II (из Bacillus globiggii)

алкоголь- и лактатдегидрогеназы
дегидрогеназы

α-амилаза (из гибрида пшеницы и ржи)
щелочная фосфатаза (из тонкой кишки

быка)

α-Ι-арабинофуранозидаза (из Aspergillus
niger)

нуклеозиддифосфатаза (из печени крысы)
лактоферрин (из молока человека)
альфа2-ЗН-гликопротеин (из плазмы че-

ловека)
β-галактозил-связывающий лектин (три-

дакнин) (из Trldacna maxima)
конканавалин А (из Canavalia ensifor-

mis)
лектины (из бобов сои, из проростков

пшеницы)
агглютинин (из Solarium tuberosum)

стероиде вязывающий С елок (из сыво-
ротки человека)

ауксин-рецепторные белки
тироксинсвязывающий белок (из сыво-

ротки человека)
калбмодулин и кальций-связывающий

белок S-100 (из мозга быка)
тироглобулин
рибосомальные белки
интерферон (из фибропластов человека)
соответствующие антитела
белки соответствующей антисыворотки

[27]
[107]

[82]

[73]

[86]

[72]

[81]

[63]

[62]

[59]

[61]

[57]
[66]

[53]
[65]

[55]

[54]

[117]

[69]
[83]

[84]
[64]

[76]

[80]
[112]
[ИЗ]

[58]

[78]

[60]

[41]

[38]

[68]
[110]

[74]

[41]
[105]
[114]
[103]
[133]
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1ЛМИЧЛ ά [окончание)

Лиганд (вставка) Выделяемый биополимер (источник) Ссылки

Липополисахариды из Shigella sonnet

Мембранный материал лимфобластоид-
ных клеток человека

ЭАС-6В

гомологичная антисыворотка, бактерио-
фаг SKVI

соответствующие антитела

Гемагглютинин (сукцинил)

ЭАС-6В и 1,2-ЭПС

| гликопротеины

2-Тио-4-(нитро, карбокси)пиридин; ос-
таток тетраметилтиурамдисульфида

2-Нитро-5-тиобензойная кислота (амино-
этил, глутатион, цистеин)

НАДФ (п-азобензгидразид)
То же или НАДФН (гидразидосукци-

нил, гидразидоадипоил)
Аминокислоты (гексаметилендиамин,

сукцинил)
З-Гемисукцинат 5а-андростан-3р, 17β-

диола (4,4'-азодианилин)
Кортизол, 5а-дигидротестостерон
Адениновые и гуаниновые нуклеотиды

(гидразидоадипоил)
Алкилы, окси(алкокси)алкилы, их циан-

и карбоксипроизводные
Тиопропил

То же

Лактоза, мелибиоза, мальтоза, N-аце-
тилхитотетраоза; глюкозамин, галак-
тозамин (сукцинил)

З-Оксо-17Р-окси-5а-андростан-17а-(6-
гексановая кислота)

1,2-ЭПС

цистеиновые пептиды, меркаптальбумин,
папаин, уреаза, альбумин бычьей сы-
воротки, панкреатические рибонук-
леазы

глутатионредуктаза'(из печени крысы)

то же

префенатдегидратаза

тестостерон- эстрадиол-связывающий
глобулин (из плазмы человека)

стероидсвязывающие белки
фактор элонгации Ти (из Е. coliMRE

600)
альбумин, глобулин, фибриноген, про-

тромбин)
протеин-дисульфид-изомераза (из печени

быка), глутатион-инсулин-трансгидро-
геназа (из печени быка)

актинидии (из Actinidia chinensis)
белки из печени человека, связывающие

медь

Амино-1,2-ЭПС

агглютинины (из сои, Arachis hypogaea,
проростков пшеницы и др.)

андроген-связывающий белок (из эпиди-
димиса крысы)

Дезоксирибонуклеиновая кислота

Эпоксицеллюлоза

полинуклеотиды, комплементарная
м-РНК (из печени птицы)

Трипсин

ГМГ

| ингибиторы трипсина

Эпокси-Сепарон Η 1000

Метиловый эфир /,-фенилаланил-£)-фе-
нилаланина (ε-аминокапроил)

пепсин и протеиназы (из Aspergillus
огугае)

Кремнезем (алюсил)

5-Оксиуридин-2' (3'), 5' -дифосфат (и-а зо-
бензоил)

эндонуклеаза А5 (из актиномицетов)

[101]

[104 j

[96]

[87, 127)

[43]

[95]
[90,91,

111]
[92]

[94]

[134]
[89]

[45,46]

[126, 129f

[130]
[125]

[98]

[99]

[39]

[47]

[48]

[34]

включающим не специфические электростатические, гидрофобные и дру-
гие эффекты. В связи с этим в одну группу методов включают как АФХ,
так и сопутствующие методы, такие как гидрофобная, ковалентная, ме-
талл-хелатная хроматография. Эта тенденция таит в себе опасность как
формального, так и чисто научного характера, связанную с ошибочной
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нии метода АФХ для изучения механизма биохимических реакций, опре-
деления констант ассоциации биополимеров с низкомолекулярными ли-
гандами и т. д. Произвольное смешение указанных выше методов выде-
ления и очистки биополимеров не в последнюю очередь вызвано
применением в АФХ, особенно в препаративных целях, таких носителей,
как пористое стекло, силохромы и ряда других, которые по самой своей
природе могут привносить в процесс очистки неспецифические взаимо-
действия, не препятствующие, однако, в ряде случаев достижению доста-
точно высокой степени очистки биополимера.

Усилия исследователей по дальнейшему развитию метода АФХ, не-
сомненно, будут направлены на исключение или сведение к минимуму
неспецифических эффектов при хроматографическом процессе, посколь-
ку это позволит в полной мере продемонстрировать уникальные возмож-
ности метода АФХ. Для четкого формального разделения метода АФХ от
других методов очистки был предложен термин «биоаффинная хрома-
тография» [10, 135, 136]. Появляющиеся в последнее время новые мето-
ды активации полисахаридных матриц призваны обойти недостатки все
еще наиболее широко применяемого метода бромциановой активации.
Это и модификация (на основе изучения механизма реакции) самого
бромцианового метода [137, 138], использование реакционноспособных
сульфохлоридов [139, 140], карбонилирующих реагентов [141, 142],
О-сукцинилирование [143], применение активированных хлорформиатов
[144] и ряд других. Среди этих методов активация эпоксидными соеди-
нениями занимает достойное место. Ее очевидные преимущества — про-
стота, химическая устойчивость образующейся связи, гидрофильность
получаемых адсорбентов, исключение или сведение к минимуму заря-
женных групп на адсорбенте — способствуют максимальному приближе-
нию взаимодействия выделяемого биополимера с иммобилизованным
лигандом к процессам, протекающим в физиологических условиях, т. е.
осуществлению в чистом виде идеи метода АФХ. Можно ожидать и
дальнейшего широкого использования адсорбентов на основе ЭАН для
эффективной очистки биополимеров и в качестве тонкого инструмента
биохимического исследования.
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