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CD106 and CO-inhibitory molecules CD273, CD274, CD276 
expression by the placenta mesenchimal stem cells
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Comparative studies of mesenchymal stem cells (MSCs) obtained from different tissues of the body 
have shown that there are differences in the proliferative and differentiation potential, some biological 
properties. The degree of immunosuppressive activity of MSCs may be associated with a set of antigens 
expressed on the cell surface, including differentiation clusters — CD106 and co-inhibitory molecules 
CD273, CD274, CD276.

The aim of this study was to estimate the level of expression CD106 and co-inhibitory molecules 
CD273, CD274, CD276 by the placental MSCs (P-MSCs) and bone marrow MSCs (BM-MSCs) 
depending on the cultivation time.

26 samples of MSCs have been studied. Immunophenotypic analysis showed that the CD273 
expression was 2 times higher, CD274 was 1.5 times higher, and CD106 was 1.4 times higher by P-MSCs 
than BM-MSCs (p < 0,05). The data indicated a higher expression of surface antigens involved in the 
modulation of immunological activity by P-MSCs, which may be related with their biological function 
in maintaining feto-maternal tolerance.

Comparative analysis showed decrease the expression level of CD273, CD274, and CD106 by 
21.6 %, 21 %, and 12 %, respectively (p< 0,05) by P-MSCs from 3rd and 6th passages at long-term 
expansion in vitro.

The higher immunosuppressive potential of early-passage P-MSCs makes these cells preferable for 
immunosuppressive cell therapy.

Keywords: mesenchymal stem cells, placenta, bone marrow, immunophenotype, immunosuppression.

Поступила 10.06.2022

УДК 541.69:546.26

ЭФФЕКТИВНОСТЬ ИММОБИЛИЗОВАННЫХ
В ПОЛИАКРИЛАМИДНЫЙ ГЕЛЬ НАНОЧАСТИЦ УГЛЕРОДА 
УДАЛЯТЬ БИЛИРУБИН ИЗ ПЛАЗМЫ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

Макаревич Д. А.1, Рябцева Т. В.1, Ковганко Н. Н.1, Жалейко Г. А.1, Штемплюк Р. Г.2 
1Учреждение образования «Белорусский государственный медицинский университет»,

г. Минск, Республика Беларусь;

2Научно-производственное закрытое акционерное общество «Синта»,
г. Минск, Республика Беларусь 

Реферат. Исследована сорбционная активность полиакриамидного геля по отношению к били-
рубину. Показано, что наиболее эффективными в отношении сорбции и удержания в объеме геля 
молекул билирубина являются наноалмазы детонационного синтеза типа УДА-СП(тип ζ+) и
УДА-ГО-СП(30).
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Введение. Наноразмерные детонационные 
алмазы (нДА), получаемые с использованием 
взрывчатых веществ в изолированном объеме, 

представляют собой уникальный тип алмазных 
материалов [1, 2]. Наноразмерные детонацион-
ные алмазы — наноматериал со средним раз-
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мером зерен примерно 4 нм. Отличительной 
морфологической особенностью нДА является 
кубическая, редко октаэдрическая форма, ор-
ганизованная из составных беспорядочно ори-
ентированных кубических блоков. Доля по-
верхностных атомов составляет около 15 % в 
отличие от фуллеренов, все атомы которых яв-
ляются поверхностными. Наличие кристалли-
ческой решетки типа алмаза центрального ядра 
наночастицы и разветвленной поверхности 
нДА, содержащей различные активные хими-
ческие группы (CO2H, CO2R, CHx, C-N, C=N, 
C-O-O, OH, CO, C6Hx), наделяет частицы уни-
кальными физико-химическими свойствами по 
сравнению с другими углеродными материала-
ми [3, 4].

Наноалмазы являются перспективными 
для разработки новых терапевтических под-
ходов в медицине, так как в практических ис-
следованиях учеными доказана низкая ток-
сичность, хорошая биодоступность и высокая 
удельная поверхность по сравнению с фулле-
ренами, графеном и нанотрубками [5, 6]. Ги-
дроксильные, карбоксильные, амидные и дру-
гие активные группы на поверхности дают 
возможность модифицировать наноалмазы 
различными лекарственными веществами, 
биосенсорами. В настоящий момент область 
применения нДА в медицине включает вну-
триклеточную доставку лекарственных 
средств, противоопухолевую и антибактери-
альную терапию, клеточную фототерапию, 
визуализацию маркеров на тканевых срезах 
(биосенсорика, биодиагностика, визуализа-
ция) [7].

Наноалмазы обладают также высокой ад-
сорбционной способностью, имеют большое 
количество свободных электронов на поверх-
ности (множественный радикал-донор), хи-
мически инертны и характеризуются гидро-
фильным характером поверхности [4, 7]. Ис-
следования, проведенные в ИСМ НАН 
Украины по изучению адсорбционных свойств 
микропорошков синтетических алмазов раз-
личных зернистостей и различной модифика-
ции поверхности, показали, что нДА являют-
ся селективными адсорбентами альбуминов и 
глобулинов плазмы крови. Группы CHx, C-N, 
C=N, C6Hx на поверхности придают наноал-
мазным сорбентам способность адсорбции 
ионов тяжелых металлов (железо, никель, ко-
бальт) [4].

Интерес представляет окисленная поверх-
ность нДА, так как это место проведения на 
поверхности нДА различных реакций. Для до-
полнительной очистки поверхности наноалма-

за применяют реакции окисления, которые 
проводят как в жидкой, так и в газовой фазе, 
что оказывает влияние на степень окисления и 
состав химически активных поверхностных 
групп [7].

Актуальной задачей в эфферентной меди-
цине является удаление токсических продуктов 
метаболизма из внутренней среды организма 
посредством сорбции крови. Для этого широко 
применяются углеродные сорбенты СКТ-6А, 
БАУ, ВНИИТУ-1, Гемос-Бел. Однако они 
имеют ряд недостатков: низкое качество угле-
родных гранул с высоким содержанием мине-
ральных примесей (золы) и шероховатым ре-
льефом поверхности, способных травмировать 
оболочки элементов крови и способствовать их 
адгезии на поверхности, а также низкая ад-
сорбционная активность. Упомянутые недо-
статки ограничивают применение сорбентов 
этого типа в эфферентной терапии, поэтому 
разработка новых более эффективных и безо-
пасных является актуальной задачей современ-
ной биохимии. 

Цель работы — изучение эффективности 
иммобилизованных в полиакриламидный гель 
наночастиц углерода сорбировать билирубин 
из плазмы крови человека.

Материалы и методы. Изучали 3 типа угле-
родных наночастиц. УДА-СП (тип ζ+), и УДА-
ГО-СП (30 нм) — наноалмаз глубокой очист-
ки– сухой порошок серого цвета (содержание 
окисляемых форм углерода 1,2  %; степень 
окислительного разложения 0,98; химические 
функциональные поверхностные группы: 
CO2H, CO2R, CHx, C-N, C=N, C-O-O, OH, 
CO). УДА-ЧОШ-СП — наноалмаз селективно-
го окисления, сухой порошок черного цвета 
(количество окисляемых форм углерода 38,4 %, 
степень окислительного разложения 0,28; 
функциональные поверхностные группы: 
CO2H, CO2R, CHx, C6Hx).

Сополимер акриламида с наночастицами 
углерода синтезировали путем добавления в 
смесь при радикальной полимеризации акри-
ламида с N,N-метиленбисакриламидом [6]. 
Объем реакционной смеси составлял 50 мл. 
Содержание УДА в реакционной смеси — 
500 мг. Таким образом, концентрация наноча-
стиц в экспериментальном образце составляла 
10 мг/мл.

Протокол изучения эффективности ад-
сорбции проводили шихтовым методом 
(Batchwise adsorption test) [7]. Использовали 
круглодонные пробирки диаметром 10 мм, вы-
сотой 100 мм и общим объемом заполнения 
7 мл. В пробирки загружали 3,0 г полимера, что 
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соответствует 10 мл полимера в виде нитей и 
5,0 мл полимера исходного после полимериза-
ции. Количество наночастиц, участвующих в 
адсорбции в пробирке, составила 50 мг. В 
каждую пробирку добавляли 5 мл плазмы, по-
лученной от пациентов при проведении лечеб-
ного плазмафереза, с концентрацией общего 
билирубина ≥100 мкмоль/л. Инкубировали
20 мин при комнатной температуре. Затем со-
бирали элюат. Для расчета коэффициента рас-
пределения проводили дополнительную элю-
цию раствором NaCl (5 мл, 0,9 %). Количество 
сорбированного билирубина рассчитывали 
как разницу между концентрацией билируби-
на до и после контакта с сорбентом. Концен-
трация билирубина в элюате, полученном по-
сле смыва, включала вещество в подвижной 
фазе. Разница между всем адсорбированным 
билирубином и его количеством в элюате ука-
зывала на количество билирубина в непод-
вижной фазе (внутри гранул геля и/или вну-
три пор, образуемых в нДА). Отношение кон-
центрации билирубина между неподвижной и 
подвижной фазами является коэффициентом 
распределения и свидетельствует о сродстве 
сорбента по отношению к сорбируемому ве-
ществу. Для низкомолекулярных веществ, к 

которым относится билирубин, данный коэф-
фициент для ПААГ без лиганда приближается 
к нулю.

Определение концентрации билирубина 
модифицированным методом Ендраши-
ка – Грофа. Метод проводили с помощью ком-
мерческих наборов реагентов. Биуретовый ме-
тод использовали для определения концентра-
ции общего белка. Метод с бромкрезоловым 
зеленым применяли для оценки концентрации 
альбумина.

Для регистрации результатов методом 
спектроскопии использовали спектрофотометр 
Multiskan GO (Япония). Результаты описывали 
в виде медианы, 25 и 75 перцентилей, стати-
стический анализ проводили методами непара-
метрической статистики.

Результаты и их обсуждение. В результате 
химического синтеза из 10 мл раствора для по-
лимеризации и 50 мг углеродных наночастиц 
синтезировано по 30 г каждого образца для 
изучения адсорбционной активности иммоби-
лизированных наночастиц углерода. Качество 
полимеризации и иммобилизации оценивали с 
помощью визуального и спектрофотометриче-
ского анализа растворов после промывки по-
лученных образцов (таблица 1).

Таблица 1 — Физико-химические показатели геля с иммобилизованными углеродными
наночастицами

Показатель Образец НА-1 Образец НА-2 Образец НА-3 Образец НА-4

Характеристика ис-
ходного сырья для 
лигандизации,

Тонкодисперс-
ный порошок 
черного цвета

Тонкодисперс-
ный порошок 
серого цвета

Тонкодисперс-
ный порошок 
серого цвета

Тонкодисперс-
ный порошок 
серого цвета

Внешний вид иммо-
билизованных ча-
стиц наноуглерода

Тонкие нити 
(диаметром

1–2 мм) полиме-
ра (ПААГ) с 
включениями 
черного цвета

Тонкие нити 
(диаметром

1–2 мм) полиме-
ра (ПААГ) с 
включениями 
серого цвета

Тонкие нити 
(диаметром

1–2 мм) полиме-
ра (ПААГ) с 
включениями 
серого цвета

Тонкие нити 
(диаметром

1–2 мм) полиме-
ра (ПААГ) с 
включениями 
серого цвета

рН раствора при 
хранении геля с НА

6,61 6,45 6,51 6,55

1-я промывка 9,19 [9,10–9,30] 9,57 [9,40–9,80] 10,20[10,0–10,35] 8,79[8,50–8,90]
2-я промывка 8,58 [8,18–8,60] 9,27 [9,10–9,75] 9,76 [9,50–10,10] 8,30 [8,15–8,68]
3-я промывка 7,93 [7,50–8,15] 8,10 [8,05–8,48] 8,20 [8,05–8,30] 7,40 [7,15–7,70]
4-я промывка 7,95,[7,30–8,05] 7,67 [7,54–7,86] 7,40 [7,15–7,65] 7,10 [6,80–7,20]
5-я промывка 7,25,[7,15–7,64] 6,90 [6,40–7,10] 6,70 [6,50–6,80] 6,60 [6,50–6,65]

Спектральная характеристика раствора после промывки, λ = 230нм
1-я промывка 3,53 [3,20–3,80] 1,74 [1,50–1,80] 3,34[3,30–3,60] 3,31[3,28–3,40]
2-я промывка 2,17[2,10–2,60] 1,13[1,10–1,18] 2,01[1,98–2,15] 1,93[1,88–1,96]
3-я промывка 0,28 [0,26–0,33] 0,16[0,10–0,22] 0,29[0,20–0,36] 0,29[0,15–0,32]
4-я промывка 0,10 [0,06–0,15] 0,06[0,03–0,10] 0,09[0,07–0,11] 0,08[0,05–0,12]
5-я промывка 0,01 [0,01–0,02] 0,01[0,01–0,05] 0,01[0,01–0,02] 0,03[0,01–0,06]
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Анализ показал, что при промывке проис-
ходит установление рН раствора в диапазоне 
нейтральных значений. Снижение оптической 
плотности промывочных растворов при 230 нм 
до нулевых значений свидетельствует об удале-
нии из объема геля практически всего непро-
реагировавшего акриламида и других ненасы-
щенных соединений. Визуальный анализ по-
казал, что промывочные растворы не содержат 
черных или серых частиц исходного сырья для 
иммобилизации. Первый промывочный рас-
твор после иммобилизации частиц типа УДА-
ЧОШ-СП оказался желтого цвета, что свиде-
тельствует о возможном содержании примесей 
железа в образце.

Исследование влияния контакта иммоби-
лизированных углеродных наночастиц на це-
лостность эритроцитов показало, что после 

долговременного контакта полиакриламидно-
го геля с наночастицами наблюдается гемолиз, 
не превышающий 10 %. Минимальные значе-
ния гемолиза наблюдали после контакта кро-
ви с иммобилизованными частицами типа 
УДА-СП+(М2). Максимальный гемолиз — 
после контакта с частицами УДА-ЧОШ-СП 
(рисунок 1). Полученные результаты свиде-
тельствуют о влиянии метода получения угле-
родных наночастиц и степени очистки на их 
гемосовместимость. 

Тем не менее, иммобилизованные угле-
родные наночастицы можно считать гемосов-
местимыми, так как кратковременный контакт 
(менее 5 мин) крови с иммобилизованными 
наноалмазами, который происходит при пер-
фузии крови через емкость с гелем, не вызывал 
значимого гемолиза (таблица 2).
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Рисунок 1 — Оценка гемолиза после длительного (60 мин) контакта крови 
с иммобилизированными на поликриламидном геле углеродными наночастицами

Таблица 2 — Процент гемолиза крови после кратковременного контакта 
с полиакриламидным гелем лигандизированным наноалмазами

Образец Процент гемолиза,%
Кровь + дист. вода 100
УДА-ЧОШ-СП-ПААГ 0,38 (0,32; 0,43)
УДА-ГО-СП-ПААГ 0,18 (0,12; 0,25)
УДА-СП — ПААГ 0,14 (0,09; 0,19)
УДА-СП+(М2)- ПААГ 0,30 (0,26; 0,37)
ПААГ 0,48 (0,42; 0,53)

Изучение неспецифической адсорбции ме-
тиленового синего наноалмазами в растворе по-
казало, что максимально эффективными явля-

ются наноалмазы типа УДА-ЧОШ-СП (НА-1). 
На 1 мг наноалмазов сорбция МС составляет 
25,63 [23,53–28,49] мг (рисунок 2). Адсорбция 
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остальных образцов, по сравнению с НА-1, не-
велика и примерно одинаковая: для НА-2 — 6,25 
[4,95–7,10] мг, для НА-3 — 8,72 [7,93–9,80] мг, 
для НА-4 — 8,41 [7,84–9,23] мг. Полученная раз-

ница в адсорбции объясняется тем, что наноал-
мазы типа УДА-ЧОШ-СП обладают удельной 
поверхностью 399 м2/г, которая больше, чем у 
других образцов наноалмазов (см. таблицу 2). 
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Рисунок 2 — Адсорбция метиленового синего наноалмазами (50 мг) различной модификации

Исследование адсорбционных свойств им-
мобилизированных наноалмазов подтвердило 
тенденцию: максимальной адсорбционной ак-
тивностью обладают наноалмазы типа УДА-
ЧОШ-СП (рисунок 3). При этом значение ад-
сорбции иммобилизованными наноалмазами, 

по сравнению со свободными, увеличивается в 
несколько раз, что объясняется собственной 
неспецифической адсорбционной способ-
ностью полиакриламидного геля по отноше-
нию к метиленовому синему.
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Рисунок 3 — Адсорбция метиленового синего иммобилизированными наноалмазами
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Дальнейшее исследование концентрации 
общего билирубина в ходе экспериментов с 
иммобилизованными нДА показало досто-
верное снижение концентрации общего би-
лирубина после контакта со всеми экспери-
ментальными образцами по сравнению с 
контролем (ПААГ без нДА). Изменение кон-
центрации общего билирубина для образцов 
УДА-ГО-СП-ПААГ (30) составило 36,7 (33,7; 

45,5) мкмоль/ на 1 мл сорбента, для УДА-
СП(тип ζ+)-ПААГ образцов 43,0 (40,8; 56,1) 
мкмоль/на 1 мл сорбента, для УДА-ЧОШ-
СП-ПААГ — 22,8 (21,6; 25,1) мкмоль / на 
1 мл сорбента. В контрольных образцах, по-
лученных после контакта плазмы с ПААГ без 
нДА, изменение концентрации билирубина 
было равно 8,8 (6,6;9,4) мкмоль/на 1 мл сор-
бента (таблица 3). 

Таблица 3 — Результаты определения эффективности сорбции билирубина ПААГ с иммобили-
зованными наноалмазами

Образец
Количество сорбирован-

ного билирубина, 
мкмоль на 1 мл сорбента

Количество билируби-
на в подвижной фазе, 

мкмоль/л

Коэффициент
распределения

УДА-ЧОШ-СП-ПААГ 22,8 (21,6; 25,1)* 13,5 (11,2; 14,0)* 0,81 (0,65; 1,08)*

УДА-ГО-СП(30)-ПААГ 36,7 (33,7; 45,5)* 16,5 (14,4; 17,3)* 1,46 (1,06; 1,73)*

УДА-СП(тип ζ+)-ПААГ 43,0 (40,8; 56,1)* 16,5 (14,4; 18,5)* 1,55 (1,28; 2,54)*

ПААГ (контроль без НА) 8,8 (6,6; 9,4) 1,4 (0,9; 1,5) 0,16 (0,15; 0,23)

* р ≤ 0,05, при сравнении с ПААГ без наноалмазов, тест Манна – Уитни. 

Коэффициент распределения для сорбен-
тов с иммобилизованными нДА статистически 
значимо был больше, чем для ПААГ без нДА. 
Однако только иммобилизация нДА типа 
УДА-СП(тип ζ+) и УДА-ГО-СП (30) приво-
дила к увеличению коэффициента распределе-
ния больше единицы. 

Заключение. Результаты экспериментов 
свидетельствуют, что включение в трехмерную 
сетку ПААГ нДА увеличивают сорбционную 
активность геля по отношению к билирубину. 

Наиболее эффективны в отношении сорбции 
и удержания в объеме геля молекул билируби-
на являются нДА типа УДА-СП(тип ζ+) и 
УДА-ГО-СП(30), возможно, это связано с тем, 
что их степень окисленности в 3 раза выше, 
чем у УДА-ЧОШ-СП-ПААГ. Таким образом, 
использование нДА данной степени окислен-
ности можно рекомендовать в качестве лиган-
дов для разработки гемосорбентов с целью 
снижения концентрации билирубина в плазме 
крови. 
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Effi ciency of carbon nanoparticles immobilized in polyacrylamide 
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The sorption activity of polyacryamide gel with respect to bilirubin was studied. It has been shown 
that the most effective in terms of sorption and retention of bilirubin molecules in the gel volume are 
detonation synthesis nanodiamonds of the UDD-SP type (ζ+ type) and UDD-GO-SP(30) type.
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