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КОНТРОЛИРУЕМОЕ ПЕГИЛИРОВАНИЕ БЕЛКОВ АЗИДНЫМИ  
РЕАГЕНТАМИ-РАЗВЕТВИТЕЛЯМИ С ПОМОЩЬЮ КЛИК-ХИМИИ

Аннотация. Полиэтиленгликоль (ПЭГ) является нетоксичным, неиммуногенным, гидрофильным, незаряжен-
ным и бионеразлагаемым полимером, и его использование в составе терапевтических белковых препаратов вошло  
в медицинскую практику. Известно, что ПЭГ, соединенный с терапевтическим белком, способствует более длитель-
ному нахождению препарата в организме, снижает его иммуногенность и антигенность, повышает растворимость  
и стабильность в биологических средах, что позволяет оптимизировать фармакокинетические свойства препарата. 
Одной из целей оптимизации структуры конъюгатов терапевтических белков с ПЭГом является максимальное со-
хранение биологической активности белка, что может быть достигнуто с помощью контролируемого пегилирования 
по заданным сайтам белковой молекулы. В настоящей работе представлен метод двухстадийной модификации бел-
ков разветвленными полиэтиленгликолями с использованием реакции [3+2] диполярного циклоприсоединения ази-
дов к алкинам. Описан синтез азидного реагента-разветвителя на основе трис(гидроксиметил)аминометана, содер-
жащего три остатка полиэтиленгликоля. Разработана методика двухстадийной модификации модельного белка бычь- 
его сывороточного альбумина, включающая введение на первой стадии алкиновых групп при помощи N-гидро- 
ксисукцинимидного эфира алкинокислоты, которые затем вступают в «клик»-реакцию с азидным пегилирующим 
реагентом-разветвителем. Полученные конъюгаты выделены с помощью гельпроникающей хроматографии. Число 
введенных модификаций определено при помощи МАЛДИ масс-спектрометрии. 

Ключевые слова: полиэтиленгликоль, модификация белков, клик-химия, пегилирование, терапевтические бел-
ки пролонгированного действия
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CONTROLLED CuAAC PROTEIN PEGYLATION WITH AZIDE BRANCHING REAGENTS 

Abstract. Polyethyleneglycol (PEG) is nontoxic, nonimmunogenic, hydrophilic, chargeless and nonbiodegradable 
poliymer. Its usage as a part of therapeutics protein drugs is common in medicine practice. It is known that covalent attach-
ment of PEG conduces to prolong blood circulation half-lives, improves drug solubility and stability and reduces immunoge-
nicity. It allows optimizing pharmacodynamic and pharmacokinetic drug properties. The goal of structure optimization  
of therapeutic proteins conjugates with PEG is to reduce loss of biological activity. It can be reached through controlled site- 
specific pegylation. We introduce two-step modification of proteins with branched polyethylenglycols via click-chemistry, syn-
thesis of branched PEG azide reagent on the base of tris(hydroxymethyl)aminomethane with three linear PEG polymers. At 
first, we introduce alkyne groups with NHS-ester of alkyne acid in BSA protein. Then, branched PEG azide reagent reacts 
with alkyne function via CuAAC. Purification of the conjugates was done via gel-chromotography. Number of modifications 
was calculated from MALDI mass-spectra. 
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Введение. Полиэтиленгликоль (ПЭГ) является нетоксичным, неиммуногенным, гидрофильным, 
незаряженным и бионеразлагаемым полимером. Его использование в составе терапевтических 
белковых препаратов вошло в медицинскую практику и одобрено контролирующими органами 
в медицинской сфере, в частности FDA [1]. Известно, что ПЭГ, соединенный с терапевтическим 
белком, способствует более длительному нахождению препарата в организме, снижает его им-
муногенность и антигенность, повышает растворимость и стабильность в биологических средах, 
что позволяет оптимизировать фармакокинетические свойства препарата [1–4]. 
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При получении пегилированного белка следует учитывать, что масса ПЭГ должна превышать 
400 Дa, чтобы полимер оставался бионеразлагаемым, а масса конъюгата должна быть суще-
ственно больше 20 кДа, чтобы исключить быстрое выведение через почки. Конъюгаты большего 
веса метаболизируются и выводятся из организма иными путями: через печень, иммунную си-
стему или протеолиз белковой части конъюгата [5–12]. Помимо молекулярной массы, на эффек-
тивность препарата влияет разветвленность ПЭГ: конъюгаты с разветвленными модификациями 
имеют более длительное время полувыведения. Кроме того, использование разветвленного ПЭГ, 
в отличие от линейного, требует меньшего количества сайтов для связывания с белком, что сни-
жает иммуногенность препарата, но при этом лучше сохраняются его биологические свойства 
[13, 14]. 

Разветвленные ПЭГ являются значительно более объемными, чем соответствующие им по 
массе линейные аналоги [15], более эффективно защищают препарат от иммунной системы  
и протеаз, таким образом снижая вероятность деструкции [16].

Неспецифическое пегилирование приводит к образованию множества изомерных конъюга-
тов, в которых ПЭГ связан с различными сайтами белка, что нежелательно для терапевтических 
препаратов [4, 17]. Одной из целей оптимизации структуры конъюгатов терапевтических белков 
с ПЭГом является максимальное сохранение биологической активности белка, что может быть 
достигнуто пегилированием по заданным сайтам белковой молекулы [18]. Это особенно важно 
для пегилирования антител: необходимо, чтобы полимер был удален от активного центра [2].

Цели и задачи. Цель работы – разработка и подтверждение эффективности нового метода 
получения пегилированных белков через двухстадийную модификацию. Выбранная стратегия 
получения пегилированных высокомолекулярных конъюгатов предполагает введение в молеку-
лу белка алкиновой функции, которое может быть осуществлено на первой стадии сайт-специ-
фически с помощью гетеробифункциональных линкеров: малеимид для модификации цистеина 
или восстановленых дисульфидных мостиков (соединение a), N-гидроксисукцинимидный эфир 
(NHS) для модификации ε-аминогрупп лизина (соединение b), производные пиридинкарбальде-
гида для модификации N-концевой аминогруппы (соединение c), гидразид для модификации 
окисленного периодатом углеводного фрагмента гликопротеинов и т. д. На второй стадии моди-
фикация проводится азидным производным ПЭГ при помощи высокоэффективной биоортого-
нальной реакции циклоприсоединения азидов к алкинам (клик-химия), что снижает расход реа-
гентов в 5–10 раз (рис. 1).

В нашей работе представлен синтез азидсодержащих реагентов-разветвителей, позволяю-
щих реализовать вышеописанную двухстадийную стратегию пегилирования белковых препара-
тов с помощью клик-реакций. В зависимости от природы алкиновой функции, введенной в белок, 
модификация может быть проведена как в условиях медного катализа, так и в некаталитических 
условиях. Количество введенных трис-ПЭГ модификаций может контролироваться соотношени-
ем реагентов в случае неспецифической модификации по остаткам лизина, что исследовалось  

Рис. 1. Схема двухстадийной модификации белков при помощи реакции азид-алкинового циклоприсоединения 
Fig. 1. Two-step CuAAC protein modification
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в данной работе. С другой стороны, такие реагенты представляются удобными для стехиометри-
ческого пегилирования в случае, если алкиновые функции сайт-специфически встроены в белок 
или введены в рекомбинантный белок в составе неприродных аминокислот [19, 20]. 

Для пегилирования белков, как правило, используют монометокси-производные ПЭГ [13, 21] 
для снижения вероятности вступления в реакцию свободной гидроксильной группы in vivo,  
а также из-за незначительной метаболической токсичности и простоты активации этих произ- 
водных [22].

Результаты и их обсуждение. Реагент-разветвитель на основе трис-гидроксиметиламино-
метана 4 был получен ацилированием амина 1 NHS-эфиром азидомасляной кислоты (рис. 2). 
После снятия защитных групп три свободные карбоксильные группы использовались для связы-
вания с аминопроизводными монометокси-ПЭГ. Использование (3-диметиламинопропил)-N′- 
этилкарбодиимида гидрохлорида (EDC·HCl) в качестве конденсирующего агента и 1-гидрокси-
бензотриазола (HOBt) в качестве нуклеофильной добавки позволило получить трис-ПЭГ азид  
с достаточно высоким выходом (80 %). 

Для принципиальной проверки предлагаемого подхода мы провели ацилирование ε-амино-
групп лизина бычьего сывороточного альбумина (БСА) NHS-эфиром пропинилоксипропионо-
вой кислоты (рис. 3: соединение b). В реакции использовался 50-кратный избыток модифициру-
ющего реагента для достижения высокого удельного содержания алкиновых групп на молекулу 
белка, что позволило в дальнейшем варьировать степень введения трис-ПЭГ-модификаций. Ре-
акцию ацилирования вели в 0,2 М гидрокарбонатном буфере с pH 8,4 при +4 °С. Низкомолеку-
лярные примеси отделяли при помощи гель-проникающей хроматографии с одновременной за-
меной буфера на TEAA, более подходящий для проведения клик-реакции. Количество получен-
ных модификаций, определенное масс-спектрометрически, составило 37 алкиновых групп на 
молекулу белка. Модифицированный белок вводили в клик-реакцию с различными избытками 
(1,5, 5, 10 и 20 эквивалентов) трис-ПЭГ-азида (рис. 3: соединение 4). Реакцию вели при комнат-
ной температуре 24 ч. Полученный конъюгат выделяли гель-проникающей хроматографией; 
степень конъюгирования оценивали масс-спектрометрически (таблица).

Рис. 2. Схема синтеза азидного пегилирующего реагента 4 
Fig. 2. Synthesis of PEG-azide 4

Рис. 3. Схема двухстадийной модификации БСА 
Fig. 3. Two-step BSA protein modification
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Последовательная модификация БСА алкиновыми группами и трис-ПЭГ азидом
Serial modification of BSA protein with alkyne groups and tris-PEG azide

Количество  
эквивалентов алкина

Количество эквивалентов 
трис-ПЭГ азида М+ ΔМ+ Расчетное число модификаций

(выход реакции)

0 (нативный белок) – 66463 – –
50 0 70882 4419 37

1,5 72596 6133 1,26(84 %)
5 77459 10996 4,65(93 %)
10 82360 15897 8,12(81 %)
20 82219 15756 8,06(40 %)

По результатам MALDI масс-спектрометрии установлено максимальное число трис-ПЭГ моди-
фикаций на одну молекулу белка, равное 8. 

Заключение. Разработан метод синтеза пегилирующих азидных реагентов разветвленной 
структуры на основе трис-гидроксиметиламинометана. Данный подход может быть использо-
ван для получения пегилирующих реагентов заданной молекулярной массы с использованием 
более доступных низкомолекулярных аминопроизводных ПЭГ. С использованием разветвляющих 
реагентов разработана методика двухстадийного пегилирования белков с введением в белок ал-
киновой функции с помощью низкомолекулярных реагентов и последующей клик-реакцией  
с азидным производным разветвленного ПЭГ, которая позволяет проводить селективную моди-
фикацию белков с высоким выходом и низким расходом пегилирующих реагентов.

Материалы и методы

Получение ди-трет-бутил 3,3′-((2-(4-азидобутанамидо)-2-((3-(трет-бутокси)-3-оксопропок-
си)метил)пропан-1,3-диил)бис(окси))дипропионата (2). К раствору амина 1 (1 г, 1,98 ммоль) в аб-
солютном ДХМ (10 мл) при перемешивании добавили ДМАП (300 мг, 2,46 ммоль) и NHS-эфир 
азидомасляной кислоты (556 мг, 2,46 ммоль). Реакционную смесь перемешивали ночь при ком-
натной температуре, затем разбавили вдвое ДХМ и промыли 10 %-ным раствором лимонной 
кислоты, насыщенным раствором соды (2×10 мл), насыщенным раствором NaCl (10 мл). Органи-
ческую вытяжку сушили над сульфатом натрия и после фильтрования и упаривания получили 
окрашенную смолу, которую хроматографировали на силикагеле (100 % ДХМ-(2 % Me2CO)-20 % 
Me2CO/ДХМ). Получили соединение 2 в виде бесцветной смолы (1,145 г, 94 %).

Rƒ 0,75 (гексан-этилацетат 1:1 об./об.); 1H ЯMP (500 MГц, ацетонитрил-d3) δ 6,16 (s, 1H), 3,64– 
3,57 (m, 12H), 3,30 (t, J = 6,8 Гц, 2H), 2,39 (t, J = 6,1 Гц, 6H), 2,21–2,16 (m, 2H), 1,83–1,73 (m, 2H), 
1,43 (s, 27H).

13C ЯMP (126 MГц, ацетонитрил-d3) δ 172,67, 171,82, 80,92, 69,76, 67,95, 60,67, 51,47, 36,87, 
34,18, 28,30, 25,63.

Получение соединения (4). Соединение 2 растворили в 15 мл 20 %-ного раствора трифторук-
сусной кислоты в ДХМ и перемешивали в течение ночи при комнатной температуре. Затем рас-
творители упарили при пониженном давлении. Полученную смолу соупаривали с толуолом 
(3×20 мл). Соединение 3 далее использовали без дополнительной очистки.

К раствору трикислоты 3 в ТГФ (10 мл) при перемешивании добавили EDC·HCl (141 мг,  
0,73 ммоль), HOBt (99 мг, 0,73 ммоль) и Et3N (103 мкл, 0,73 ммоль). Затем в реакционную смесь 
внесли раствор ПЭГ-амина (250 мг, 0,73 ммоль) в ТГФ (5 мл). Реакционную смесь перемешивали 
при комнатной температуре в атмосфере аргона в течение суток. После упаривания растворите- 
лей получили окрашенную смолу, которую хроматографировали на силикагеле (100 % ДХМ- 
(1 % MeOH)-10 % MeOH/ДХМ). Получили соединение 4 в виде бесцветной смолы (236 мг, 75 %).

Rƒ 0,7 (метанол-дихлорметан 1:9 об./об.); 1H NMP (500 MГц, ацетонитрил-d3) δ 6,89–6,81 (m, 3H), 
6,52 (s, 1H), 3,65–3,60 (m, 12H), 3,58 – 3,51 (m, 70H), 3,50–3,44 (m, 14H), 3,33–3,30 (m, 8H), 3,29 (s, 9H), 
2,34 (t, J = 5,9 Гц, 6H), 2,21 (t, J = 7,3 Гц, 2H), 1,82–1,74 (m, 2H).

13C ЯMP (126 MГц, ацетонитрил-d3) δ 172,99, 171,98, 72,54, 71,09 (9C), 71,04, 70,92, 70,91, 70,31, 
69,81, 68,31, 60,72, 58,84, 51,53, 46,87, 39,86, 37,07, 34,10, 25,68.
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Получение конъюгата р2. К раствору 30 мг (0,45 мкмоль) белка p1 в 900 мкл 0,2 М гидрокар-
бонатного буфера с pH 8,4 при +4 °С при перемешивании добавили NHS-эфир пропинилокси-
пропионовой кислоты b (5,1 мг, 22,6 мкмоль) в 100 мкл DMSO. Реакционную смесь перемешивали 
в течение 12 ч, после чего хроматографировали на Сефадексе G-25, элюируя 50 мМ TEAA буфе-
ром с pH 7,2. Концентрацию белка p2 в растворе определяли спектрофотометрически (28,5 мг, 95 %).

Получение конъюгата р3. К серии растворов белка p2 в 50 мкл (1 мг, 15 нмоль) добавляли 
различное количество трис-ПЭГ-азида 4 (32/106/212/423 мкг, 22,5/75/150/ 300 нмоль) в 50 мкл 
ДМСО, смесь из 10 мкл 10 мМ CuSO4, 11 мкл 10 мМ THPTA и 20 мкл 10 мМ аскорбата натрия,  
50 мкл, удаляли из реакционной смеси кислород током аргона и перемешивали в течение 12 ч 
при комнатной температуре, после чего хроматографировали на Сефадексе G-25, элюируя 50 мМ 
TEAA буфером с pH 7,2. Получили серию соединение p3 в виде растворов.
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