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СЕЛЕКТИВНОСТЬ АФФИННЫХ СОРБЕНТОВ  
НА ОСНОВЕ АРОМАТИЧЕСКИХ ПЕПТИДОВ ДЛЯ СВЯЗЫВАНИЯ  

ИММУНОГЛОБУЛИНОВ КЛАССА G

Аннотация. Созданы биоспецифические сорбенты для удаления IgG и подклассов из биологических жидкостей 
на основе олигопептидов, содержащих остатки ароматических аминокислот. Проведена функциональная оценка со-
рбционных качеств экспериментальных образцов сорбентов и их селективности к подклассам IgG. Обнаружено, что 
все сорбенты имеют хорошие характеристики по удалению IgG из биологических жидкостей, но сорбент на основе 
Phe-Trp-DTyr эффективней остальных связывает общий IgG. По отношению к подклассам IgG лучшие результаты 
связывания следующие: Phe-Gln-Tyr-OMe – IgG1(86,53 %), Phe-Ala-Tyr – IgG2(60,2 %), Phe-Trp-DTyr – IgG3 (59,52 %) 
и IgG4 (55,05 %).

Ключевые слова: сорбция, сорбенты, иммуноглобулины, подклассы, белки, лиганды, пептиды, селективность, 
сорбционная емкость 

Для цитирования. Селективность аффинных сорбентов на основе ароматических пептидов для связывания им-
муноглобулинов класса G / Е. С. Пустюльга [и др.] // Вес. Нац. акад. навук Беларусi. Сер. хiм. навук. – 2020. – Т. 56,  
№ 3. – С. 333–338. https://doi.org/10.29235/1561-8331-2020-56-3-333-338

Y. S. Pustsyulga, O. V. Gribovskaya, E. M. Ermola, V. P. Golubovich

Institute of Bioorganic Chemistry of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, Belarus

SELECTIVITY OF AFFINITY SORBENTS BASED ON AROMATIC PEPTIDES  
FOR THE BINDING OF CLASS G IMMUNOGLOBULINS 

Annotation. Biospecific sorbents for the removal of IgG and subclasses from biological fluids based on oligopeptides 
that contain aromatic protein residues have been created. A functional assessment of high-quality experimental samples  
of sorbents and their preferences for IgG subclasses was carried out. It was found that each sorbent has good characteristics 
for removing IgG from biological fluids, but the sorbent based on Phe-Trp-DTyr is more effective in binding of total IgG. With 
respect to IgG subclasses, the best binding results are as follows: Phe-Gln-Tyr-OMe - IgG1 (86,53%), Phe-Ala-Tyr - IgG2 
(60,2%), Phe-Trp-DTyr - IgG3 (59,52%) and IgG4 (55,05%).
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Введение. Существует ряд заболеваний (системная красная волчанка, синдром Шегрена, си-
стемный склероз и др.), патогенез которых связан с гиперпродукцией иммуноглобулинов клас-
са G (IgG) [1]. Концентрация общего IgG и его подклассов при обострениях увеличиваются на 
20–30 % и составляют до 19 мг/мл, что приводит к критическим состояниям организма. В те-
рапии данных заболеваний успешно применяются экстракорпоральные методы очистки крови  
с использованием специфических иммуносорбентов [2].

Биоспецифическая сорбция применима для удаления из биологических жидкостей (плазмы, 
лимфы, крови) целевых токсических биомолекул различной молекулярной массы и природы при 
аутоиммунных, аллергических и других заболеваниях. Подобный подход эффективен в лече-
нии острых стадий заболеваний, связанных с избыточной концентрацией или накоплением IgG 
в биологических жидкостях организма [3, 4].

При создании биоспецифических сорбентов один из ключевых моментов в их разработке –  
выбор лигандов. Главными критериями, которым должны соответствовать лиганды, являются  
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стабильность, устойчивость к химической и энзиматической деградации, специфичность к вы-
бранным молекулам-мишеням, а их решающими свойствами – это его способность обеспечивать 
прочную иммобилизацию молекул лигандов на матрице, низкая стоимость и простота в изго-
товлении.

За долгое время разработки специфичных к IgG сорбентов были предприняты попытки из-
готовления сорбентов на основе как органических соединений (олигопептиды, белки), так и не- 
органических (бентонит, нанофибра) [5–8], которые имеют ряд недостатков, связанных либо  
со сложностью и дороговизной производства, либо нацеленные на удаление общего IgG. 

Для создания сорбентов с высокой активностью к иммуноглобулинам класса G (IgG) и селек-
тивностью к их подклассам нами разработаны варианты биоспецифических сорбентов на осно-
ве трипептидов, содержащих ароматические аминокислоты. Ранее был проведен теоретический 
поиск лигандов на основе аминокислот и пептидов, проявляющих высокую энергию связывания  
с Fc-фрагментами IgG различных подклассов. Было выявлено, что короткие пептиды, в струк-
туре которых присутствуют остатки ароматических аминокислот фенилаланина и триптофана, 
показывают высокую энергию связывания с молекулами Fc-фрагментов подклассов IgG [9–11].

Цель данной работы – оценка функциональных свойств опытных образцов биоспецифиче-
ских сорбентов для связывания IgG, а также их селективности к подклассам IgG. В качестве 
лигандов были взяты за основу наиболее перспективные олигопептиды из предыдущих иссле-
дований (Phe-Trp-DTyr и Trp-Phe-DTyr), а также созданы новые трипептиды, модифицированные 
по второму положению с целью влияния на свойства селективности к подклассам IgG.

Материалы и методы. В работе использовали аминокислоты (Sigma, США), реагенты (Fluka, 
Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы синтеза соединений, удаления защитных групп 
контролировали методом тонкослойной хроматографии на пластинках с закрепленным слоем 
силикагеля (Sorbfil, Россия) в системах растворителей: хлороформ–метанол–20 %-ный аммиак, 
60:40:10; бутанол–уксусная кислота–вода, 40:10:10, этилацетат–пиридин–уксусная кислота–вода, 
50:30:30:10. Вещества обнаруживали на пластинках с помощью хлорбензидинового реагента.

Масс-спектры c химической ионизацией при атмосферном давлении (APCI-MS) регистриро-
вали на масс-хроматографе Accela-LCQ Fleet (Thermo Scientific, США).

Прививку акриловой кислоты на полиэтиленовые гранулы проводили прямым радиацион- 
ным методом в Объединенном институте энергетических и ядерных исследований – Сосны  
НАН Беларуси. Для иммобилизации пептидов на гранулы последние предварительно модифи-
цировали N-гидроксисукцинимидом с помощью N, N -̀диизопропилкарбодиимида.

Функциональную оценку связывания IgG полученными образцами сорбентов проводили по-
средством иммуноферментного анализа [12]. Для этого в качестве иммуноферментной тест-си-
стемы использовали наборы фирмы Clone Cloud Corp. (США), предназначенные для иммунофер-
ментного определения концентраций подклассов IgG. Для установления сорбционных качеств 
к общему IgG экспериментальных образцов сорбентов проводили иммуноферментный анализ  
с использованием набора IgG общий – ИФА–БЕСТ фирмы «Вектор Бест» (Новосибирск, Россия), 
предназначенный для иммуноферментного определения концентраций общего IgG.

Эксперименты проводили с цитратной плазмой с предварительным центрифугированием 
при 1000 g в течение 15 мин. Образцы сорбентов объемом 0,05 мл инкубировали в 1,0 мл плаз-
мы в течение 30 мин. Концентрацию сорбированного общего IgG и подклассов рассчитывали 
по разнице количества IgG в контрольной плазме в сравнении с концентрацией IgG в плазме, 
подвергавшейся воздействию сорбентов. Учет результатов производили с помощью иммунофер-
ментного анализатора iMark фирмы BioRad (США) при длине волны 450 нм (референс 620–655 нм).

Результаты и их обсуждение. Синтез пептидов осуществляли с использованием классиче-
ских методов пептидного синтеза в растворе, путем последовательного присоединения трет-
бутилоксикарбонил (Вос)-аминокислот к С-концевым фрагментам (рис. 1, 2). С-концевой тирозин 
вводили в реакции в виде метилового эфира, который конденсировали с Вос-Хаа-ОН, где Хаа –  
Asp(OBzl), Asn, Gln, Ala, Gly соответственно. В качестве основного конденсирующего агента 
использовали дициклогексилкарбодиимид (DCC) с добавлением N-гидроксибензотриазола (HOBt) 
в качестве противорацемической добавки. Отщепление Вос-защитной группы проводили обра-
боткой пептидов 4,5 н. раствором НСl в этилацетате в течение 40–50 мин. Практически все ста- 
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дии синтеза проходили с высокими выходами, что позволило получить целевые трипептиды  
с суммарными выходами 40–56 %. Основным методом контроля структуры пептидной цепи 
была масс-спектрометрия, по которой определяли массы молекулярных ионов промежуточных 
соединений и целевых трипептидов. 

В качестве матрицы использовали полиэтиленовые гранулы объемом 0,05±0,005 мл и массой 
0,045±0,008 г с привитой акриловой кислотой. Химическая структура данной матрицы отлича-
ется большим количеством карбоксильных групп. Выбор полиэтиленовой матрицы обусловлен 
жесткостью ее структуры, что предотвращает попадание частиц сорбента в кровь, ее стабильно-
стью, биологической инертностью. Привитая полиакриловая кислота повышает гемосовмести-
мость полимера и создает возможность ковалентно иммобилизовать разнообразные лиганды.

Методом ИФА определили, что концентрация общего IgG в контрольной плазме составила 
17±0,6 мг/мл, что превышает количество общего IgG в среднем в плазме. Концентрации под-
классов IgG в контрольной плазме были следующими: IgG1 – 7,46±0,65 мг/мл, IgG2 – 0,7±0,65 мг/мл,  

Рис. 1. Схема синтеза трипептида Phe-Asp(OBzl)-Tyr-OMe (I)

Fig. 1. Synthesis scheme of the tripeptide Phe-Asp(OBzl)-Tyr-OMe (I)

Рис. 2. Схема синтеза трипептидов Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe(IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)

Fig. 2. Synthesis scheme of the tripeptides Phe-Asn-Tyr-OMe (II), Phe-Gln-Tyr-OMe (III),  
Phe-Gly-Tyr-OMe(IV), Phe-Ala-Tyr-OMe (V)
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IgG3 – 2,27±0,65 мг/мл, IgG4 – 1,47±0,65 мг/мл. Для экспериментальных образцов сорбентов 
установили количество сорбированного общего IgG, которое составило от 8,65±0,65 мг для  
Phe-Ala-Tyr-OMe до 10,16±0,65 мг для Phe-Trp-DTyr (рис. 3). 

На рис. 4 представлены результаты оценки селективности созданных образцов сорбентов  
к подклассам IgG, по которым видно, что большинство образцов проявляют к IgG3 высокую  
активность. Сорбенты, содержащие в качестве лиганда трипептиды Phe-Asp(ОВzl)-Tyr-OMe, 
Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe, Trp-Phe-DTyr, демонстрируют высокую специфичность  
к IgG2, IgG3 и практически не проявляют активности к IgG1 и IgG4. Наиболее высокоактивными 
сорбентами к IgG3 оказались образцы на основе Phe-Trp-DTyr и Phe-Gln-Tyr-OMe, связавшие 59,5 
и 58,4  % IgG3 соответственно. Поскольку сорбент, содержащий Phe-Trp-DTyr в качестве лиган-
да, сорбирует меньше IgG1, это делает его перспективным для дальнейших исследований.

Из рис. 4 видно, что образцы сорбентов, содержащие Phe-Ala-Tyr-OMe, Phe-Asn-Tyr-OMe  
и Trp-Phe-DTyr, показали высокую избирательность к IgG2 и IgG3 при очень низкой активности 

Рис. 3. Диаграмма количества связанного образцами сорбентов общего IgG, мг

Fig. 3. Diagram of the amount of total IgG bound by sorbents, mg

Рис. 4. Диаграмма процентного соотношения сорбированных подклассов IgG 

Fig. 4. Diagram of the percentage of sorbed IgG subclasses
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к IgG1 и IgG4. Выявленные свойства специфичности образцов дают возможность предложить их 
как в качестве дополнительного компонента в композитном варианте сорбента, так и для само-
стоятельного использования при коррекции состояний связанных с гиперпродукцией подклас-
сов IgG, к которым сорбенты проявляют избирательную активность. 

Заключение. Таким образом, нами получены сорбенты, обладающие высокой степенью свя-
зывания IgG и его подклассов на основе матриц, обладающих стабильностью и гемосовместимо-
стью. Установлено, что природа аминокислоты в центральном положении последовательности 
Phe-Хаа-Tyr-ОМе влияет на селективность к тому или иному подклассу IgG, что способствует 
изменению селективности экспериментальных образцов к подклассам IgG без заметного паде-
ния активности ко всему классу, что особенно важно для терапии аутоиммунных заболеваний.
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