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ОЛИГОПЕПТИДА TRP-ASP-PHE-ASP СВЯЗЫВАТЬ ИНТЕРЛЕЙКИН-8
Т. В. Рябцева, А. Д. Таганович, Д. А. Макаревич 
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Введение. Одно из перспективных направлений антицитокиновой терапии – разработка синтетических 
олигопептидов, способных связывать и ингибировать активность цитокинов. Пептид, который является 
структурным аналогом цитокинсвязывающей области хемокинового рецептора, представляет интерес в ка-
честве лиганда для взаимодействия с интерлейкином-8 (ИЛ-8).

Цель исследования. Экспериментальная оценка взаимодействия олигопептида Trp-Asp-Phe-Asp с ИЛ-8.
Материал и методы. О взаимодействии пептида с цитокином судили по изменению концентрации ИЛ-8, 

на основании иммуноферментного анализа. Для оценки эффективности связывания использовали свободную 
форму олигопептида, адсорбированную на дне лунки планшета и иммобилизованную в полиакриламидный гель 
в концентрации 1µМ/мл.

Результаты. Анализ результатов показал, что свободная форма пептида связывает 22,13 (14,09; 30,17) 
пМ/мл ИЛ-8. При адсорбции пептида на дне лунки планшета его связывающая способность сохраняется, од-
нако количество связанного ИЛ-8 снижается и составляет 4,22 (3,69; 4,75) пМ/мл. Иммобилизованный в гель 
олигопептид уменьшает концентрацию ИЛ-8 в плазме крови на 25,39 (21,34; 29,44) пМ/мл.

Выводы. Исследования показали, что Trp-Asp-Phe-Asp как в свободной, так и в адсорбированной форме 
обладает способностью связывать ИЛ-8. Полученные результаты могут быть использованы в разработке 
изделий медицинского назначения для гемосорбции и извлечения ИЛ-8 из плазмы крови человека.
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Введение
Интерлейкин-8 (ИЛ-8) – провоспалитель-

ный цитокин [1]. Рецепторы к ИЛ-8, CXCR1 и 
CXCR2, образуются в нейтрофилах, моноцитах, 
базофилах и эозинофилах [2]. Основная биоло-
гическая роль ИЛ-8 заключается в привлечении 
в очаг воспаления иммунокомпетентных клеток. 
Высокие концентрации ИЛ-8 сопровождают 
развитие системного воспалительного ответа и 
служат прогностическим признаком неблаго-
приятного исхода заболевания [3]. Современная 
антицитокиновая терапия включает препараты 
на основе моноклональных антител (МАТ) и 
рекомбинантных белков. Однако  высокая ско-
рость метаболизма, иммуногенность и развитие 
побочных реакций (онкологические заболева-
ния, герпес, гепатиты, туберкулёз) ограничива-
ют их широкое применение в клинической прак-
тике [4]. 

Все большую популярность приобретает раз-
работка низкомолекулярных пептидов с антици-
токиновой активностью. Основные преимуще-
ства  олигопептидов по сравнению с МАТ следу-
ющие: недорогой метод получения (химический 
синтез) низкая иммуногенность и возможность 
их модификации [5, 6]. Иммобилизация олиго-
пептидов на полимерном носителе открывает 
возможность их использования в гемосорбции 
для снижения концентрации цитокинов в крови 
человека [7, 8].

Методами молекулярного моделирования 
нами установлено, что тетрапептид Trp-Asp-
Phe-Asp, являющийся структурным аналогом 
цитокинсвязывающей области хемокинового  
рецептора, характеризуется максимальным  

по модулю значением свободной энергии свя-
зывания с ИЛ-8 [9]. Поэтому цель данного ис-
следования – экспериментальная оценка взаимо-
действия олигопептида Trp-Asp-Phe-Asp с ИЛ-8.

Материал и методы
Для экспериментов использовали: Trp-Asp-

Phe-Asp (WDFD), синтезированный Changzhou 
Xuanming Chemical Co. Ltd., (Чанчжоу, Цзян-
су, Китай); рекомбинантный ИЛ-8 (Fine test, 
Китай); карбонатный буфер (15 мМ Na2CO3, 
35 мМ NaHCO3, 0,2 г/л NaN3, pH9,3). Раствор 
пептида (1µМ) в карбонатном буфере. Концен-
трат фосфатно-солевого буферного раствора 
(ФСБ-10Х). Раствор для промывки – ФСБ-1Х 
с 0,05% Tween20 (ФСБ-T). Раствор для блоки-
ровки – ФСБ-Т с 10 мг/мл бычьим сывороточ-
ным альбумином (ФСБ-T-БСА). Раствор ИЛ-8  
в концентрациях: 0; 0,42; 1,25; 3,33; 8,33; 20,83 
пМ/мл. Набор реагентов для иммуноферментно-
го определения ИЛ-8 (Вектор-Бест, Россия).

Иммобилизацию олигопептидов проводили 
радикальной полимеризацией смеси растворов 
мономеров (акриламида и бис-акриламида) с 
раствором олигопептида. Перед реакцией поли-
меризации проводили N-ацилирование олиго-
пептидов хлорангидридом акриловой кислоты.

Первая серия экспериментов включала ис-
следование взаимодействия свободной формы 
олигопептида с раствором ИЛ-8. Концентрацию 
ИЛ-8 определяли иммуноферментным методом, 
используя наборы реагентов. На основании из-
менения концентрации цитокина в опытной 
смеси (с пептидом) по сравнению с контроль-
ной (без олигопептида) делали вывод о взаимо-
действии олигопептида с цитокином. Для про-
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ведения второй серии экспериментов пептиды 
иммобилизовали путем адсорбции на дне 96-лу-
ночных планшетов. Используя реактивы набора 
для иммуноферментного анализа, определяли 
концентрацию ИЛ-8 в лунках с пептидом, без 
пептида и с адсорбированными моноклональны-
ми антителами к ИЛ-8. 

Для третьей серии экспериментов олиго-
пептид иммобилизовали путем введения на ста-
дии полимеризации в полиакриламидный гель. 
Круглодонные пробирки заполняли полиакрила-
мидным гелем с иммобилизованным пептидом 
(5 мл), вносили 5 мл плазмы крови с высоким 
содержанием провоспалительных цитокинов. 
Инкубировали 60 минут при комнатной темпе-
ратуре. Затем собирали плазму для определения 
концентрации ИЛ-8.

Результаты исследования обрабатывали с ис-
пользованием пакетов статистического анализа 
данных Statistica 10.0 («StatSoft Inc.») и Prism 8 
Statistics («GraphPad Software»). Для описания и 
анализа результатов применяли  методы непара-
метрической статистики. Моделирование функ-
ции зависимости одной переменной от другой 
проводили методом нелинейной регрессии, оце-
нивая величину коэффициента детерминации 
(R2). 

Результаты и обсуждение
После проведения иммуноферментного  

анализа определили, что концентрация ИЛ-8  
в опытном растворе (смесь ИЛ-8 с олигопепти-
дом) ниже, чем в контрольном (раствор ИЛ-8  
в буфере). Это – следствие взаимодействия оли-
гопептида с цитокином, которое препятствует 
связыванию детектирующих антител с ИЛ-8. 
Разница концентраций ИЛ-8 в опытном и кон-
трольном растворах является концентрацией 
цитокина, связанного с олигопептидом. График 
зависимости концентрации связанного ИЛ-8 от 
его исходной концентрации представляет собой 
гиперболу (рис. 1, А). Анализ данной зависи-
мости показал, что максимальная концентра-
ция ИЛ-8, связанного с пептидом, составляет  
22,13 (14,09; 30,17) пМ/мл, а равновесная кон-
центрация ИЛ-8, при которой достигается ½ от 

Рисунок – Анализ зависимости связывания ИЛ-8 со свободной формой олигопептида Trp-Asp-Phe-Asp  
(описание в тексте) 

Figure – Analysis of the dependence of IL-8 binding with the free form of the Trp-Asp-Phe-Asp oligopeptide (description in text)

максимального связывания, равна 36,44 (17,27; 
55,62) пМ/мл.

Анализ зависимости степени связывания 
ИЛ-8 с WDFD от исходной концентрации ци-
токина показал, что результаты эксперимен-
тов с высоким коэффициентом детерминации 
(R2=0,7421) описываются с помощью моде-
ли неспецифического связывания (рис. 1, Б).  
Максимальная степень связывания составила 
84,3 (48,8; 119,7)%, а его равновесная концен-
трация ИЛ-8 – 2,58 (1,58; 5,83) пМ/мл. Степень 
соответствия результатов эксперимента модели 
специфического связывания ИЛ-8 с олигопепти-
дом – низкая, коэффициент детерминации (R2) 
был невысоким и составил 0,3882. 

Для изучения способности иммобилизован-
ной формы олигопептида WDFD связывать 
ИЛ-8 провели вторую серию экспериментов,  
в которых пептид был адсорбирован на дне 
96-луночного планшета. Связанный с адсор-
бированным олигопептидом ИЛ-8 определяли 
методом иммуноферментного анализа. Степень 
окрашивания раствора после добавления биоти-
нилированных антител к ИЛ-8, раствора стреп-
тавидин-пероксидазы хрена, тетраметилбензи-
дина и стоп-реагента была пропорциональной 
количеству связанного ИЛ-8.

В результате эксперимента определили, что 
оптическая плотность раствора в лунках, на 
дне которых адсорбировали олигопептид, изме-
нялась пропорционально концентрации ИЛ-8, 
вносимого в лунки. В лунках, на дне которых не 
были адсорбированы ни пептиды, ни монокло-
нальные антитела,  окрашивания не наблюдали. 
В лунках, на дне которых были адсорбированы 
моноклональные антитела к ИЛ-8 (МАТ, Вектор 
Бест, Россия), интенсивность окрашивания была 
более выраженной, чем в лунках с адсорбиро-
ванным пептидом.

Максимальная концентрация ИЛ-8 в лун-
ках с адсорбированным пептидом составила  
3,57 (3,51; 3,80) пМ/мл. По всей видимости, при 
данной концентрации достигается предел для 
связывания цитокина с пептидом. На это ука-
зывает то обстоятельство, что при увеличении 
концентрации вносимого ИЛ-8 с 8,33 пМ/мл до 
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20,83 пМ/мл концентрация ИЛ-8, связанного с 
WDFD, в опытных лунках больше не нарастала 
(табл. 1). 

Степень связывания рассчитывали относи-
тельно концентрации ИЛ-8 в лунках с адсорби-
рованными моноклональными антителами. При 
увеличении концентрации ИЛ-8, добавляемого в 
лунку, степень его связывания адсорбированны-
ми пептидами снижалась с 80,0 (74,5; 85,4)% до 
17,9 (17,2; 18,2)% (таблица). 
Таблица – Результаты оценки связывания ИЛ-8 
с Trp-Asp-Phe-Asp, Ме (25%; 75%), пМ/мл
Table – The results of the IL-8 binding to Trp-Asp-Phe-
Asp, Ме (25%; 75%), pM/ml

[ИЛ-8], пМ/мл [WDFD+ИЛ-8], пМ/мл Связывание ИЛ-8, % 

0,42 0,60 (0,56; 0,63) 80,0 (74,5; 85,4)

1,25 0,91 (0,86; 0,95)* 70,7 (62,9; 72,1)

3,33 1,78 (1,75; 1,84)* 59,8 (58,6; 61,1)*

8,33 3,57 (3,51; 3,80)* 44,9 (42,5; 47,5)*

20,83 3,33 (3,26; 3,49) 17,9 (17,2; 18,2)*

Примечание – [ИЛ-8] – концентрация ИЛ-8, вносимая в лунку; 
[WDFD+ИЛ-8] – концентрация ИЛ-8, связанного с адсорбирован-
ным в лунке Trp-Asp-Phe-Asp; * – р≤0,05 при попарном сравнении с 
предыдущим значением в списке (тест Манна-Уитни)

Анализ графика зависимости концентрации 
ИЛ-8, связанного с пептидом, от исходной кон-
центрации цитокина показал, что максимальная 
концентрация ИЛ-8, связанного с адсорбиро-
ванным на дне лунки планшета олигопептидом 
WDFD, составляет 4,22 (3,69; 4,75) пМ/мл, а рав-
новесная концентрация ИЛ-8 равна 3,47 (2,14; 
4,80) пМ/мл. Результаты эксперимента с олиго-
пептидом, иммобилизованным в гель, показали, 
что максимальная концентрация ИЛ-8, задер-

жанного гелем с WDFD, составила 23,25 (20,08; 
26,42) пм/мл. 

Таким образом, максимальная концентра-
ция ИЛ-8, связанного свободной формой оли-
гопептида WDFD, в 5 раз выше максимальной 
концентрации цитокина, связанного олиго-
пептидом, адсорбированным на дне лунки план-
шета. Но при иммобилизации в гель пептид спо-
собен связать такое же количество ИЛ-8 и даже 
немного больше, чем свободная форма пептида.  
Такая разница объясняется стерической доступ-
ностью цитокина для взаимодействия с адсор-
бированным олигопептидом [10]. В растворе и в 
геле пептид более доступен для взаимодействия 
с ИЛ-8. А при адсорбции пептида на дне лунки 
планшета количество ИЛ-8, связанного с пепти-
дом, ограничивается площадью поверхности на 
дне лунки.  

Выводы
Олигопептид WDFD в свободной и в иммо-

билизованной форме способен эффективно свя-
зывать ИЛ-8. Зависимость количества связанно-
го с олигопептидом цитокина от его исходной 
концентрации описывается гиперболой. Для 
пептида, адсорбированного на дне лунки план-
шета, предел связывания ИЛ-8 равен 4,22 (3,69; 
4,75) пМ/мл. В свободной форме и в иммобили-
зованной в гель олигопептид наиболее эффек-
тивно связывается с ИЛ-8. Максимальная кон-
центрация ИЛ-8, связанного свободной формой 
пептида, составляет 22,13 (14,09; 30,17) пМ/мл, 
с иммобилизованным в гель пептидом – 23,25 
(20,08; 26,42) пм/мл. Пептид WDFD может быть 
рекомендован для  использования в качестве ли-
ганда при разработке изделий медицинского на-
значения для гемосорбции с целью извлечения 
ИЛ-8 из плазмы крови человека. 
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EXPERIMENTAL STUDY OF THE ABILITY OF OLIGOPEPTIDE TRP-
ASP-PHE-ASP TO BIND INTERLEUKIN-8
T. V. Ryabtseva, A. D. Taganovich, D. A. Makarevich
Belarusian State Medical University, Minsk, Belarus

Background. One of the perspectives of anticytokine therapy is the development of synthetic oligopeptides, which 
can bind and inhibit the activity of cytokines. The peptide, which is a structural analogue of the cytokine-binding 
region of the chemokine receptor, is of interest as a ligand for interaction with interleukin-8 (IL-8).

The aim of the research was to evaluate the interaction of the Trp-Asp-Phe-Asp with IL-8.
Material and methods. The interaction between the peptide and cytokine was evaluated by the change in the IL-8 

concentration, which was assessed by enzyme immunoassay. Oligopeptide was used in free form adsorbed on the 
bottom of the plate well and immobilized in a polyacrylamide gel at a concentration of 1 µM/ml. 

Results. The results of the study showed that Trp-Asp-Phe-Asp, both in free and immobilized form, has the ability 
to bind IL-8. The maximum concentration of IL-8 bound by the free peptide is 22.13 (14.09; 30.17) pM/ml, for the 
adsorbed peptide – 4.22 (3.69; 4.75) pM/ml. Oligopeptide immobilized in the gel reduces the IL-8 concentration in 
blood plasma by 25.39 (21.34; 29.44) pM/ml.

Conclusions. The results obtained are the basis for the development of medical devices for hemosorption in order 
to extract IL-8 from human blood plasma.

Keywords: interleukin-8, oligopeptide, systemic inflammation, anticytokine therapy.
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