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УДК 577.112.6 Т.В. Рябцева, А.Д. Таганович,  
Д.А. Макаревич 

СВЯЗЫВАНИЕ И УДАЛЕНИЕ ИЗ ПЛАЗМЫ КРОВИ ИЛ-6  
С ПОМОЩЬЮ СИНТЕТИЧЕСКОГО ОЛИГОПЕПТИДА 

УО «Белорусский государственный медицинский университет», г. Минск, Беларусь

В статье представлены результаты экспериментального изучения взаимодействия 
ИЛ-6 с синтетическим пептидом Ser-Phe-Tyr-Arg, который является структурным ана-
логом растворимого рецептора ИЛ-6 (gp80). О взаимодействии пептида с цитокином 
судили по изменению концентрации ИЛ-6, на основании иммуноферментного анализа. 
Эффективность связывания рассчитывали на основе анализа зависимости концентрации 
образовавшегося комплекса ИЛ-6 с пептидом от исходной концентрации цитокина. Ис-
следования показали, что Ser-Phe-Tyr-Arg как в свободной, так и в иммобилизованной 
форме обладает способностью связывать ИЛ-6. Полученные результаты являются осно-
вой для разработки изделий медицинского назначения для гемосорбции с целью извлече-
ния ИЛ-6 из плазмы крови человека.

Ключевые слова: интерлейкин-6, олигопептид, связывание, лиганд, гемосорбент 

Введение

Интерлейкин-6 (ИЛ-6) является про-
воспалительным цитокином и участвует 
в развитии острой фазы воспаления ИЛ-6 
индуцируют подъем температуры тела че-
рез стимуляцию синтеза простагландинов 
эндотелиальными клетками гипоталамуса, 
стимулируют продукцию коллагеназы и 
простагландинов синовиоцитами. Синер-
гизм ИЛ-6 с ФНО-α индуцирует синтез 
белков острой фазы гепатоцитами [1]. При 
этом отмечается угнетение гемопоэза, ги-
пертриглицеридемия, гиперферритинемия, 
гипоальбуминемия [2]. Повышение кон-
центрации ИЛ-6 наблюдается при многих 
патологических состояниях, в том числе 
при аутоиммунных (сердечной микседеме, 
ревматоидном артрите, болезни Кастлема-
на, псориазе) и онкологических (саркома 
Капоши, лимфома, миелома и карцинома 
почек) заболеваниях [3, 4]. Нарастание 
концентрации ИЛ-6 в плазме крови со-
провождает развитие системного воспали-
тельного ответа и так называемого «цито-
кинового шторма». Высокая концентрация 
ИЛ-6 (более 80 пг/мл) является неблаго-
приятным прогностическим признаком [5].

Так как функциональная активность 
ИЛ-6 опосредуется через взаимодействие 
со специфическими рецепторами, они яв-
ляются мишенью для разработки соеди-
нений с противовоспалительной антици-
токиновой активностью [4, 6]. Широкому 
клиническому применению антицитоки-
новой терапии на основе моноклональных 
антител (МАТ) и рекомбинантных белков 
препятствует, во-первых, высокая стои-
мость препаратов, а во-вторых – развитие 
побочных реакций. Моноклональные ан-
титела являются высокоиммуногенными 
препаратами, как и рекомбинантные белки 
,быстро метаболизируются во внутренней 
среде организма, поэтому для получения 
клинического эффекта необходимы высо-
кие дозы препаратов [7]. 

Одним из высокоэффективных подхо-
дов снижения концентрации патогенети-
ческих метаболитов в крови человека яв-
ляется экстракорпоральная гемосорбция. 
Данный метод заключается в том, что при 
пропускании крови через специальный 
сорбент происходит связывание «нежела-
тельных» молекул с материалом сорбента 
и элиминация их из организма. В настоя-
щее время успешно применяются некото-

Клиническая медицина
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рые виды сорбентов для снижения концен-
трации провоспалительных цитокинов в 
плазме крови [8]. Однако они не содержат 
специального лиганда, поэтому происхо-
дит сорбция всего спектра цитокинов. Для 
повышения специфичности сорбции необ-
ходима разработка селективных лигандов. 

Олигопептиды являются перспектив-
ными молекулами для использования их в 
качестве лигандов в гемосорбентах, так как 
они обладают высокой специфичностью, 
низкой иммуногенностью и недорогим ме-
тодом получения. Кроме того, существует 
возможность использования компьютер-
ных технологий для моделирования и хи-
мической модификации для повышения 
эффективности олигопептидов [9, 10, 11].

Методами молекулярно-структурного 
анализа in silico было показано, что олиго-
пептиды, содержащие ароматические ами-
нокислоты и являющиеся структурными 
аналогами рецептора к ИЛ-6, могут быть 
использованы для связывания ИЛ-6 [12]. 

Целью данного исследования явля-
лась экспериментальная оценка взаимо-
действия олигопептида Ser-Phe-Tyr-Arg с 
ИЛ-6 и изучение возможности удаления 
ИЛ-6 из плазмы крови с помощью иммо-
билизованного в гель олигопептида.

Материал и методы исследования 

Для экспериментов использовали: Ser-
Phe-Tyr-Arg (SFYR), синтезированный на 
предприятии Changzhou Xuanming Chemical 
Co. Ltd., (Чанчжоу, Цзянсу, Китай); реком-
бинантный ИЛ-6 (Fine test, Китай); кар-
бонатный буфер (15 мМ Na2CO3, 35 мМ 
NaHCO3, 0,2 г/л NaN3, pH 9,3). Раствор 
пептида (1μМ) в карбонатном буфере. Кон-
центрат фосфатно-солевого буферного рас-
твора (ФСБ-10Х). Раствор для промывки – 
ФСБ-1Х с 0,05% Tween20 (ФСБ-T). Раствор 
для блокировки – ФСБ-Т с 10 мг/ мл бычье-
го сывороточного альбумина (ФСБ-T-БСА). 
Раствор ИЛ-6 в концентрациях: 0; 0,2; 0,7; 
2,2; 6,7; 13,4 пМ/мл. Набор реагентов для 
иммуноферментного определения ИЛ-6 
(Вектор-Бест, Россия).

В первой серии экспериментов иссле-
довали взаимодействие свободной формы 
олигопептида с раствором ИЛ-6. На осно-
вании изменения концентрации цитокина в 
опытной смеси (с пептидом) по сравнению 
с контрольной (без олигопептида) делали 
вывод о взаимодействии олигопептида с 
цитокином. Для проведения второй серии 
экспериментов пептид иммобилизовали 
путем адсорбции на дне лунок 96-луноч-
ных планшетов. Затем, используя реактивы 
набора для иммуноферментного анализа, 
определяли концентрацию ИЛ-6 в лунках с 
пептидом, без пептида и с адсорбированны-
ми моноклональными антителами к ИЛ-6. 

В третьей серии экспериментов оли-
гопептид иммобилизовали путем включе-
ния его на стадии полимеризации в трех-
мерную сетку полиакриламидного геля. 
Полученным гелем (5 мл) заполняли про-
бирки, в которые затем вносили 5 мл плаз-
мы крови с высокой концентрацией ИЛ-6 
(≥500 пг/мл). После инкубации (60 мин 
при 20-25°С) плазму собирали для опреде-
ления концентрации ИЛ-6.

Результаты исследования анализи-
ровали с использованием пакетов стати-
стического анализа данных Statistica10.0 
(«StatSoft Inc.») и Prism8 Statistics 
(«GraphPad Software») и представляли в 
виде медианы и интерквартильного раз-
маха, Ме (Q1; Q3). Для моделирования 
функции зависимости одной переменной 
от другой использовали метод нелинейной 
регрессии. Оценку соответствия модели 
полученным результатам эксперимента 
проводили на основании величины коэф-
фициента детерминации (R2). 

Результаты исследования 

Для оценки взаимодействия олигопеп-
тида Ser-Phe-Tyr-Arg с рекомбинантным 
ИЛ-6 использовали величину оптической 
плотности раствора опытной (ИЛ-6 с оли-
гопептидом) и контрольной (ИЛ-6 с буфе-
ром) смеси. По разнице величины оптиче-
ской плотности судили о количестве ИЛ-6, 
связанного пептидом и тем самым не вза-
имодействовавшим с детектирующими ан-
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тителами при постановке анализа. Рассчи-
танная на основании оптической плотности 
концентрация ИЛ-6 в опытном растворе 
была ниже, чем в контрольном. Наиболее 
высокая разница концентраций составила 
8,1 (6,4; 10,0) пМ/мл. Это концентрация 
ИЛ-6, связанного с олигопептидом при ис-
ходной концентрации ИЛ-6 в смеси равной 
13,4 пМ/мл. При исходной концентрации 
ИЛ-6 2,2 пМ/мл количество связанного ци-
токина составило 1,0 (0,9; 1,09) пМ/мл.

Зависимость степени связывания 
ИЛ-6 с Ser-Phe-Tyr-Arg от исходной кон-
центрации цитокина проанализировали 
методом нелинейной регрессии. Для мо-
дели специ фического взаимодействия 
ИЛ-6 с олигопептидом (рисунок 1Б) мак-
симальная степень связывания составила 
61,5 (56,1; 67,0) %, а равновесная концентра-

ция 22,2 (14,4; 30,0) пг/мл. Коэффициент де-
терминации (R2) составил 0,88. Для модели 
неспецифического взаимодействия (рису-
нок 1А) максимальная степень связывания 
равна 84,9%, а равновесная концентрация 
4,0 пг/мл с коэффициентом детерминации 
R2=0,89. Эти данные показывают, что обе 
модели с высокой степенью соответствия 
описывают полученные экспериментальные 
данные. Таким образом, взаимодействие 
ИЛ-6 с олигопептидом является частично (на 
61,5 (56,1; 67,0) %) специфическим.

Оценка способности адсорбированно-
го на дне лунки планшета олигопептида 
Ser-Phe-Tyr-Arg (SFYR) связывать ИЛ-6 
показала, что при добавлении ИЛ-6 в лун-
ки с олигопептидом (SFYR +) и в лунки 
с моноклональными антителами (МАТ+) 
наблюдается дозозависимое изменение 

А. Модель неспецифического связывания; Б. Модель специфического связывания
Рисунок 1 – Модели функциональной зависимости 

степени связывания ИЛ-6 с олигопептидом 

Таблица 1 – Величина оптической плотности в лунках с Ser-Phe-Tyr-Arg при 
определении ИЛ-6

[ИЛ-6], 
пМ/мл

Оптическая плотность раствора, отн.ед. 
SFYR – SFYR + МАТ+

0,2 0,0623 (0,0498; 0,0767) 0,0867 (0,0819; 0,0893)*** 0,1048 (0,0989; 0,1081)
0,7 0,0531 (0,0372; 0,0609) 0,1247 (0,1218; 0,1276)*** 0,1594 (0,1577; 0,1682)
2,2 0,0556 (0,0498; 0,0617 0,1805 (0,1772; 0,1821)*** 0,3200 (0,3166; 0,3256)
6,7 0,0598 (0,0431; 0,0614) 0,3101 (0,3064; 0,3123)*** 0,8728 (0,8629; 0,8746)
13,4 0,0488 (0,0395; 0,0538) 0,3124 (0,3015; 0,3189)*** 1,9799 (1,9713; 1,9863)

Примечание – [ИЛ-6] – исходная концентрация ИЛ-6, «SFYR +» – лунки с адсорби-
рованным Ser-Phe-Tyr-Arg, «SFYR –» – лунки без Ser-Phe-Tyr-Arg и без МАТ, «МАТ+» – 
лунки с адсорбированными моноклональными антителами к ИЛ-6; * – р≤0,05 при попар-
ном сравнении с контрольными лунками «SFYR –» (тест Манна-Уитни), ** – р≤0,05 при 
попарном сравнении с контрольными лунками «МАТ+» (тест Манна-Уитни).

Клиническая медицина
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оптической плотности раствора после про-
ведения иммуноферментной реакции (та-
блица 1). В лунках, на дне которых не были 
адсорбированы ни МАТ, ни олигопептид 
(SFYR –), величина оптической плотности 
не изменялась. 

Обнаружение ИЛ-6 в лунках после от-
мывания проб свидетельствует о его связы-
вании с адсорбированным пептидом или с 
МАТ. Соответственно, менее выраженная 
интенсивность окрашивания раствора по-
сле проведенной иммуноферментной ре-
акции в лунках «SFYR +» по сравнению с 
«МАТ+» показывает, что количество ИЛ-6, 
связанного с пептидом, меньше.

Максимальное связывание ИЛ-6 с ад-
сорбированным пептидом наблюдали при 
использовании исходной концентрации 
цитокина 6,7 пМ/мл. При этом с пептидом 
связалось 1,9 (1,9; 2,0) пМ/мл ИЛ-6. При 
увеличении концентрации вносимого ИЛ-6 
с 6,7 пМ/мл до 13,4 пМ/мл концентрация 
ИЛ- 6, связанного с SFYR, не нарастала (та-
блица 2). Максимальный процент связыва-
ния ИЛ-6 с адсорбированным олигопепти-
дом составил 76,2 (70,7; 77,6) % при кон-
центрации вносимого цитокина 0,2 пМ/мл.

Зависимость концентрации ИЛ-6, свя-
занного с олигопептидом, от концентрации 
цитокина в растворе может быть представ-
лена в виде гиперболы (рисунок 2). Ана-
лиз графика показал, что максимальная 
концентрация ИЛ-6, связанного с адсорби-
рованным на дне лунки планшета олиго-
пептидом, составляет 2,4 (2,2; 2,6) пМ/мл, 
а равновесная концентрация ИЛ-6 равна 
2,3 (1,8; 2,8) пМ/мл.

Дальнейшие исследования проводили 
при иммобилизации олигопептида в по-
лиакриламидном геле (ПААГ). Данный 
способ иммобилизации обеспечивает не-
обходимую  пространственную свободу 
для взаимодействия и прочное связывание 
пептидов с молекулами полимера. Кроме 
того, ПААГ является носителем для гемо-
сорбентов, которые уже зарегестрированы 
и являются безопасными для клинического 
применения в лечебных учреждениях Ре-
спублики Беларусь.

После контакта плазмы крови с им-
мобилизованным в ПААГ пептидом 
(ПААГSFYR) наблюдали снижение кон-
центрации ИЛ-6. Наиболее выраженное 
уменьшение, на 91,7 (83,8; 128,4) пг/ мл, 
наблюдали при максимальной исход-
ной концентрации цитокина в плазме 
551,3 (507,5; 568,8) пг/мл (таблица 3). 

График зависимости концентрации ИЛ-
6, связанного гелем, от его исходной концен-
трации в плазме крови описывается гипер-

Примечание – Сплошной линией без круглых то-
чек обозначен график нелинейной интерполяции, 
коэффициент детерминации R2=0,9622, [ИЛ-6] – 

исходная концентрация ИЛ-6, [SFYR+ИЛ-6] – кон-
центрация комплекса ИЛ-6 с адсорбированным 

Ser-Phe-Tyr-Arg
Рисунок 2 – Зависимость концентрации 
ИЛ-6, связанного с адсорбированным на 

дне лунки планшета Ser-Phe-Tyr-Arg

Таблица 2 – Результаты оценки 
связывания ИЛ-6 с адсорбированным на 
дне лунки олигопептидом Ser-Phe-Tyr-Arg 

[ИЛ-6], 
пМ/мл

[SFYR+ИЛ-6],  
пМ/мл

Связывание  
ИЛ-6, %

0,2 0,4 (0,3; 0,4) 76,2 (70,7; 77,6)
0,7 0,6 (0,6; 0,6)* 71,0 (68,9; 75,4)
2,2 1,0 (1,0; 1,0)* 50,7 (50,1; 51,4)
6,7 1,9 (1,9; 2,0)* 32,8 (32,6; 33,0)
13,4 2,0 (1,9; 2,0) 14,2 (13,8; 14,6)

Примечание – [ИЛ-6] – концентрация 
ИЛ-6, вносимая в лунку; [SFYR+ИЛ-6] – 
концентрация ИЛ-6, связанного с адсорбиро-
ванным в лунке Ser-Phe-Tyr-Arg, * – р≤0,05 
при попарном сравнении с предыдущим зна-
чением в списке (тест Манна-Уитни).
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болой. Согласно статистическому анализу 
данной зависимости, предел сорбции или 
максимальная концентрация ИЛ-6, связан-
ного с иммобилизованным в геле Ser-Phe-
Tyr-Arg, составит 142,1 (111,1; 173,1) пг/ мл 
или 6,34 (4,96; 7,73) пМ/мл. Процент свя-
зывания ИЛ-6, рассчитанный относительно 
исходной концентрации, уменьшается при 
нарастании исходной концентрации цито-
кина в плазме крови с 64,0 (56,8; 68,2) % 
(при исходной концентрации ИЛ-6 
67,1 (62,1; 75,3) пг/ мл) до 16,6 (15,1; 25,2) % 
(при исходной концентрации ИЛ-6 
551,3 (507,5; 568,8) пг/ мл). Линейная ин-
терполяция результатов экспериментов по-
зволила рассчитать максимальный процент 
связывания ИЛ-6 гелем с олигопептидом, 
который составил 53,7 (48,9; 58,5) %. 

Согласно научным публикациям по 
изу чению эффективности гемосорбентов с 
антицитокиновой активностью, эффектив-
ность удаления ИЛ-6 составляет от 50 до 
90% в зависимости от условий проведе-
ния эксперимента и от используемого вида 
сорбента. Следует отметить, что данные 
сорбенты являются неселективными и уда-
ляют, кроме ИЛ-6, и другие биологические 
активные молекулы, в том числе и лекар-
ственные средства [13]. Таким образом, ис-
пользование олигопептида Ser-Phe-Tyr-Arg 
в качестве иммобилизованного лиганда бу-
дет способствовать повышению селектив-
ности сорбции в гемосорбентах. 

Выводы 

Полученные результаты подтвердили 
высокую связывающую активность олиго-
пептида Ser-Phe-Tyr-Arg по отношению к 

ИЛ-6. Максимальная степень связывания 
ИЛ-6 свободной формой олигопептида со-
ставила 61,5 (56,1; 67,0) %. Процент связы-
вания ИЛ-6 пептидом, иммобилизованным 
в гель, составил 53,7 (48,9; 58,5) %. Иссле-
дования показали, что предел связывания 
1 мл геля с иммобилизованным пептидом 
равен 6,34 (4,96; 7,73) пМ ИЛ-6. Гемо-
сорбционная колонка, наполненная 300 мл 
геля, сможет удалить из плазмы крови око-
ло 1902 (1488; 2319) пМ цитокина. Таким 
образом, пептид Trp-Asp-Phe-Asp может 
быть рекомендован в качестве лиганда для 
связывания и удаления ИЛ-6 из плазмы 
крови человека. 
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T.V. Ryabtseva, A.D. Taganovich, D.A. Makarevich 

THE USING OF SYNTHETIC OLIGOPEPTIDE FOR BINDING 
AND REMOVAL OF IL-6 FROM BLOOD PLASMA 

The article presents the results of an experimental study of the IL-6 interaction with the 
synthetic peptide Ser-Phe-Tyr-Arg, which is a structural analogue of the soluble IL-6 receptor 
(gp80). The interaction of the peptide with the cytokine was been evaluated by the change in 
the concentration of IL-6, which was assessed by enzyme immunoassay. The binding efficiency 
was been calculated based on a statistical analysis of the dependence of the concentration of the 
complex IL-6 with the peptide on the initial concentration of the cytokine. Studies have shown 
that Ser-Phe-Tyr-Arg, both in free and immobilized form, has the ability to bind IL-6. The re-
sults obtained are the basis for the development of medical products for hemosorption in order 
to extract IL-6 from human blood plasma.
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