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С целью поиска соединений, способных уменьшать концентрацию интерлейкина-8 в плазме крови
человека проведено молекулярное моделирование, позволившее выявить ряд пептидных последо-
вательностей. Показано, что замена остатка глутаминовой кислоты в пептидах Glu-His-OMe и
Glu-His-Trp-OMe на ее циклическую форму, а также введение остатков DTyr и DAla в последова-
тельность Asp-Tyr-Ala-Pro, приводит к двукратному увеличению способности их связывания интер-
лейкина-8.

Ключевые слова: пептидный синтез, интерлейкин-8, связывание в плазме крови, молекулярный докинг
DOI: 10.31857/S0132342320020104

ВВЕДЕНИЕ
Интерлейкин 8 (IL-8) – альфа-хемокин, про-

дукт многих клеток, включая кератиноциты,
фибропласты и макрофаги, который стимулирует
хемотаксис нейтрофилов, базофилов, лимфоци-
тов, кератиноцитов, а также стимулирует осво-
бождение ферментов нейтрофилами [1, 2]. В
настоящее время он включается в семейство хе-
мокинов. Основные биологические эффекты
хемокинов связаны с их хемоаттрактантной актив-
ностью, особенно это касается IL-8. Так, у боль-
ных идиопатическим фиброзом легких была обна-
ружена повышенная экспрессия mRNA для IL-8,
что коррелировало с содержанием IL-8, числом
нейтрофилов в бронхоальвеолярной жидкости
и с тяжестью заболевания. Высокий уровень
IL-8 в легких обнаружен при остром воспале-
нии. У больных респираторным дистресс-син-
дромом содержание IL-8 и количество нейтрофи-
лов коррелировало со смертностью. Хемокины

также являются медиаторами аллергического вос-
паления. У больных бронхиальной астмой наблю-
дается повышенная экспрессия IL-8 эпителиаль-
ными клетками бронхов [3, 4]. В научной литера-
туре имеется также информация об участии IL-8
в патогенезе сепсиса [5, 6].

Таким образом, поиск способов регулирова-
ния концентрации IL-8 в плазме крови является
актуальной и перспективной задачей современ-
ной медицинской науки. Это подтверждается ре-
зультатами эффективного применения следую-
щих известных ингибиторов:

1. Репариксин (химическая формула – (αR)-α-
метил-4-(2-метилпропил)-N-(метилсульфонил)-
бензенеацетамид L-лизина) является неконку-
рентным аллостерическим ингибитором актива-
ции рецепторов хемокинов CXCR1 и CXCR2 под
действием IL-8 (IC50 = 1 и 100 нМ соответствен-
но). Он блокирует ряд активностей, связанных с
передачей сигналов IL-8, включая рекрутирова-
ние лейкоцитов (IC50 = 1 нМ) и другие воспали-
тельные реакции [7].

2. HuMax-IL8 – полностью гуманизированное
моноклональное антитело, которое связывает и
ингибирует IL-8 [8]. Сейчас проходит 1-я фаза
клинических испытаний данного препарата.

 Сокращения: IL-8 – интерлейкин 8; Boc – трет-бутилок-
сикарбонил; DCC – N,N'-дициклогексилкарбодиимид;
DMF – N,N-диметилформамид; HOBt – N-гидроксибен-
зотриазол; Bzl – бензил; TEA – триэтиламин; Pfp – пен-
тафторфенил; ESI – ионизация распылением в электриче-
ском поле.
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3. Пептидные ингибиторы [9]. Находятся на
стадии доклинических испытаний.

Пептидные ингибиторы наиболее предпочти-
тельны из соображений безопасности и стоимо-
сти продукции. Однако применение синтетиче-
ских пептидных ингибиторов имеет существенный
недостаток: пептидные молекулы чрезвычайно
быстро метаболизируются пептидазами в орга-
низме человека. Поэтому необходима разработка
способов защиты пептидных молекул от фермен-
тативного разрушения.

РЕЗУЛЬТЫТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Целью настоящей работы являлся поиск и ис-
следование пептидов, способных уменьшать кон-
центрацию IL-8 в плазме крови человека, а также
разработка способов их защиты от разрушения
пептидазами.

Этапы исследований включали анализ струк-
туры комплексов IL-8 с лигандами и выбор воз-
можных участков связывания, модификацию, син-
тез отобранных соединений, изучение их биоло-
гической активности.

На первом этапе работы в ProteinDataBank
осуществили поиск пространственных структур
IL-8 и его комплексов с лигандами различной
природы. Отобрали структуру, которая по своим
свойствам наилучшим образом подходила для
расчетов и прогноза потенциальных участков
связывания белка-лиганда с IL-8 (1ILQ, ком-
плекс IL-8 с цитокинсвязывающей областью
CXCR-1). С использованием программного ком-
плекса были рассчитаны предполагаемые участки
связывания белка-лиганда и цитокинов. На осно-
вании этих расчетов были смоделированы олиго-
пептиды, потенциально способные связывать IL-8.
Молекулярный докинг (или молекулярные сты-
ковки) — это метод молекулярного моделирова-

ния, который позволяет предсказать наиболее вы-
годную для образования устойчивого комплекса
ориентацию и положение одной молекулы по от-
ношению к другой. Для докинга указывается об-
ласть структуры белка, в которой будет происхо-
дить поиск места для связывания. Задают его как
куб с центром. Координаты центра и размеры ку-
ба определяются визуально исходя из структуры
изучаемого цитокина. В данной работе использо-
вали pdb-файл 1IKL – мономерная форма IL-8.
Координаты центра – Cx:0 Cy:-5 Cz:0. Размеры
куба – Sx:60 Sy:60 Sz:50. В табл. 1 представлены
результаты математических расчeтов свободной
энергии связывания IL-8 с пептидами.

Для дальнейшей модификации и химического
синтеза были выбраны следующие пептидные
последовательности: Glu-His (2), Glu-His-Trp (4),
Asp-Tyr-Ala-Pro (9). Модификацию пептидов (2)
и (4) осуществляли заменой остатка глутамино-
вой кислоты Glu на остаток пироглутаминовой
кислоты, что согласно работе [10], является из-
вестным способом защиты против атак протеаз.
Последовательность Asp-Tyr-Ala-Pro (9) модифи-
цировали введением D-аминокислот – DTyr и
DAla вместо их L-аналогов.

Основными моментами, которые должны
быть учтены при синтезе модифицированных
олигопептидов Glp-His-OMe (I) и Glp-His-Trp-
OMe (III), являются специфические свойства ги-
стидина и пироглутаминовой кислоты: повышен-
ная склонность остатка His к рацемизации и воз-
можность протекания побочных реакций по
имидазольному кольцу, лабильность пирролидо-
нового цикла при кислых и сильно щелочных
значениях pH [11]. Приемлемыми растворителя-
ми для исходных включаемых соединений (пиро-
глутаминовая кислота и метиловый эфир ги-
стидина) оказались ацетонитрил и хлористый
метилен. Использование гидроксибензотриазола
(HOBt) совместно с DCC позволило обеспечить
высокий выход дипептида Glp-His-OMe (I) и вы-
сокий уровень его удельного оптического вращения
(80%) и –17°…–19°. Очистка дипептида (I) состояла
в избирательном растворении компонентов сме-
си, содержащей неочищенный дипептид. Выде-
ленный из реакционной смеси осадок, состоящий в
основном из Glp-His-OMe и дициклогексилмоче-
вины, промывали метанолом для перевода дипеп-
тида в раствор. Полученный после упаривания
метанола кристаллический осадок дипептида об-
рабатывали хлороформом и смесью эфир-мета-
нол для очистки от примесей исходных соедине-
ний. Такие процедуры позволили получить хро-
матографически однородный дипептид. При
синтезе трипептида (III) для конденсации N-кон-
цевого дипептида с метиловым эфиром трипто-
фана мы выбрали азидный способ, который обес-
печивает отсутствие рацемизации, позволяет из-

Таблица 1. Значения свободной энергии связывания
экспериментальных олигопептидов с IL-8

* Разница достоверна с р = 0.0069.

Пептид Структура Энергия связывания IL-8, 
ккал/моль

(1) Gly-Ser 6.05 (5.57; 6.25)
(2) Glu-His 6.30 (6.02; 6.47)*
(3) Pro-Gly 5.40 (5.40; 5.50)
(4) Glu-His-Trp 6.45 (6.30; 6.52)*
(5) Tyr-Phe-Val 5.90 (5.55; 6.30)
(6) Phe-Glu-Gly 5.40 (5.27; 5.42)
(7) Phe-Gly-Gln-Gly 5.90(5.55; 6.30)
(8) Trp-Ala-Thr-His 6.20 (6.00; 6.22)*
(9) Asp-Tyr-Ala-Pro 5.40 (5.20; 5.40)
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бежать стадии щелочного гидролиза Glp-His-OMe
для отщепления метильной защиты (схема 1).

Схема 1. Схема синтеза Glp-His-OMe (I)
и Glp-His-Trp-OMe (III).

Вторая стадия синтеза трипептида Glp-His-
Trp-OMe – получение гидразида Glp-His-N2H3.
Для полного перевода метилового эфира в гидра-
зид использовали пятикратный избыток гидра-
зингидрата, выход продукта практически количе-
ственный. Азидную конденсацию Glp-His-N3 и
Trp-OMe проводили в DMF – растворителе,
обеспечивающем хорошую растворимость всех
компонентов и способствующем протеканию ре-
акции. Для перевода гидразида в азид использо-
вали изоамилнитрит, необходимую реакцию сре-
ды создавали добавлением HCl в этилацетате и
триэтиламина. Реакцию проводили при темпе-
ратуре –15…–20°С. Для получения хроматогра-
фически однородного пептида (III) проводили
очистку путем многократных переосаждений на
первом этапе, заключительной стадией являлась
колоночная хроматография на силикагеле с ис-
пользованием в качестве элюэнта смеси хлоро-
форм–метанол 2 : 1.

Тетрапептиды Asp-DTyr-Ala-Pro (IX) и Asp-
DTyr-DAla-Pro (X) синтезировали по схеме 2 + 2
(схема 2).

Схема 2. Схема синтеза тетрапептидов Asp-DTyr-Ala-Pro (IX) и Asp-DTyr-DAla-Pro (X).

Дипептид Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV) получа-
ли методом активированных эфиров, пентафтор-
фениловый эфир эфира β-бензилового эфира
трет-бутилоксикарбонил-аспарагиновой кисло-
ты вводили в реакцию с DTyr без выделения.
С-Концевой пролин в виде бензилового эфира
вводили в синтез с Boc-Ala-OH или Boc-DAla-OH
для получения Boc-Ala-Pro-OBzl и Boc-DAla-Pro-
OBzl соответственно. В качестве основного кон-

денсирующего агента использовали DCC с добав-
лением HOBt. Для блокирования α-аминогрупп
применяли Вос-защитную группу. Ее отщепле-
ние проводили обработкой 4.5 М раствором HCl в
этилацетате. Гидрохлориды пептидов после от-
щепления Вос-защитной группы, которое проте-
кало с выходами, близким к количественным
(93–98%), использовали в синтезе после опреде-
ления их однородности методом тонкослойной

Glp-OH + H-His-OMe

Glp-His-OMe (I)

Glp-His-N3 + H-Trp-OMe

Glp-His-N2H3

Glp-His-Trp-OMe (III)

DCC/HOBt

N2H4

1. HCl/CH3COOC2H5
2. (CH3)2CHCH2CH2ONO/TEA

Boc-Asp(OBzl)-OH + Pfp-OH

DCC

Boc-Asp(OBzl)-OPfp + H-DTyr-OH

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV)     +    HCl · H-Ala(DAla)-Pro-OBzl

Boc-Ala(DAla)-OH + HCl · H-Pro-OBzl

Boc-Ala(DAla)-Pro-OBzl (V, VI)

TEA, DCC/HOBt

HCl/CH3COOC2H5

TEA, DCC/HOBt

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OBzl (VII, VIII)

H2/Pd

Boc-Asp(OH)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OH

HCl/CH3COOC2H5

HCl · H-Asp(OH)-DTyr-Ala(DAla)-Pro-OH (IX, X)
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хроматографии. Полной характеризации гидро-
хлоридов не проводили, так как кислотный гид-
ролиз Вос-группы протекает, как правило, без ра-
цемизации и изменения структуры пептидной
цепи [12]. β-Бензильные группы аспарагиновой
кислоты и С-концевого пролина удаляли гидри-
рованием пептида над катализатором – паллади-
евой чернью, в растворе уксусной кислоты.

Идентификацию целевых соединений выпол-
няли методом масс-спектрометрии, гомогенность
подтверждали хроматографическими методами.

Иммунологическое тестирование пептидов
заключалось в исследовании их связывания с
IL-8. Оценку связывания пептидов проводили с
использованием плазмы крови 5 условно здоро-
вых доноров (N = 35) с IL-8 в концентрации
>300.00 нмоль/мл. Концентрацию IL-8 определяли
методом ИФА с применением иммуноферментного
набора Интерлейкин-8-ИФА-Бест (Вектор Бест,
Россия). Работу проводили согласно утвержденной
для набора инструкции от 30.06.2017. Эффек-
тивность олигопептидов оценивали как процент
уменьшения концентрации интерлейкина в опыт-
ной пробе по сравнению с контролем. Результаты
представлены в табл. 2.

Из табл. 2 следует, что модификация пептидов
существенно увеличивает их эффективность свя-
зывания IL-8. Замена двух аминокислот в после-
довательности Asp-Tyr-Ala-Pro на D-форму уве-
личивает процент связывания в 2 раза. Аналогич-
ный результат наблюдается при замене в пептиде
Glu-His-OMe глутаминовой кислоты на ее цик-
лическую форму.

Таким образом, полученные результаты поз-
воляют считать доказанным связывание синтези-
рованных соединений с IL-8. Мы предполагаем,
что на основе исследуемых соединений возможно
создание эффективного гемосорбента, способно-
го элиминировать IL-8 при ряде патологических
процессов.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Синтез пептидов

В работе были использованы аминокислоты,
реагенты, растворители (Sigma, США, Fluka,
Швейцария, Acros Organics, Бельгия). Процессы
синтеза соединений, удаления защитных групп
контролировали методом ТСХ на пластинках с
закрепленным слоем силикагеля (Sorbfil, Россия)
в системах растворителей: хлороформ–метанол–
20%-ный аммиак, 60 : 40 : 10 (А); бутанол–уксус-
ная кислота–вода, 40 : 10 : 10 (Б), этилацетат–пи-
ридин–уксусная кислота–вода, 50 : 30 : 30 : 10 (В).
Вещества обнаруживали на пластинках с помо-
щью хлор-бензидинового реагента.

Аналитическую ВЭЖХ проводили на хрома-
тографе Agilent 1200 с масс-детектором QQQ
(Triple Quadrupole) Agilent 6410, колонка Vydac
201HS52 RP C18 (2.1 × 250 мм). Использовали гра-
диент концентраций ацетонитрила от 10 до 95%
в 8 мM растворе ацетата аммония. Скорость потока
1 мл/мин.

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

Температуры плавления (некорректируемые)
определяли на приборе Кофлера. Удельное вра-
щение соединений измеряли на спектрополяри-
метре J-20 “Jasco” (Япония). Аминокислотный
состав пептидов, гидролизированных 6 М HCl в
запаянных ампулах при 110°С в течение 20 ч, про-
водили на автоматическом аминокислотном ана-
лизаторе LMV (Швеция).

Glp-His-OMe (I). К охлажденной до 3°С
взвеси 0.65 г (5.0 ммоль) пироглутаминовой
кислоты в 18.0 мл хлористого метилена прибав-
ляли 0.68 г (5.0 ммоль) HOBt и охлажденный
раствор 1.24 г (6.0 ммоль) DCC в 2.5 мл хлори-
стого метилена. После перемешивания в тече-
ние 30 мин к реакционной смеси добавляли 1.21 г
(5.0 ммоль) His-OMe ⋅ 2HCl и прикапывали 1.38 мл
(10.0 ммоль) ТEА, продолжали перемешивание
при 4–8°С в течение 1 и 15 ч при комнатной тем-
пературе. Осадок отфильтровывали, промывали
хлористым метиленом (2 × 3.0 мл), затем метано-
лом (5 × 3.0 мл). Метанольный фильтрат упарива-
ли, твердый остаток переносили на фильтр и про-
мывали хлороформом (5 × 3.0 мл), смесью эфир–
метанол, 3 : 1 (4 × 3.0 мл). Сушили в вакууме над
P2O5. Выход Glp-His-OMe – 0.91г (65%) с т. пл.

193–195°С, – 20° (c 1, MeOH), Rf 0.45 (A),
0.62 (B). Данные аминокислотного анализа: Glu
1.02 (1), His 0.97 (1).

Glp-His-N2H3 (II). К раствору 0.84 г (3.0 ммоль)
соединения (I) в 6.0 мл этанола, охлажденному до
3–5°С, прибавляли по каплям при перемешива-
нии 0.73 мл (15.0 ммоль) гидразингидрата. Реак-

20[ ]Dα

Таблица 2. Эффективность связывания IL-8 из плаз-
мы крови экспериментальными олигопептидами in vi-
tro (результаты представлены в виде Ме (25‰; 75‰)

№ п/п Олигопептид Эффективность 
связывания IL-8, %

1 Glu-His-OMe 12.36 (10.47; 15.38)
2 Glu-His-Trp-OMe 13.25 (8.35; 15.46)
3 pGlu-His-OMe 35.72 (23.11; 37.24)*
4 pGlu-His-Trp-OMe 21.54 (8.33; 48.51)*
5 Asp-Tyr-Ala-Pro 44.41 (32.60; 51.47)
6 Asp-DTyr-Ala-Pro 46.63 (40.12; 50.32)
7 Asp-DTyr-DAla-Pro 84.00 (75.14; 88.11)*
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ционную смесь перемешивали 2 ч при охлажде-
нии и оставили на 15 ч в холодильнике при 5°С.
Выпавший осадок отделяли фильтрованием, про-
мывали его изопропанолом, метанолом, эфиром.
Получили 0.75 г (89%) Glp-His-N2H3 с т. пл. 241–

244°С,  – 15° (c 1, вода), Rf 0.14 (A), 0.28 (В).

Glp-His-Trp-OMe (III). К взвеси 0.56 г
(2.0 ммоль) Glp-His-N2H3 в 15.0 мл DMF, охла-
жденной до –20°С, прибавляли по каплям 3.0 мл
(12.0 ммоль) 4 М HCl в этилацетате при интенсив-
ном перемешивании, при этом происходило
растворение взвеси, затем 0.38 мл (2.8 ммоль)
изоамилнитрита. Реакционную смесь переме-
шивали 30 мин при –15…–20°С, затем прибав-
ляли 1.66 мл (14.0 ммоль) ТEА и 0.94 г (2.0 ммоль)
Н-Trp-OMe ⋅ HCl, следя за температурными гра-
ницами. Реакционную смесь перемешивали
при –10…–15°С 1 ч и 1 ч при –5°С. Осадок соли
триэтиламина отделяли фильтрованием, к филь-
трату прибавляли 55.0 мл эфира до полного оса-
ждения продукта реакции. Выпавший осадок
промывали эфиром, затем переосаждали из мета-
нола эфиром и сушили в вакууме. Высушенный
трипептид с примесями растворяли в 1.5 мл мета-
нола и наносили на колонку с силикагелем Merk
40–60 mesh. В качестве элюента использовали
смесь хлороформ–метанол, 2 : 1. Фракции, содер-
жащие трипептид, объединяли, упаривали, перео-
саждали из метанола эфиром и сушили до посто-
янного веса. Выход Glp-His-Trp-OMe 0.57 г (59%),
т. пл. 241–244°С,  – 20° (c 1, вода, Rf 0.34 (A),
0.48 (В). Масс-спектр ESI, m/z: 485.2 [M + H]+.
Данные аминокислотного анализа: Glu 1.01 (1),
His 0.98 (1), Trp не определяли.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-OH (IV). К раствору 1.61 г
(5.0 ммоль) Boc-Asp(OBzl)-OH в 7.0 мл диоксана
прибавляли 1.01 г (5.5 ммоль) пентафторфенола.
После охлаждения до 0°С в реакционный сосуд
прибавляли 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Перемешивали
1 ч при охлаждении и 2 ч при комнатной темпера-
туре. После окончания реакции осадок дицик-
логексилмочевины отфильтровали, а полученный
раствор пентафторфенилового эфира β-бензи-
лового эфира трет-бутилоксикарбониласпараги-
новой кислоты добавляли к 6.0 мл охлажденного
водного раствора, содержащего 0.72 г (4.0 ммоль)
D-тирозина и 1.0 мл 1 М NaOH. После окончания
реакции (12 ч) диоксан упаривали, реакционную
смесь нейтрализовали до рН 4–5 9% лимонной
кислотой. Продукт экстрагировали этилацетатом
трижды по 5.0 мл. Этилацетатный раствор суши-
ли над Na2SO4. После сушки этилацетат упарива-
ли, а к маслообразному остатку добавляли 10.0 мл
петролейного эфира. После сушки в вакууме над
P2O5 получили 1.51 г (78%) кристаллического со-
единения (IV) с т. пл. 135–138°С, Rf 0.86 (В), 0.79 (Б).

20[ ]Dα

20[ ]Dα

Boc-Ala-Pro-OBzl (V). К раствору 1.21 г
(5.0 ммоль) хлоргидрата бензилового эфира про-
лина в 5.5 мл DMF прибавляли 0.73 мл (6.0 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.94 г (5.0 ммоль)
Вос-Ala-ОН. После охлаждения до 0°С в реакци-
онный сосуд прибавляли последовательно 0.70 г
(5.2 ммоль) HOBt и 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Реак-
ционную смесь перемешивали в течение 3 ч при 0°С
и 4 ч при комнатной температуре, осадок отфиль-
тровывали, промывали на фильтре 1.0 мл DMF.
В фильтрат добавляли 15.0 мл этилацетата, и по-
лученный раствор промывали 9% раствором ли-
монной кислоты, 5% раствором NaHCO3, насы-
щенным раствором NaCl, водой, затем сушили
над Na2SO4. После сушки этилацетат упаривали, а
образовавшийся маслообразный остаток дважды
переосаждали из эфира метанолом и сушили над
Р2О5. После сушки в эксикаторе получили 1.58 г
(84%) маслообразного соединения (V). Rf 0.93 (A),
0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 276.93 [M – 100]+,
377.4 [M + H]+, 399.0 [M + Na]+.

Boc-DAla-Pro-OBzl (VI). К раствору 1.21 г
(5.0 ммоль) хлоргидрата бензилового эфира про-
лина в 5.5 мл DMF прибавляли 0.73 мл (6.0 ммоль)
TEA. Реакционную смесь перемешивали в тече-
ние 20 мин и затем добавляли 0.94 г (5.0 ммоль)
Вос-DAla-ОН. После охлаждения до 0°С в реак-
ционный сосуд прибавляли последовательно 0.70 г
(5.2 ммоль) HOBt и 1.23 г (6.0 ммоль) DCC. Реак-
ционную смесь перемешивали в течение 3 ч при
0°С и 4 ч при комнатной температуре. Очистку и
выделение дипептида (VI) проводили аналогично
описанному для соединения (V). Выход маслооб-
разного продукта составил 1.45 г (77%). Rf 0.94 (A),
0.70 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 276.93 [M – 100]+,
377.40 [M + H]+, 399.00 [M + Na]+.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-Ala-Pro-OBzl (VII). К рас-
твору 0.34 г (1.1 ммоль) хлоргидрата бензилового
эфира аланилпролина (получен обработкой соеди-
нения (V) 4.5 М HCl в этилацетате) в 3.0 мл DMF до-
бавляли 0.19 мл (1.4 ммоль) ТЕА, перемешивали в
течение 20 мин и вносили 0.55 г (1.1 ммоль) соеди-
нения (IV). Охладив реакционную колбу до 0°С, в
реакционный сосуд добавляли последовательно
0.13 г (1.1 ммоль) HOBt и 0.29 г (1,4 ммоль) DCC.
Реакционную смесь перемешивали в течение 3 ч
при 0°С и 10 ч при комнатной температуре. Очист-
ку и выделение тетрапептида (VII) проводили как
описано для соединения (V). Выход продукта со-
ставил 0.61 г (74%), т. пл. 86–89°С, Rf 0.93 (A),
0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z: 643.68 [M – 100]+,
743.08 [M-H]+, 767.04 [M + Na]+.

Boc-Asp(OBzl)-DTyr-DAla-Pro-OBzl (VIII). К
раствору 0.45 г (1.4 ммоль) хлоргидрата бензило-
вого эфира D-аланил-пролина (получен обработ-
кой соединения (VI) 4.5 М HCl в этилацетате) в
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3.5 мл DMF добавляли 0.23 мл (1.7 ммоль) ТЕА,
перемешивали в течение 20 мин и внесли 0.68 г
(1.4 ммоль) соединения (IV). Охладив реакцион-
ную колбу до 0°С, в реакционный сосуд вносили
последовательно 0.20 г (1.5 ммоль) HOBt и 0.35 г
(1.7 ммоль) DCC. Реакционную смесь перемеши-
вали в течение 3 ч при 0°С и 4 ч при комнатной тем-
пературе. Очистку и выделение тетрапептида (VIII)
проводили как описано для соединения (V). Вы-
ход продукта составил 0.78 г (75%) с т. пл. 90–
92°С, Rf 0.93 (A), 0.74 (Б). Масс-спектр ESI, m/z:
643.68 [M – 100]+, 743.08 [M – H]+, 767.04 [M + Na]+.

HCl · H-Asp-DTyr-Ala-Pro-OH (IX). Через рас-
твор 0.22 г (0.3 ммоль) соединения (VII) в смеси
1.0 мл уксусной кислоты и 2.0 мл метанола про-
пускали в течение 2 ч ток водорода в присутствии
катализатора – 2.5 мг палладиевой черни – при
постоянном перемешивании. После деблокиро-
вания пептида (контроль ТСХ) катализатор от-
деляли фильтрованием, фильтрат упаривали, а к
остатку добавляли 1.0 мл этилацетата и 1.7 мл 4.5 М
раствора HCl в этилацетате. Перемешивали взвесь
в течение 45 мин, растворитель упаривали, а оста-
ток промывали этилацетатом, эфиром, сушили в
эксикаторе над NaOH. Выход соединения (IX) со-
ставил 0.14 г (94%), Rf 0.90 (А), 0.82 (Б). По дан-
ным ВЭЖХ содержание целевого пептида (IX) –
96%. Масс-спектр ESI, m/z: 465.16 [M + H]+, 463.35
[M – Н]+, 929.54 [2M]+, 950.00 [2M – Н + Na]+.
Данные аминокислотного анализа: Asp 1.06 (1),
Ala 1.00 (1), DTyr 0.94 (1), Pro 1.02(1).

HCl · H-Asp-DTyr-DAla-Pro-OH (X). Получали
аналогично соединению (IX). Выход тетрапепти-
да (X) составил 0.16 г (82.5%) в перерасчете на 0.23 г
(0.4 ммоль) исходного соединения (VIII), Rf 0.60 (А),
0.86 (Б). По данным ВЭЖХ содержание целевого
пептида (X) – 98%. Масс-спектр ESI, m/z: 465.16
[M + H]+, 463.35 [M – Н]+, 501.35 [M + НCl]+,
929.54 [2M]+, 950.00 [2M – Н + Na]+. Данные ами-
нокислотного анализа: Asp 1.04 (1), DAla 1.02 (1),
DTyr 0.96 (1), Pro 0.98 (1).

Молекулярное моделирование

Построение пептидной последовательности
экспериментальных пептидов в PDB-формате про-
водили в программе PyMol. Визуализацию ком-
плекса лиганд-рецептор – в программе Chimera.
Молекулярный докинг осуществляли в програм-
ме Chimera с помощью программного обеспече-
ния AutodockVina. Для решения задач докинга ис-
пользовали модели белковых молекул, находя-
щиеся в базе данных NCBI [13]. Для изучения и
анализа использовали следующие структуры: 1ILQ
(комплекс IL-8 с цитокинсвязывающей областью
CXCR-1), 1IKL (мономерная форма IL-8) и 1IL8
(димерная форма IL-8).

Иммуноферментный анализ
Поскольку концентрация IL-8 в плазме крови

практически здоровых доноров низкая, проводи-
ли предварительную активацию продукции IL-8
нейтрофилами крови человека. Для этого к 2.0 мл
цельной крови человека добавляли 1.0 мл дрож-
жевого экстракта (гликопротеин клеточной стен-
ки пекарских дрожжей), инкубировали в течение
90 мин при 37°С, затем центрифугировали, от-
бирали надосадок, содержащий плазму крови с
высокой концентрацией IL-8, и замораживали
для дальнейших исследований. Для определения
эффективности олигопептидов размораживали
заготовленную заранее фракцию, содержащую
плазму крови человека с IL-8 в концентрации
>300.00 нмоль/мл. Затем в опытной пробе к 100 мкл
фракции добавляли 100 мкл раствора олигопеп-
тида (1.0 мг/мл), в контрольной – к 100 мкл
фракции добавляли 100 мкл 0.9% раствора NaCl.
Инкубировали 1 ч при 37°С и 18 ч при 20°С (для
достижения термодинамического равновесия). Из-
менение концентрации IL-8 оценивали методом
ИФА до и после контакта надосадочной фракции
с исследуемыми пептидами на спектрофотометре
Bio-rad T100 Termal (США). Статистическую обра-
ботку и построение графиков проводили с помо-
щью программы Statistica 10.0 и Graph PadPrism 6.
Разницу считали статистически достоверной при
р < 0.05. Все данные представлены медианой (25–
75 квартили).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ
Все применимые международные, национальные

и/или институциональные принципы при работе с
людьми были соблюдены.

Настоящая статья не содержит каких-либо иссле-
дований с участием животных в качестве объектов ис-
следований.
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Modification of Oligopeptides in Order to Increase the Effectiveness
of Their Interaction with Interleukin-8 in Human Blood Plasma

O. V. Gribovskaya*, #, V. P. Martinovich*, D. A. Makarevich*, V. P. Golubovich*,
T. V. Ryabtseva**, and V. V. Kirkovskiy**
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*Institute of Bioorganic Chemistry, National Academy of Sciences of Belarus, ul. Ak. Kuprevicha 5/2,
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**Belarusian State Medical University, prosp. Dzerzhinskogo 83, Minsk, 220116 Belarus

In order to search for compounds capable of reducing the concentration of interleukin-8 in human blood
plasma, molecular modeling was carried out, which made it possible to identify a number of peptide sequenc-
es. It is shown that the replacement of the glutamic acid residue in the compounds Glu-His-OMe and Glu-
His-Trp-OMe by its cyclic form, as well as the introduction of the residues DTyr and DAla into the sequence
Asp-Tyr-Ala-Pro, leads to double the ability to bind interleukin-8.

Keywords: peptide synthesis, interleukin-8, plasma binding, molecular docking



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


