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Гибридные белки на основе Fc фрагмента IgG 
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EPO-Fc гибридные белки – новые эритропоэз-
стимулирующие агенты 
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Некоторые биотехнологические компании производят EPO-Fc белки только 
«для исследовательских целей» 

(CellScience, GenWay Biotech, Chimerigen, Genscript, BioBasic, Neuromics, 
Goldbio, Nivus Biologicals, Hölzel Diagnostika, ProSpec) 

EPO-Fc димер EPO-Fc мономер 



Идентификация EPO-Fc в допинг контроле 
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Контаминирующие белки со схожими с EPO-Fc 
молекулярными массами при анализе SAR-PAGE 
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Fc-фрагмент оказывает влияние на 
изоэлектрическое разделение EPO-Fc 
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Полиакриламидные гели с 
градиентом pH 2–6 не 

позволяют детектировать 
EPO-Fc 

CERA EPO-Fc  uEPO  rEPO+NESP 



Цистеиновая протеиназа IdeS (The Immunoglobulin-
degrading enzyme from Streptococcus pyogenes) 
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Katja Wenig et al. PNAS 2004;101:17371-17376 
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EPO-Fc 

Иммуноаффинная 
очистка образцов на 

колонках MAIIA 
Элюция и нейтрализация 

буфером А или В из набора 
MAIIA 

IdeS протеаза 
2.5 U на 1 мкг 

EPO-Fc 

Инкубация образца 
при 37°С в течение 

1часа Analysis Анализ IEF-PAGE 

SDS-PAGE 
SAR-PAGE 

Стратегия пробоподготовки 
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IEF-профиль EPO-Fc после IdeS протеолиза 
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Анализ EPO-Fc методами SDS/SAR-PAGE  
после протеолиза IdeS 

 

EPO-Fc + IdeS EPO-Fc + IdeS 

EPO-Fc EPO-Fc 
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SDS-PAGE образцов сыворотки крови с последующим окрашиванием Кумасси. 

1, 8 – предокрашенные стандарты молекулярных масс; 2 –IdeS протеаза; 3 – EPO-Fc, обработанный IdeS протеазой; 4 
– EPO-Fc; 5 – сыворотка крови человека, очищенная при помощи магнитных частиц с протеином G (бэнды тяжелых 
цепей иммуноглобинов и альбумина отмечены красной рамкой; 6 – белки сыворотки (5 µl элюата) после 
иммуноочистки на колонках MAIIA; 7 – сыворотка крови человека (5 µl), 10-кратное разведение в воде. Область с 
низким содержанием белков сыворотки крови отмечена зеленой рамкой. 
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Предел обнаружения EPO-Fc в образцах сыворотки 

SAR-PAGE 

SDS-PAGE 

IEF-PAGE 



Выводы 
 

•Разработан простой подход, представляющий  комбинацию IdeS-протеолиза и 

электрофоретических методов анализа  для однозначной детекции EPO-Fc из 

образцов сыворотки крови 

 

•После IdeS-протеолиза EPO-Fc  надежно идентифицируется методом IEF-PAGE в 

полиакриламидных гелях с градиентом рН 2-6. 

 

•После IdeS-протеолиза становится возможным отличие EPO-Fc от иных белков 

сыворотки, дающих неспецифический сигнал при визуализации. 

 

 

 

 



Спасибо за внимание! 
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Результаты исследования опубликованы в 
журнале  

Drug Testing and Analysis (DTA) 
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