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Аннотация

Синтезированы флуоресцентные конъюгаты сывороточного альбумина человека и цитостатического пре-
парата – монометилауристатина F, имеющего расщепляемый пептидный линкер ValCit. В синтезе использо-
ваны стратегии прямого присоединения терапевтического пептида к альбумину и присоединение с помощью 
N-трифторацетилгомоцистеинового линкера. Методом конфокальной микроскопии установлено, что конъюгат, 
содержащий гомоцистеиновый линкер, эффективно накапливается в цитоплазме опухолевых клеток линии 
MCF-7, в то время как конъюгат, полученный прямым присоединением пептида к белку, накапливается преи-
мущественно на поверхности клеток. Исследования конъюгатов in vitro на линиях клеток MCF-7 и T98G выяви-
ли проявление большей цитотоксичности монометилауристатина F в отношении раковых клеток линий MCF-7 
и T98G после его присоединения к альбумину. Установлено, что конъюгат, содержащий гомоцистеиновый лин-
кер, проявлял большую цитотоксичность в сравнении с конъюгатом, полученным прямым присоединением мо-
нометилауристатина F к альбумину, несмотря на меньшую нагрузку белка терапевтическим пептидом. 

Ключевые слова: сывороточный альбумин, тиолактон гомоцистеина, монометилауристатин F, тераностика, 
противоопухолевая цитотоксичность
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ВВЕДЕНИЕ

Центральной проблемой создания высокоэф-
фективных противоопухолевых препаратов, об-
ладающих низкой токсичностью для здоровых 
тканей, является обеспечение таргетной до-
ставки терапевтических агентов в опухолевые 
ткани. В последние десятилетия предприни-
маются многочисленные попытки использовать 
в качестве таргетного носителя белок альбу-

мин [1, 2]. Конъюгаты альбумина могут эффек-
тивно накапливаться в опухолях благодаря EPR 
(enhanced permeability and retention) эффекту, 
который проявляется в повышенной сосудистой 
проницаемости и низком лимфатическом дрена-
же опухолевых тканей [3, 4], а также благодаря 
наличию в опухолях гиперэкспрессии секрети-
руемого белка, богатого цистеином (SPARC), – 
матрицеллярного гликопротеина, связывающе-
го альбумин с высокой аффинностью и способ-
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ствующего проникновению последнего внутрь 
опухолевых клеток [5]. Среди прочих преиму-
ществ альбумина можно отметить биосовмести-
мость, биодеградируемость, возможность при-
соединения к нему различных функционально 
значимых молекул и, что немаловажно, его 
невысокую стоимость. 

Однако, несмотря на многочисленные попытки 
использования альбумина в качестве носителя 
для противоопухолевых препаратов, в настоя-
щее время только один препарат Абраксан® 
(Abraxis BioScience LLC, США), представляю-
щий собой наночастицы на основе экзогенного 
сывороточного альбумина человека (HSA) с па-
клитакселом, получил официальное одобрение 
Управления по контролю качества пищевых про-
дуктов и лекарственных средств (FDA, США). 
Во многом это связано с трудностью получения 
нековалентных комплексов терапевтических аген-
тов с альбумином [6].

Как отмечалось выше, альбумин может быть 
легко модифицирован по многочисленным али-
фатическим аминогруппам остатков лизина, либо 
по единственной частично свободной SH-группе 
остатка цистеина (Cys-34). Но многочислен-
ные попытки создания ковалентных конъюга-
тов альбумина с противоопухолевыми агента-
ми к настоящему времени также не привели 
к созданию эффективных противоопухолевых 
препаратов. Во многом это связано с нарушением 
структуры альбумина в результате бесконтроль-
ной химической модификации. Было показано, 
что в отличие от нативного альбумина хими-
чески модифицированный альбумин обладает в 
1000 раз большим сродством к двум рецепторам – 
gp18 и gp30. Связывание модифицированного 
альбумина с данными рецепторами приводит к 
эндоцитозу и попаданию его в лизосому. Таким 
образом, неприродная химическая модификация 
альбумина может приводить к значительному 
сокращению времени циркуляции конъюгатов в 
крови и высвобождению терапевтических моле-
кул в нецелевых тканях [7]. Исключение состав-
ляет конъюгат альбумина с доксорубицином 
(DOXO-EMCH) [8], в дальнейшем получивший 
название Альдоксорубицин. В настоящее время 
он находится на различных стадиях клиничес-
кого испытания (от Ib до III, для разных видов 
рака) [9]. Для создания этого конъюгата исполь-
зована стратегия сайт-специфичной модифика-
ции альбумина по SH-группе Cys-34. Этот тип 
модификации не приводит к нарушению струк-
туры альбумина, однако конъюгаты такого вида 
могут иметь лишь незначительную терапевти-

ческую нагрузку (0.3–0.4 терапевтической мо-
лекулы на одну молекулу альбумина) [10]. 

Ранее нами была предложена химическая 
модификация альбумина, основанная на ацили-
ровании определенных остатков лизина N-моди-
фицированным тиолактоном гомоцистеина [11]. 
Применение производных тиолактона позволяет 
проводить модификацию альбумина по опре-
деленным остаткам лизинов без сокращения 
времени циркуляции полученных конъюгатов 
в крови. 

В настоящей работе синтезированы флуо-
ресцентные конъюгаты HSA и монометилаури-
статина F (ММАF) – цитостатического пептида, 
используемого для создания противоопухолевых 
препаратов. Цель данной работы – сравнение 
противоопухолевой активности in vitro двух ти-
пов конъюгатов HSA с ММАF, полученных как 
прямой модификацией остатков лизина HSA, так 
и сайт-специфичной модификацией посредством 
применения линкера – N-трифторацетилгомо-
цистеина (HcyTFAc).

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы

В качестве исходного соединения служил 
сывороточный альбумин человека (HSA) (номер 
продукта А3784, Sigma-Aldrich, США). Осталь-
ные используемые реактивы (кроме указан-
ных дополнительно) также были производства 
Sigma-Aldrich (США). 

В работе использовали воду, очищенную си-
стемой Milli-Q, с проводимостью более 18 MОм 
см, 0.01 M фосфатный буфер (PBS) (pH 7.3–7.5, 
Biolot, Россия) и органические растворители оте-
чественного производства классификации “х. ч.” 
и “ч. д. а.”, очищенные в случае необходимости 
по стандартным методикам.

Пептид mc-vc-pab-MMAF был предоставлен 
фармацевтической компанией Suzhou Jianhua Co., 
Ltd. (Китай).

Краситель сульфо-Cy5 малеимид (Су5) был 
приобретен в ООО “Люмипроб Рус” (Россия).

Клеточные линии MCF-7, T98G были полу-
чены из Российской коллекции клеточных куль-
тур (Российское отделение ЭТКС).

Опухолевые клетки выращивали при 37 °C в 
атмосфере с содержанием 5 % CO

2
 на среде 

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium), со-
держащей 100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина и 10 % эмбриональной сыворотки 
крупного рогатого скота (FBS) (Invitrogen, США).
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Методики исследования

Электронные спектры поглощения были по-
лучены на спектрометре UV-1800 (Shimadzu, 
Япония). Спектры поглощения растворов реги-
стрировали в кварцевых кюветах с длиной пути 
0.1 см. Концентрацию HSA измеряли на длине 
волны 278 нм с использованием коэффициента 
экстинкции ε = 3.7•104 М–1•см–1. Концентра-
цию красителя Cy5 в составе конъюгатов опре-
деляли на длине волны 646 нм с использованием 
коэффициента экстинкции ε = 2.7•105 М–1•см–1.

Спектры ЯМР 19F регистрировали на спек-
трометрах AV-400 (Bruker, Германия) при 25 °С 
в 5-миллиметровых ЯМР-ампулах. Химиче-
ские сдвиги (δ) представлены в миллионных до-
лях (м. д.), а константы спин-спинового взаимо-
действия (J) – в Герцах (Гц). В качестве внеш-
него эталона для химических сдвигов 19F ЯМР 
использовали C

6
F

6 
(δ 0.00 м. д.).

MALDI-TOF масс-спектры белков и пептидов 
регистрировали на спектрометре Bruker Auto-
flex Speed (Bruker, Германия). Масс-спектры 
получены в положительном линейном режиме. 
В качестве матрицы применяли 2,5-дигидрок-
сибензойную кислоту. Образцы белка обессоли-
вали с использованием наконечников ZipTip C4 
(Merck Millipore, США). Образцы пептида MMAF, 
растворeнного в тетрагидрофуране, обессолива-
ли с использованием наконечников ZipTip C18 
(Merck Millipore, США). Масс-спектры были по-
лучены путем усреднения 3000 лазерных сним-
ков. Внешнюю калибровку обеспечивали с по-
мощью HSA (m/z 66.5 кДа, [M + H]+).

Конъюгаты HSA анализировали методом элек-
трофореза в полиакриламидном геле (PAAG) 
при наличии додецилсульфата натрия (SDS) 
в условиях Лэммли [12]. Для денатурирующих 
условий использовали дитиотреитол (DTT). 

Белковые конъюгаты очищали с помощью 
ультрафильтрационных центриконов Amicon 
Centriprep YM 30 (Merk Millipore, США), про-
пускающих молекулы с молекулярной массой (M

r
) 

менее 3000 Да. Очистку проводили 20-кратным 
центрифугированием при 9000 об/мин: десять 
раз центрифугирование проводили с промыв-
кой продукта 10 % раствором диметилсульфок-
сида (DMSO) в PBS, затем десять раз – с про-
мывкой PBS.

Цитотоксическую активность in vitro оцени-
вали по выживаемости клеток линий MCF-7 
или T98G в присутствии конъюгатов HSA. Вы-
живаемость клеток оценивали с помощью стан-
дартного МТТ-теста с использованием МТТ-

реагента – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифе-
нил-тетразолиум бромида [13]. Эксперименты 
выполнены с применением 96-луночных мик-
ропланшет. В каждую лунку помещали около 
2 тыс. клеток в 100 мкл полной питательной сре-
ды и выращивали в течение 24 ч при 37 °C в 
атмосфере с 5 % содержанием СО

2
. Затем среду 

в лунках заменяли порцией свежей среды или 
среды, содержащей один из трех конъюгатов 
HSA в концентрации от 10–3 до 10–6 М (последо-
вательные 10-кратные разведения, три повтора 
для каждого образца конъюгата HSA). С кон-
трольными образцами клеток проводили анало-
гичные манипуляции при отсутствии в среде 
конъюгатов HSA. Через 72 ч к клеткам добав-
ляли МТТ-реагент в буфере PBS в объеме 10 мкл 
в конечной концентрации 0.5 мкг/мл и инкуби-
ровали далее в течение 3 ч при 37 °С в атмос-
фере 5 % CO

2
. Выпавшие кристаллы формазана 

растворяли в 100 мкл изопропанола. Оптическое 
поглощение окрашенных изопропанольных рас-
творов измеряли с помощью спектрофотометра 
Multiskan EX (Thermo Electron Corporation, США) 
на длине волны 570 нм (пик) и 620 нм (базовая 
линия), используя раствор МТТ с изопропано-
лом как контроль. Результаты оценивали по от-
ношению к контрольным пробам (без конъюга-
тов HSA). Оптическое поглощение растворенно-
го в изопропаноле формазана пропорционально 
количеству живых клеток в пробе. Для каждой 
экспериментальной точки проводили не менее 
трех повторений и подсчитывали стандартную 
ошибку среднего значения. Выживаемость кле-
ток (В, %) в опытных лунках определяли по 
формуле: В = (По/Пк)•100, где По и Пк – оп-
тическое поглощение в опыте и контроле соот-
ветственно.

Исследование проникновения HSA-Cy5-
HcyTFAc-MMAF и HSA-Cy5-MMAF в опухо-
левые клетки проводили с помощью лазерно-
го сканирующего конфокального микроскопа 
LSM 710 (Carl Zeiss, Германия). Покровные 
стeкла с монослоем клеток (MCF-7) инкубиро-
вали в полной среде с образцами конъюгатов 
HSA в течение 1, 4 и 24 ч. Затем клетки дважды 
промывали буфером (10 мМ Hepes, 0.14 М NaCl, 
2.5 мМ CaCl

2
) и инкубировали их с 0.5 мкМ рас-

твором красителя DAPI (20 мин при комнатной 
температуре). После этого клетки трижды про-
мывали буфером и фиксировали 4 % раствором 
формалина в течение 10 мин. Флуоресцентные 
изображения конъюгатов HSA в клетках на-
блюдали с помощью системы лазерной скани-
рующей микроскопии LSM 510 (Carl Zeiss, Гер-
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мания) в Центре микроскопического анализа 
биологических объектов Института цитологии и 
генетики СО РАН (Новосибирск). Для обнару-
жения меченых Су5 конъюгатов использовали 
стандартные фильтры (645 нм для возбуждения 
и 670 нм для испускания). Результаты обраба-
тывали с помощью программного обеспечения 
Zen (Carl Zeiss, Германия).

Методики синтеза

Схема синтеза конъюгатов представлена на 
рис. 1.

Синтез HSA-Cy5 проводили согласно мето-
дике [14].

Синтез HSA-Cy5-HcyTFAc проводили соглас-
но методике [15]. К 1.510 мл 0.84 мM раствора 
HSA-Cy5 (1.27 мкмоль) в PBS добавляли 75.5 мкл 
12.7 мкМ раствора тиолактона трифторацетил-
гомоцистеина (HTLTFAc) (12.7 мкмоль) в DMSO. 
Соотношение PBS/DMSO = 20 : 1 (по объему). 
Реакционную смесь выдерживали при переме-
шивании в темноте в течение 42 ч при 37 °C. 
Продукт очищали от низкомолекулярных приме-
сей (M

r
 менее 3000 Да) с использованием фильтров 

Amicon Centriprep YM30 (Millipore, США). Выход: 

Рис. 1. Стратегия создания терапевтических конъюгатов на основе HSA и MAAF. 
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55 %. Электронный спектр поглощения (PBS, 
pH 7.4): λ

max
 278 нм (ε = (4.7±0.1)•104 М–1•см–1), 

λ
max

 650 нм (ε = (6.80±0.1)•104 М–1•см–1). Спектр 
ЯМР 19F (PBS (дейтерированный), δ, м. д.): 87.80 
(c, CF

3
). MALDI-TOF m/z: рассчитано 68122 Да 

(в него включены измеренное значение M
r
 для 

HSA (66500) и расчeтные значения M
r
 для од-

ного остатка Cy5 (766) и четырех остатков 
HcyTFAc (856)). Измерено: 68122 Да.

Синтез конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 
проводили согласно методике [15] с небольшими 
изменениями. К 882 мкл 0.7 мМ раствора HSA-
Cy5-HcyTFAc (0.617 мкмоль) в PBS добавляли 
раствор пептида MMAF (5.0 мг, 3.78 мкмоль) в 
176.4 мкл DMSO. Реакционную смесь выдержи-
вали при перемешивании в темноте в течение 
18 ч при 37 °C. Продукт очищали от низкомолеку-
лярных примесей (M

r
 менее 3000 Да) с использо-

ванием фильтров Amicon Centriprep YM30. Вы-
ход: 92 %. Электронный спектр поглощения (PBS, 
pH 7.4): λ

max
 278 нм (ε = (5.2±0.1)•104 М–1•см–1), 

λ
max

 650 нм (ε = (6.80±0.1)•104 М–1•см–1). Спектр 
ЯМР 19F (PBS + D

2
O, δ, м. д.): 87.70 (c, CF

3
). 

MALDI-TOF m/z: расчетное значение M
r
 для 

HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 69452 Да (в него вклю-
чены измеренное значение M

r
 для HSA (66500 Да), 

расчeтные значения M
r
 для одного остатка Cy5 

(766 Да), четырех остатков HcyTFAc (856 Дa) 
и одного остатка MMAF (1330 Да)). Измерено: 
71449 Да (в среднем соответствует 2.6 остатка 
MMAF, присоединенного к молекуле HSA-Cy5-
HcyTFAc).

Синтез конъюгата HSA-Cy5-MMAF проводи-
ли согласно методике [15] c небольшими изме-
нениями. К 1.429 мл 0.7 мМ раствора HSA-Cy5 
(1 мкмоль) в PBS добавляли 286 мкл 0.021 М рас-
твор MMAF (6.15 мкмоль) в DMSO. Соотноше-
ние PBS/DMSO = 5 : 1 (по объему). Реакцион-
ную смесь выдерживали при перемешивании в 
темноте в течение 18 ч при 37 °C. Продукт очи-
щали от низкомолекулярных примесей (M

r
 ме-

нее 3000 Да) с использованием фильтров Amicon 
Centriprep YM30. Выход: 90 %. Электронный 
спектр поглощения (PBS, pH 7.4): λ

max
 278 нм 

(ε = (5.25±0.1)•104 М–1•см–1), λ
max

 650 нм 
(ε = (6.80±0.1)•104 М–1•см–1). MALDI-TOF m/z: 
рассчитано 68596 Да (включено измеренное зна-
чение M

r
 для HSA (66500 Да), расчeтные значе-

ния M
r
 для одного остатка Cy5 (766 Да) и одного 

остатка MMAF (1330 Да)). Измерено: 73916 Да 
(соответствует молекуле HSA-Cy5 с пятью при-
соединенными остатками MMAF). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Коммерческий препарат альбумина, исполь-
зуемый в нашей работе, имеет только 25 % мо-
лекул белка, содержащих свободный остаток 
Cys-34. Таким образом, соотношение белка и 
красителя на данной стадии подбиралось с уче-
том полной модификации красителем всех сво-
бодных остатков цистеина без мечения белка по 
остаткам лизина. Поэтому был задействован 
двукратный избыток белка по отношению к 
красителю. По результатам электронной спек-
троскопии модификации красителем подвер-
гается 27–29 % молекул HSA.

Пики, соответствующие массам в масс-спек-
трах белковых образцов, имеют широкое распре-
деление и колоколообразную форму вследствие 
того, что сам белок может нести разнообразные 
противоионы и содержать некоторое количе-
ство природных модификаций, неравномерно 
распределeнных по популяции молекул белка.

В случае конъюгата HSA-Cy5 в масс-спект-
ре наблюдалось чeткое разделение популяции 
белков немодифицированного HSA и продукта 
конъюгации, дающего сигнал со сдвигом отно-
сительно пика HSA на 766 Да, что соответ-
ствует присоединению одного остатка красите-
ля к одной молекуле белка, имеющей свобод-
ный остаток Cys-34. Наличие поглощения на 
длине волны 650 нм у конъюгата HSA-Cy5, очи-
щенного от неприсоединeнного Cy5, подтвер-
ждает введение красителя в структуру HSA.

В соответствии с поставленной задачей синтез 
конъюгатов HSA-Cy5 с терапевтическим пепти-
дом MMAF осуществляли с использованием двух 
различных подходов: 

1) присоединение MMAF к белку через 
HcyTFAc – N-трифторацетилгомоцистеиновый 
линкер (см. рис. 1, стадии 1, 2 и 4); 

2) прямое присоединение MMAF к белку (см. 
рис. 1, стадии 1 и 3). 

Подход 1. Согласно первому подходу конъюгат 
HSA-Cy5 был селективно ацилирован HTLTFAc 
по определенным остаткам лизина в составе бел-
ка (см. рис. 1, стадия 2). При ацилировании про-
исходит высвобождение меркаптогрупп гомоцис-
теина, по которым далее реагирует малеимидная 
группа в структуре пептида MMAF (см. рис. 1, 
стадия 4). 

Основываясь на MALDI-TOF масс-спектро-
метрическом анализе трипсиновых фрагментов 
конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc, полученного с 
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ТАБЛИЦА 1 

Анализ сайтов модификации альбумина в конъюгате HSA-Cy5-HcyTFAc

Сайт Пептидная последовательность а M
r
 пептида 

(рассчитано)
M

r
 (рассчитано),  

пептид + …б
m/z 
(измерено)

Количество  
пропущенных  
мест  
расщепления

+ HcyTFAc + HcyTFAc + 
+ IAA

Lys-199 198 LK*CASLQK 205 949.4 1163.4 1220.4 1261.5
(1220.4 + Cl–, 
замена H+  
на Li+)

1

Lys-414 414 K*VPQVSTPTLVEVSR 428 1639.7 1853.7 1910.7 1960.6
(1910.7 + 2F–, 
замена 2H+ 
на 2Li+)

1

Lys-557,
Lys-560

546 AVMDDFAAFVEK*CCK*ADDK 
564

2218.9 2432.9 2489.9 2519.7
(2489.9 + Na+, 
+ H+, замена 
H+ на Li+)

2

а Диапазон масс пептидов 500–5000 Да. Трипсин не расщепляет пептидные связи после остатков лизина с модифици-
рованным боковым радикалом, таким образом, HcyTFAc-Lys остаток не может находиться на С-конце пептида. K* – оста-
ток лизина, несущий группу HcyTFAc. 

б M
r
 (молекулярная масса): HcyTFAc 214 Да, IAA (йодацетамид) 57 Да. SH-группа гомоцистеина менее активна, чем 

SH-группа цистеина, поэтому IAA-фрагмент может отсутствовать в пептиде.

Рис. 2. Физико-химический анализ белковых образцов HSA (1), HSA-Cy5 (2), HSA-Cy5-HcyTFAc (3) и HSA-Cy5-
HcyTFAc-MMAF (4): а – спектр ЯМР 19F соединения HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF в дейтерированном PBS, pH 7.4; 
б – электрофорез в 7 % растворе PAAG при наличии додецилсульфата натрия (SDS); в – электронные спектры пог-
лощения; г – данные MALDI-TOF спектрометрии. DTT – дитиотреитол.
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использованием этого варианта синтеза, остат-
ки HcyTFAc могут быть присоединены к амино-
группам лизинов Lys-199, Lys-414, Lys-557 и 
Lys-560 (табл. 1).

Степень очистки итогового конъюгата от не-
присоединeнного пептида определяли по отсут-
ствию сигналов в масс-спектре в области 800–
2000 Да. Для этого свободный пептид использо-
вали как контрольный образец.

Разность M
r
 между HSA-Cy5 и HSA-Cy5-

HcyTFAc составляет 856 Да. Эта добавка рав-
ноценна относительной атомной массе четырех 
остатков HcyTFAc (M

r
 одного остатка 214 Да). 

Присоединение пептида к HSA-Cy5-HcyTFAc 
дает прирост M

r
 конъюгата на 3422 Да, что со-

ответствует присоединению в среднем 2.6 мо-
лекулы пептида: каждый малеимидный аналог 
пептида имеет M

r
 1330 Да (рис. 2, г).

Присоединение HTLTFAc также было под-
тверждено методом 19F ЯМР-спектроскопии (см. 
рис. 2, а). Наличие в структуре конъюгата HSA-
Cy5-HcyTFAc-MMAF красителя Cy5 и пептида 
MMAF также подтверждается наличием полос 
поглощения в коротковолновой области элек-
тронного спектра и при длине волны 650 нм (см. 
рис. 2, в). 

Подход 2. В рамках другой стратегии созда-
ния конъюгата HSA-Cy5 с MMAF было прове-
дено прямое присоединение малеимидного про-
изводного пептида MMAF по нуклеофильным 
остаткам белка (см. рис. 1, стадии 1 и 3). В соот-
ветствии с этим подходом пептид был присое-
динен к HSA-Cy5 напрямую, без предваритель-
ного введения гомоцистеинового фрагмента. По 
аналогии с первым подходом введения в белок 
остатка MMAF использовали 6.15-кратный из-
быток последнего.

Исходя из данных MALDI-TOF спектроме-
трии (рис. 3, в), в среднем произошло присое-
динение пяти молекул пептида MMAF к одной 
молекуле белка (M

r
 пептида 1330 Да, разность M

r
 

HSA-Cy5 и HSA-Cy5-MMAF составляет 6650 Да). 
Степень очистки итогового конъюгата HSA-Cy5-
MMAF от непрореагировавшего пептида MMAF 
оценивали аналогично предыдущему белковому 
конъюгату с пептидом. Присоединение MMAF 
подтверждается изменениями в коротковолно-
вой области электронного спектра поглощения 
белка (см. рис. 3, а). Поскольку все остатки Cys-34 
в белке уже заняты красителем Cy5, очевидно, 
что присоединение пептида произошло по остат-
кам лизина. 

Оценка цитотоксичности конъюгатов HSA  
в отношении опухолевых культур клеток

Результаты исследований конъюгатов HSA 
на цитотоксическую активность представлены 
на рис. 4. Данные свидетельствуют о том, что 
введение в молекулу альбумина красителя и 
остатка гомоцистеина не приводит к появлению 

Рис. 3. Физико-химический анализ белковых образцов HSA (1), 
HSA-Cy5 (2) и HSA-Cy5-MMAF (3): а – электронные спек-
тры поглощения; б – электрофорез в 7 % растворе PAAG 
при наличии додецилсульфата натрия (SDS); в – данные 
MALDI-TOF спектрометрии. DTT – дитиотреитол.
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значимого токсического эффекта в сравнении с 
нативным альбумином. В то же время конъю-
гат, полученный с использованием тиолактона 
гомоцистеина в качестве промежуточного зве-
на, обладает большей цитотоксичностью в отно-
шении клеток рака молочной железы (MCF-7) и 
глиобластомы человека (T98G), чем конъюгат, по-
лученный прямым присоединением терапевти-
ческого пептида к белку, даже несмотря на то, 
что в последнем конъюгате содержится вдвое 
больше присоединенных терапевтических пеп-
тидов.

Оценка проникновения конъюгатов HSA  
в опухолевые клетки

Для оценки проникновения в клетки конъю-
гатов альбумина и MMAF была проведена ла-
зерная сканирующая конфокальная микроско-
пия линии MCF-7, обработанной конъюгатами 
HSA-Cy5-HcyTFac-MMAF и HSA-Cy5-Hcy-MMAF 
(рис. 5). Анализ послойных срезов клеток, инку-
бированных с различными конъюгатами, свиде-
тельствует, что в отличие от конъюгата HSA-
Cy5-HcyTFac-MMAF конъюгат HSA-Cy5-MMAF 
сосредоточен преимущественно на поверхности 
клеток (см. рис. 5, б).

Наиболее наглядно различие в распределе-
нии конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFac-MMAF и 
HSA-Cy5-MMAF можно увидеть на рис. 5, а, 
где представлены объемные изображения кле-
ток, построенные на основе послойных срезов, 
обработанных с помощью программного обеспе-
чения Zen (Carl Zeiss).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы флуоресцентные конъюгаты 
сывороточного альбумина человека и малеимид-
ного производного монометилаутистатина F, имею-
щего расщепляемый линкер ValCit. При этом 
были использованы стратегии прямого присое-
динения пептида к альбумину (конъюгат HSA-
Cy5-MMAF) и присоединения пептида через 
N-трифторацетилгомоцистеиновый линкер (конъ-
югат HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE). 

Исследования цитотоксичности данных конъ-
югатов in vitro на линиях клеток MCF-7 и T98G 
свидетельствуют, что при концентрациях свы-
ше 2 мкМ целевые конъюгаты проявляют вы-
раженную дозозависимую цитотоксичность в 
отношении опухолевых клеток, сопоставимую 
или превосходящую цитотоксичность исходного 

Рис. 4. Исследование цитотоксичности конъюгатов HSA в отношении линий клеток рака молочной железы 
человека MCF-7 (а) и глиобластомы человека T98G (б ). С (мкмоль/л) – концентрация конъюгатов HSA, ис-
пользованная при обработке клеток.
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Рис. 5. Результаты исследования проникновения конъюгатов HSA в клетки MCF-7 методом лазерной сканирующей 
конфокальной микроскопии: а – клетки MCF-7 после 4 ч инкубации с конъюгатами HSA-Cy5-MMAF и HSA-Cy5-
HcyTFac-MMAF (красный цвет). Синий цвет – нуклеиновые кислоты, окрашенные красителем DAPI; б – послойные 
срезы клеток MCF-7, инкубированных с конъюгатами HSA-Cy5-MMAF и HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF.
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пептида MMAF. При этом конъюгат, содержащий 
N-трифторацетилгомоцистеиновый линкер, обла-
дает большей цитотоксичностью, чем конъюгат, 
полученный прямым присоединением MMAF к 
белку, несмотря на то, что в последнем содер-
жится вдвое больше присоединенных остатков 
MMAF. Методом конфокальной микроскопии 
показано эффективное накопление препарата, 
содержащего гомоцистеиновый линкер, в цито-
плазме опухолевых клеток линии MCF-7, в то 
время как конъюгат, полученный прямым при-
соединением пептида к белку, накапливается 
преимущественно на поверхности клеток. Это 
подтверждает эффективность предлагаемой стра-
тегии модификации альбумина малеимидным 
аналогом терапевтической молекулы через го-
моцистеиновый фрагмент.

Исследование выполнено в рамках государственного 
задания ИХБФМ СО РАН (проект ¹ 121031300042-1).

Работа выполнена с использованием оборудования 
Центра масс-спектрометрического анализа ИХБФМ 
СО РАН и Химического исследовательского центра 
коллективного пользования СО РАН.
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