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ВЕДЕНИЕ 

Создание эффективных методов лечения раковых опухолей до сих пор является 

актуальной задачей. При этом грамотное нацеливание терапевтического средства на 

опухоль – мишень решает сразу несколько проблем. Первое – при хорошей специфичности 

терапевтической конструкции по отношению к опухоли уменьшается токсическое 

воздействие на здоровые ткани, что снижает возможность проявления побочных эффектов 

при лечении. Второе – появляется возможность накопить большое количество 

терапевтического агента в опухоли. Это может способствовать снижению дозировок 

лекарства, что уменьшит системную токсичность препарата. Особенно важен второй 

момент при проведении лучевой терапии (например, бор-нейтронозахватной терапии 

/БНЗТ), так как в случае использования этого метода эффективность уничтожения опухоли 

напрямую зависит от количества чувствительного к облучению вещества, накопившегося в 

раковой клетке. 

Белки, в норме присутствующие в организме, такие, как альбумин или антитела, 

являются хорошей платформой для создания терапевтических конструкций, имеющих 

повышенную специфичность в отношении раковых клеток. Высокая специфичность 

воздействия конструкций на основе таких белков на раковые клетки частично связана со 

сверхэкспрессией рецепторов к белкам на поверхности опухолевых клеток, частично 

вызвана EPR-эффектом (Enhanced Permeability and Retention Effect). Однако эффективность 

такой конструкции будет сильно зависеть от таких параметров химической модификации 

белковой структуры, как степень модификации белка – носителя терапевтической 

молекулой, неизменность конформационной структуры белка, важной для выполнения им 

биологических функций.  

Человеческий сывороточный альбумин является наиболее распространенным 

переносчиком разнообразных веществ в плазме крови и обладает хорошей 

биосовместимостью, биоразлагаемостью и низкой иммуногенностью, устойчивостью при 

хранении в сухом виде и в растворах. Он широко применяется для создания конструкций, 

транспортирующих противораковые лекарства. Причем некоторые из них были одобрены 

FDA и в настоящее время используются в клинических методах лечения. Однако химия 

направленного введения нагрузки на данный момент весьма ограничена: наиболее 

очевидными модифицируемыми остатками белка являются одиночные остатки цистеина-

34 (Cys-34). Однако, лишь около 30% остатков Cys-34 в составе альбумина существует в 

свободной форме, доступной для модификации. Восстановление альбумина с целью 
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добавления свободных меркапто-групп, зачастую, нарушает его структуру и может 

негативным образом сказаться на его биологических функциях. В нашей работе мы 

используем стадию ацилирования альбумина аналогами тиолактона гомоцистеина по 

доступным остаткам лизина. Эта стратегия позволяет не только увеличить количество 

необходимых меркаптогрупп, но и ввести в состав альбумина дополнительные полезные 

(терапевтические, или сигнальные) молекулы, заранее присоединенные по аминогруппе 

тиолактона. 

Таким образом, наша работа посвящена конструированию на платформе 

человеческого сывороточного альбумина (HSA) тераностиков, содержащих 

химиотерапевтические агенты (ауристатины, гемцитабин), атомы бора (в составе кластеров 

клозо-додекаборана, или бис(дикарболида) кобальта) и сигнальные метки (флуоресцентные 

остатки и атомы фтора). Остаток Cys-34 в составе HSA был задействован нами для введения 

флуоресцентной метки. Посредством гомоцистеинового фрагмента в состав конструкций 

были введены остатки содержащие атомы фтора или борные кластеры, меркапто-группы 

гомоцистеиновых фрагментов были задействованы под присоединение 

химиотерапевтических молекул. Успешное получение тераностиков подтверждено 

различными физико-химическими методами. Полученные новые конструкции могут быть 

использованы в области химиотерапии или комбинации химиотерапии и БНЗТ. На данном 

этапе работы изучена их цитотоксичность in vitro.  

Актуальность работы.  

Полученные тераностические конструкции совмещают как возможность 

одновременной терапии и диагностики раковых опухолей, так и возможность совмещения 

химиотерапии и БНЗТ. Последнее может быть хорошим фактором для преодоления 

устойчивости раковых опухолей к терапии.  

Стратегия создания тераностиков на основе человеческого сывороточного 

альбумина служит ступенью к персонифицированной медицине, когда используется 

альбумин конкретного пациента.  

Часть полученных конструкций обладает повышенным содержанием атомов бора, 

что является актуальным для лечения глиом методом БНЗТ. 

Целью нашей работы является разработка на основе сывороточного альбумина 

человека (HAS) подходов к получению борсодержащих мультифункциональных 

наноконструкций для тераностики рака, доставку которых можно будет отслеживать 

методами флуоресцентной/магнитно-резонансной томографии на ядрах 19F, и которые 
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будут инициировать различные взаимодополняющие формы клеточной гибели: 

посредством запрограммированного высвобождения в клетках мишени 

химиотерапевтического препарата – антиметаболита нуклеинового обмена 

(гемцитабина)/антимитотического лекарственных препаратов (монометилауристатинов 

MMAE и MMAF), и наведения ионизирующего излучения на мишень при бинарной 

лучевой терапии. 

.  

В соответствии с целью были поставлены задачи:  

1) разработка подходов к получению мультифункциональных борсодержащих 

препаратов для тераностики злокачественных опухолей, снабженных структурными 

элементами, которые обеспечат молекулярную мультимодальную визуализацию 

злокачественных областей и активацию различных механизмов гибели в них 

опухолевых клеток; 

2) оценка прямого цитотоксического эффекта мультифункциональных 

борсодержащих препаратов на опухолевые клетки различного генезиса и анализ 

клеточной пролиферации после облучения. 

 

Личный вклад автора. Лично автором осуществлены: дизайн, синтез и очистка всех 

белковых конструкций и тиолактона N-трифторацетилгомоцистеина, получение 

электронных спектров поглощения, проведение электрофореза и интерпретация 

результатов физико-химических анализов полученных соединений. 

Автор принимал участие в планировании и обсуждении результатов экспериментов, 

связанных с изучением биологической активности полученных соединений. 

Малеимидные аналоги гемцитабина, тиолактон гомоцистеина, содержащий 

бис(дикарболид) кобальта предоставлены сотрудниками Лаборатории органического 

синтеза ИХБФМ СО РАН (В.И. Расколуповой и И.А. Москалевым). MALDI-TOF и ESI 

масс-спектры получены в Центре масс-спектрометрического анализа (ИХБФМ СО РАН). 

ИК и ЯМР спектры получены в центре спектральных исследований (НИОХ СО РАН), 

анализ цитотоксичности in vitro проделан сотрудниками ИХБФМ СО РАН (О.Д. Захаровой 

и М.А. Дымовой), эксперименты БНЗТ проделаны сотрудниками ИЯФ СО РАН, атомно-

эмиссионная спектроскопия сделана И.А. Касатовой (ИЯФ СО РАН). Эксперименты in vivo 

сотрудниками ИЦиГ СО РАН.  



 
9 

РАЗДЕЛ 1. Обзор Литературы 

1.1. Ведение 

Создание эффективных методов лечения раковых опухолей до сих пор является 

актуальной задачей. При этом грамотное нацеливание терапевтического средства на 

опухоль – мишень решает сразу несколько проблем. Первое – при хорошей специфичности 

терапевтической конструкции по отношению к опухоли уменьшается токсическое 

воздействие на здоровые ткани, что снижает возможность проявления побочных эффектов 

при лечении. Второе – появляется возможность накопить большое количество 

терапевтического агента в опухоли. Это может способствовать снижению дозировок 

лекарства, что, опять – таки, уменьшит системную токсичность препарата. Особенно важен 

второй момент при проведении лучевой терапии (например, бор-нейтронозахватной 

терапии), так как в этом случае эффективность уничтожения опухоли зависит от количества 

чувствительного к облучению вещества, накопившегося в раковой клетке. 

Белки, в норме присутствующие в организме, такие, как антитела и альбумин, 

являются хорошей платформой для создания терапевтических конструкций, имеющих 

повышенную специфичность в отношении раковых клеток. Частично это вызвано 

сверхэкспрессией рецепторов на поверхности раковых клеток, частично опосредовано EPR-

эффектом (Enhanced Permeability and Retention Effect). Однако эффективность такой 

конструкции будет сильно зависеть от таких параметров химической модификации 

белковой структуры, как гомогенность модифицированного белка и количество полезной 

нагрузки (степень модификации белка – носителя терапевтической молекулой).  

Биоорганическая химия, на данное время, позволяет использование огромного 

количества способов модификации белка как in vitro, так и in situ. В этом литературном 

обзоре мы хотим рассмотреть научные работы в ключе используемых способов 

присоединения к белковым носителям таких терапевтических агентов, как ауристатины 

(используются в химиотерапии раковых опухолей) и атомы бора (используются в бор-

нейтронозахватной терапии раковых опухолей). Выбор полезных нагрузок (ауристатины и 

бор) обусловлен большим интересом, проявляемым научным сообществом к этим 

терапевтическим агентам и возможностью совмещения этих двух видов терапии. 

 

 

 



 
10 

1.2. Ингибитор микротрубочек ауристин и его производные. 

Микротрубочки, составляющие цитоскелет клетки, представляют собой 

высокодинамичные белковые полимеры, состоящие из повторяющихся гетеродимеров α- и 

β-тубулина. Они участвуют во множестве клеточных процессов у эукариот, включая 

деление клеток, дифференцировку, транспорт и подвижность [1][2][3]. 

Динамическая нестабильность микротрубочек возникает в результате регулируемых 

событий ассоциации и диссоциации отдельных димеров тубулина с концов микротрубочек 

и связана с процессом гидролиза GTP, взаимодействующего с β-тубулином (рис. 1) [1][2][3]. 

При гидролизе GTP начинает преобладать процесс разборки микротрубочек с 

высвобождением GDP-димера тубулина. Замена GDP на GTP в составе димера усиливает 

процесс полимеризации и надстройки микротрубочек [4] [5].  

 

Рис. 1.  Влияние ауристатинов на изменение GTP и GDP, влияющих на образование 

микротрубочек [5]. 

Поскольку цитоскелет важен для правильного функционирования всех органелл 

клетки, недостаточный, или избыточный рост микротрубочек может привести к ее гибели 

[6]. В связи с этим, вещества, влияющие на динамику роста – распада микротрубочек 

являются перспективными агентами для терапии опухолей в том случае, если им будет 

придана селективность в отношении раковых клеток.  
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Ингибиторы тубулина, являющиеся объектами различных исследованиях, можно 

разделить на 4 вида: ауристатины, майтансиноиды, тубулизины, криптофицины. Самый 

большой класс цитотоксических агентов, входящих в состав различных терапевтических 

конъюгатов и проходящих клиническую разработку, — это соединения на основе 

ауристатинов. Ауристатины являются синтетическими аналогами природного 

антимитотического агента доластатина 10 (рис. 2)  [7].  

 

Рис. 2.  Структура доластатина 10 и его основных аминокислотных строительных 

блоков. GI50 - концентрация, обеспечивающая 50% ингибирования клеточной 

пролиферации [8].  

Ауристатины (рис. 3) предотвращают гидролиз молекул GTP на β-субъединице 

тубулина, вызывая непрерывный и избыточный рост микротрубочек (рис. 1) [4][5].  

 

Рис. 3.  Химическая структура MMAE и MMAF [4]. 

Сходство монометилауристатинов Е и F (MMAE и MMAF, соответственно) с 

доластатином 10 ограничивается тремя остатками аминокислот из четырех, имеющихся в 
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составе (Рис. 3) [7][9][10][11][12][13].  Долавалин, находящийся на N-конце доластатина 

заменен у MMAE и MMAF на монометилвалин, вторичная аминогруппа которого 

обеспечвает присоединение линкера и последующую конъюгацию с носителем [8]. Амин 

долафенин, находящийся на С-конце доластатина 10 заменен на норэфедрин в случае 

MMAE и на фенилаланин в случае MMAF. Дополнительный отрицательный заряд 

находящийся на С-конце MMAF обеспечивает ему меньшую способность, по сравнению с 

MMAE [12], проникать через мембрану самостоятельно, что сказывается на увеличении 

токсичности данного ауристатина в отношении любых клеток, как раковых, так и здоровых.  

Таким образом, ауристатины обладают исключительной цитотоксичностью, которая 

примерно в 100–1000 раз выше, чем у доксорубицина, ранее часто используемого 

противоракового препарата [14]. Это означает, что их точное нацеливание на мишень 

позволяет создать очень мощное оружие против опухоли. Первая часть данного обзора 

посвящена стратегиям соединения ауристатинов с белковыми молекулами, 

обеспечивающими селективность их воздействия. 

1.2.1. Линкеры, используемые для соединения ауристатинов с белковыми 

носителями. 

Линкер, связывающий носитель с цитотоксическим лекарственным средством, 

играет важную роль в проявлении токсичности, фармакокинетических свойств и 

терапевтического индекса (отношение максимальной дозы лекарственного средства, не 

проявляющей токсичности, к дозе, дающей нужный эффект). Идеальный линкер должен 

быть стабильным в кровотоке, предотвращая преждевременное высвобождение 

лекарственного средства из терапевтической конструкции. При интернализации опухоли 

линкер не должен мешать эффективному высвобождению лекарственного средства внутри 

клетки.  

В зависимости от механизма высвобождения лекарственного средства линкеры можно 

разделить на две категории, а именно расщепляемые и нерасщепляемые линкеры. В свою 

очередь, расщепляемые линкеры могут быть химически расщепляемыми 

(кислотолабильные и дисульфидные линкеры) и ферментативно расщепляемые (например, 

линкеры пептидной природы, олигосахаридны линкеры и прочие). 

В таблице 1 и 2 приведены примеры линкеров, применяемые для присоединения 

ауристатинов к молекулам носителям. Сами конструкции будут подробно рассмотрены в 

последующих главах. 
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Таблица 1. Противоопухолевые конъюгаты ауристатинов с молекулами белка, созданные с использованием лабильных 

линкеров  

Категор

ии 

линкеро

в 

 

Название  Структура Механизм 

расщепления 

Объект 

модифика

ции 

ауристати

ном 

Соо

тно

шен

ие 

пре

пар

ат/б

ело

к 

Назначение  Статус 

исследован

ия 

Лит

ист. 

Химически лабильные линкеры 

А) 

Кислот

олабиль

ные 

линкеры 

а) AE-

Keto-

Sulf07 

 

б) AE-

Ester-

Sulf07 

1. 

 

Расщепление 

гидразоновых 

связей в кислых 

условиях. 

HSA, in situ 1 

 

Меланома А375, 

карцинома яичника 

А2780, 

немелкоклеточный 

рак легкого 

LXFA737 и 

LXFE937, 

плоскоклеточный 

рак головы и шеи. 

In vitro 

in vivo 

(мыши). 

[15] 
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MBM-

BCN-

MMAE 

 

2. 

 

Расщепление 

карбонильной 

связи в кислых 

условиях. 

 

Рекомбина

нтный 

человеческ

ий 

альбумин 

(rHA). 

1 

 

Рак поджелудочной 

железы MIA PaCa-

2. 

In vitro. 

 

[16] 

Б) 

Дисуль

фидные 

линкер

ы 

 

 

 

 

 

STxB-

MMAE/ 

STxB-

MMAF 

 

3. 

 

Восстановлени

е 

дисульфидных 

связей. 

 

B-

субъедини

ца шига-

токсина 

(STxB), 

нацеленная 

на Gb3. 

 

5 

 

Колоректальная 

карцинома (HT29). 

In vitro. [17] 

THIOMA

B-PDS-

MMAE 

4. 

 

THIOMAB 

антитела, 

содержащи

е 

одноамино

кислотные 

замены на 

цистеин 

(анти-

CD22, 

CD33, 

>0.5 -- Анализ 

стабильност

и в плазме 

мышей. 

[18] 
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CLL-1 и 

Ly6e). 

В) 

Перокс

ид-

лабильн

ые 

линкер

ы 

ADC-1 

ADC-4 

5. 

 

Внеклет. 

расщепление 

арилборатных 

эфиров и 

деградация в 

лизосомах. 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2), 

дурвалума

б  

(против 

PD-L1). 

3,7 

(с 

трас

тузу

маб

ом) 

3,6 

(с 

дурв

алу

маб

ом). 

Рак молочной 

железы (SKBR3 и 

BT474, MCF7, 

MDA-MB-231).  

In vitro. [19] 

Ферментативно расщепляемые линкеры 

А) 

Пептид

ные 

расщеп

ляемые 

линкер

ы 

 

cAC10-

vcMMAE 

 

6. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Антитела 

cAC10 

против  

CD30. 

 

8 

 

Лимфома 

Ходжкина 

L540, KM-H2, 

HDLM-2, L428, 

ALCL, Karpas 299,  

L540cy. 

In vivo. 

 

[20] 

Adcetris   Антитела 

против 

CD30. 

4 анапластическая 

крупноклеточная 

лимфома и 

лимфома 

Ходжкина. 

одобрен 

FDA в 2011 

году. 

[21] 
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Padsev Антитела 

против 

Nectin 4. 

4 Уротелиальный 

рак. 

одобрен 

FDA в конце 

декабря 2019 

года. 

[21] 

Polivy Антитела 

против 

CD79b. 

4 диффузная 

крупноклеточная 

B-клеточной 

лимфома. 

одобренного 

FDA в июне. 

2019 г. в 

сочетании с 

химиотерап

ией на 

основе 

бендамустин

а и 

ритуксимабо

м. 

[21] 

Thiomab 

(TDC 

antiMUC1

6) 

Антитела 

против 

MUC16. 

2 Рак яичников. Фаза I. [21][

22] 

LR 004-

VC- 

MMAE/ 

 

Антитело 

LR004 

против 

EGFR. 

4 

 

Плоскоклеточный 

рак пищевода 

(KYSE150, 

KYSE520), 

эпидермоидная 

карцинома (А431), 

немелкоклеточный 

рак легкого (A549, 

NCI-H1975, 

In vitro, in 

vivo (мыши). 

 

[24] 
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HCC827), 

анапластическая 

крупноклеточная 

лимфома (ALCL; 

Karpas 299), рак 

молочной железы 

(MDA-MB-468, 

MCF-7), рак 

поджелудочной 

железы (AsPC-1). 

cAC10-

VC-

MMAE 

Антитело 

cAC10 

против 

CD30. 

2/4/

6/8 

 

Лимфома. 

 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

 

[25] 

mAb-Val-

Cit-

MMAE   

Антитела 

cBR96 

(против 

Lewis Y на 

карцинома

х) и cAC10 

(против 

CD30. 

～8 

 

Карцинома 

молочной железы 

H339631, 

колоректальная 

карцинома RCA10, 

аденокарциномалег

ких L298710, 

анапластическая 

крупноклеточная 

лимфома Karpas 

299. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[9] 

THIOMA

B-vc-

PAB-

MMAE 

THIOMAB 

антитела, 

содержащи

е 

одноамино

кислотные 

>0.5 

 

- Анализ 

стабильност

и в плазме 

мышей. 

[18] 
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замены на 

цистеин 

(анти-

CD22, 

CD33, 

CLL-1 и 

Ly6e). 

SIP(F16)-

MMAE, 

IgG(F16)-

MMAE 

 

 

Расщепление 

сериновыми 

протеазами во 

внеклеточном 

пространстве 

опухоли. 

антитела 

F16 против 

сплайс-

изоформы 

тенасцина-

C 

(полномер

ные и 

частичные. 

2 

 

Глиобластома U87, 

эпидермоидная 

карцинома A431, 

MDA-MB-231. 

 

In vivo. 

 

[26] 

 

MLN0264 

 

 MLN2045 

гуанилилц

иклаза 

C(GCC). 

4.2 

 

метастатический 

колоректальный 

рак/рак желудка и 

поджелудочной 

железы. 

In vitro. 

 

[27] 

anti-

B7H4(h1

D11)-MC-

vc-PAB-

MMAE 

/(h1D11 

TDC) 

THIOMAB 

антитела 

против B7-

H4. 

2 

 

Рак молочной 

железы MX-1 

HCC1569-X2. 

In vivo. 

 

[28] 

cAC10-

VC-

MMAE 

 

Антитело 

cAC10 

против 

CD30 с 

2/4 

 

Лимфома Karpas-

299 

L540cy. 

In vitro 

In vivo 

(мыши). 

[29] 
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заменой 

Cys  на Ser. 

 cAC10-

VC-

MMAE 

 

Антитело 

cAC10 

против 

CD30. 

0/2/

4/8 

 

Лимфома. 

 

In vivo 

(мыши и 

яванские 

обезьяны). 

 

[30] 

ALDC1 

ALDC3 

 

7. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Рекомбина

нтные HSA 

и MSA. 

1/3 

 

рак поджелудочной 

железы человека 

MIA PaCa2. 

In vivo 

(мыши). 

[31] 

cAC10/cB

R96-phe-

lys-

MMAE 

8. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Антитела 

cBR96 

(против 

Lewis Y) и 

cAC10 

(против 

CD30). 

～8 

 

Карцинома 

молочной железы 

H339631, 

колоректальная 

карцинома RCA10, 

аденокарциномалег

ких L298710,  

анапластическая 

крупноклеточная 

лимфома Karpas 

299. 

in vitro и in 

vivo (мыши). 

[9] 

Alb-

MPD02 

9. 

 

Расщепление 

амидной связи 

Asp-PABC 

каспазой-3 в 

клетках. 

HSA 

(связывани

е с белком 

in vitro и in 

vivo). 

1 

 

Рак легких MDA-

MB-231, MCF7 и 

HCC70. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[32] 
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ADC 

9MW2821 

10. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Антитело 

MW282 

против 

Nectin-4. 

4 

 

Доклиника: NCI-

H322, HT1376, 

BT474, MDA-MB-

231, T24, PC-3, 

SW780 MDA-MB-

468У Клиника: 

распространенные 

солидные опухоли. 

Доклиника: 

in vitro и in 

vivo (мыши, 

яванские 

обезьяны) 

Клиника: 

фазы I/II 

(NCT052169

65 и 

NCT0577393

7). 

[33] 

MF-BTX-

MMAE 

11. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Брентукси

маб  cAC10 

против 

CD30. 

4 Т-клеточная 

лимфома Karpas 

299. 

 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[34] 

MF-TTZ-

MMAE 

 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2). 

4 Рак молочной 

железы  CDX 

MCF7. 

in vitro и in 

vivo (мыши). 

[35] 

а) TRA-

bisAlk-vc-

MMAE 

б) 

FabTRA-

bisAlk-vc-

MMAE 

12. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2) 

полный и 

частичный. 

а) 

2,8 и 

2 - 4  

б) 1 

Рак молочной 

железы SK-BR-3, 

BT-474, A549 и 

MCF-7. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[36] 

TRA-

bisAlk-vc-

MMAE 

 

 Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2). 

1 и 4 

 

Рак молочной 

железы SK-BR-3, 

BT-474,  JIMT-1. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

 

[37] 
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ADC 401-

4 

13. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосома. 

mAb 401 

против  

B7-H3 

 

4 

 

Глиобластома U87. In vitro и in 

vivo (мыши). 

[38] 

TRA-N3-

PEG3-

PAB-

MMAE 

 

14. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосома. 

Трастузума

б 

(IgG1 

против 

Her2). 

4 

 

Рак молочной 

железы MDA-MB-

231, SK-BR-3. 

In vitro. [39] 

Magacizu

mab-PD-

MMAE 

 

15. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосома. 

Магацизум

аб (Ig4 

против 

LRG1). 

4 

 

Меланома мыши 

B16F0. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[40] 

CTX-

MMAE 

 

16. 

 

Расщепление 

амидной связи 

цитруллин-

PABC 

катепсином B в 

лизосомах. 

Цетуксима

б (против 

EGFR). 

3.9 

 

рак поджелудочной 

железы MIA PaCa-

2, PANC-1. 

 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

 

[41] 

 

TTZ-MC-

NPV-

MMAE 

 

17. 

 

Расщепление 

амидной связи 

валин-PABC 

эластазой 

нейтрофилов 

человека в 

лизосомах или 

вне клетки. 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2). 

4 

 

рак молочной 

железы SK-BR3, 

MDA-MB-231. 

In vitro. [42] 
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Б) β-

Глюкур

онидны

е 

линкер

ы 

 

αCD19- 

mDPR-

(PEGx)-

glucuronid

e-MMAE/ 

αCD30-

mDPR-

(PEGx)-

glucuronid

e-MMAE 

18. 

 

Расщепление   

гликозидной 

связи 

бета-

глюкуронидазо

й в лизосомах. 

Антитела, 

cAC10 и 

hBU12 

против 

CD30 и 

CD19. 

8 

 

Лимфомы 

Ходжкина (L540cy , 

L428);  

Анапластическая 

крупноклеточная 

лимфома 

(Karpas299); 

лимфома Беркитта 

(Ramos); 

диффузная 

крупноклеточная 

B-клеточная 

лимфома (SU-DHL-

4, WSU-DLCL2 

RL). 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[43] 

Пролекар

ство, 

связываю

щее 

альбумин, 

реагирую

щее на β-

глюкурон

идазу 

19. 

 

HSA. 1 

 

Рак толстой кишки 

LS174T. 

 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

 

[44] 

LegoChe

m 

Bisciences

-ADC  

(LCB-

ADC) 

 

20. 

 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2), 

линкирова

нный 

последоват

ельностью, 

2/4 Распространеные 

солидные опухоли, 

экспрессирующие 

Her2, рак молочной 

железы JIMT-1, рак 

желудка N87. 

 

in vitro и in 

vivo 

(мыши ） ; 

фаза 1 

клиническог

о 

исследовани

я 

[45] 
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узнаваемой 

фарнезилтр

ансферазой 

(легкая 

цепь и/или 

тяжелая 

цепь). 

(NCT039444

99). 

В) N-

Ацетил-

β-d-

глюкоза

мидный 

линкер 

 

β-

GlcNAc-

зависимое 

пролекарс

тво, 

связываю

щее 

альбумин 

21. 

 

Расщепление 

гликозидной 

связи 

N-ацетил-β-d-

глюкозаминида

зой. 

HSA. 1 

 

ройной негативный 

рак молочной 

железы MDA-MB-

231. 

In vitro и in 

vivo (мыши). 

[46] 

Г) 

Биоразл

агаемы

й 

гидроф

ильный 

полиме

рный 

линкер 

Трастузу

маб-

долафлек

син,  

Fleximer® 

22. 

 

Гидролиз 

эфирных 

связей. 

Трастузума

б (IgG1 

против 

Her2) 

10–

15 

аури

стат

инов 

и 3–

5 

пол

име

ров 

дола

фле

ксин

а на 

анти

31 линия раковых 

клеток, выделенная 

из рака молочной 

железы, желудка, 

легких и яичников. 

In vitro и in 

vivo (мыши, 

яванские 

макаки). 

[47][

48] 
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тело

. 

Радиационно-чувствительный линкер 

 а) Alb-

DMBA-

SIL-

MMAE/ 

 

б) mAb-

DMBA-

SIL-

MMAE 

23. 

 

Радиационно-

индуцированно

е (8 Гр) 

радикальное 

гидроксилиров

ание с 

последующим 

1,6-

элиминировани

ем 3,5-

диметилбензил

ового спирта 

(DMBA) и 

последующая 

потеря 

саморазрушаю

щейся 

линкерной 

каркасной 

группы.  

а) HSA 

 

б) mab225 

(против  

EGFR) 

 

а) 

0,12 

 

б) 

5,6 

Клетки 

анапластического 

рака щитовидной 

железы (8505c),  

TBP-3743), 

плоскоклеточный 

рак полости рта 

(MOC-2), 

аденокарцинома 

толстой кишки 

(MC38), 

аденокарцинома 

поджелудочной 

железы (iKRAS). 

In vitro. 

 

[49] 
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1.2.2. Расщепляемые линкеры. 

Стратегия создания расщепляемого линкера использует два основных типа 

механизма высвобождения терапевтического средства: химически лабильные линкеры, и 

ферментативно расщепляемые линкеры. 

Химически лабильные линкеры включают кислотолабильные, дисульфидные и 

перокисд-лабильные линкеры [50]. Дисульфидные линкеры высвобождают лекарство за 

счет взаимодействия с меркапто-соединениями клетки. Пероксид-лабильные линкеры 

оказываются неустойчивы в окислительных условиях. Недостатками кислотолабильных 

линкеров являются неспецифическое высвобождение лекарств из-за кислой среды, 

обнаруживаемой в различных тканях, и нестабильность при длительной циркуляции внутри 

организма [51]. Сводная информация о типах линкеров, применяемых для присоединения 

монометилауристатинов E и F к белкам изложена в таблице 1. 

1.2.2.1 Кислотолабильные (pH-чувствительные) линкеры 

Кислотолабильные (pH-чувствительные) линкеры содержат N-ацилгидразоновую 

связь, которая чувствительная к кислоте. Такой тип линкеров относительно стабилен при 

нейтральном pH и гидролизуется в кислой среде (pH 5,5–6,2 в эндосомах и pH 4,5–5,0 в 

лизосомах). Конструкции такого типа встроены в препараты Mylotarg и Besponsa 

имеющиеся в продаже. Но, как показывают исследователи, эти линкеры не так стабильны 

в плазме, и, в силу этого, не так привлекательны, как другие расщепляемые линкеры [9]. 

Тут надо отметить, что в некоторых случаях медленное высвобождение нагрузки может 

дать положительные результаты. Поэтому, в случае данного типа линкеров, обычно 

используют только полезную нагрузку с умеренной цитотоксичностью, а высокотоксичная 

полезная нагрузка, используемая в случае ADC, укомплектованных ауристатинами, требует 

более стабильного линкера.  

Авторы [15] разработали кислоточувствительный альбуминсвязывающий 

противораковый препарат на основе MMAE, имеющий сульфированный ароматический 

гидразид в качестве линкера между малеимидо-капроновой кислотой и ауристатином Е. 

Как показали исследования, электроноакцепторная заряженная сульфогруппа, с одной 

стороны, улучшает растворимость пролекарства в воде, с другой стороны, делает 

стабильнее гидразоновый линкер в отношении гидролиза (таблица 1, структура 1).  

Kratz et. al. разработали пролекарства, содержащие MMAE, функционализированный 

малеимидной группой и имеющие водорастворимый ароматический линкер (Sulf07), 

содержащий прочный, но чувствительный к кислой среде гидразоновый фрагмент (AE-
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Keto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07, Рис. 4). Пролекарства AE-Keto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07 

вводят в плазму через вену, где они быстро и селективно связываются через малеимидный 

остаток с боковой меркапто-группой Cys-34 циркулирующего в крови альбумина. 

Лекарство циркулирует в виде конъюгата альбумина, пока не достигнет опухолевой ткани, 

где высвобождается pH-зависимым образом [15].  

 

Рис. 4. A) Общая структура альбуминсвязывающих пролекарств ауристатина Е с 

кислоточувствительными свойствами. B) химическая структура пролекарств AE-Keto-

Sulf07 и AE-Ester-Sulf07 [15].  

В эксперименте in silico авторы получили трехмерные координаты производных 

ауристатина Е, связанных с тубулином, путем редактирования соответствующих структур 

в программе SYBYL X-2.1.1. Они подтвердили, что AEKeto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07 четко 

вписываются в сайт связывания пептида тубулином, подобно MMAE. Таким образом, они 

способны вызывать ожидаемый эффект разрушения тубулина [15]. 

Так же была оценена скорость связывания AE-Keto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07 с 

циркулирующим альбумином in vitro в мышиной и в человеческой плазме. Около 91–99% 

обоих пролекарств соединялось с альбумином в течение 2 минут после инкубации. 
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Стабильность связанных с альбумином пролекарств определяли в течение 24 ч in vitro в 

моделируемых физиологических условиях (pH 7,4) и в кислых условиях (pH 4,1), которые 

имитируют кислую среду опухоли и лизосом / эндосом. HSA-AE-Keto-Sulf07 и AE-Ester-

Sulf07, соответственно, высвобождали 1% и 4% лекарственных средств через 24 ч при 

физиологическом pH. При кислом pH наблюдалось высвобождение 21% и 90% 

лекарственного средства через 24 часа, в случае HSA-AE-Keto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07, 

соответственно [15]. 

Хотя пролекарства могут быстро связываться с альбумином в исследованиях ex vivo с 

использованием плазмы, эти эксперименты проводились в статических условиях, и было 

неясно, можно ли достичь полного связывания лекарства с альбумином в условиях потока 

крови внутри организма. 

Противоопухолевую эффективность AE-Keto-Sulf07 и AE-Ester-Sulf07 in vivo оценивали 

на серии моделей ксенотрансплантата опухоли человека у мышей (клеточная меланома 

A375 и карцинома яичника A2780, немелкоклеточный рак легкого LXFA737 и LXFE937, 

выделенный от пациента, а также в ряде опухолей головы и шеи, так же выделенных от 

пациента). Терапевтические конъюгаты сравнивали с исходным MMAE. Хотя MMAE 

оказался в этих экспериментах практически лишен какой-либо противоопухолевой 

эффективности, за исключением клеточной модели LXFA737, оба альбуминсвязывающих 

пролекарства продемонстрировали противораковую эффективность, вызывающую 

статистически значимую частичную и/или полную регрессию опухоли как при небольших 

опухолях (130–150 мм3), так и при больших опухолях (270–380 мм3). Следует отметить, что 

длительные регрессии были достигнуты во всех протестированных моделях 

ксенотрансплантатов в течение 14 недель после инъекции.  

AE-Keto-Sulf07 продемонстрировал очень хороший противоопухолевый ответ в 

широком диапазоне доз, 3,0–6,5 мг/кг (5–8 инъекций, каждые две недели). Кроме этого, 

было показано, что AE-Keto-Sulf07 хорошо переносился на моделях опухолевых тканей 

LXFA737 и LXFE937 трансплантированных мышам, но при использовании трансплантанта 

опухоли A2780 наблюдались отдельные случаи смерти. В исследовании больших опухолей 

A2780 у одной мыши после достижения полной регрессии опухоли (19–44 день) 

наблюдался повторный рост опухоли, еще одну мышь пришлось подвергнуть эвтаназии из-

за потери массы тела. В исследовании небольших опухолей A2780 одну мышь, получавшую 

более низкую дозу (3,0 мг/кг), пришлось подвергнуть эвтаназии из-за общего плохого 

состояния (42-й день), а еще одна мышь, получавшая более высокую дозу 5,0 мг/кг, 

внезапно умерла на 35-й день [15].  
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AE-Ester-Sulf07 провоцировал царапанье и укусы у мышей через две-три недели после 

начала лечения [52]. Препарат был высокоэффективен в дозах от 1,9 до 2,4 мг/кг (8 

инъекций, раз в две недели) или 3,8 мг/кг (4 инъекции, еженедельно), но вызывал 

кумулятивное раздражение кожи из-за царапин и укусов [15]. Введение AE-Ester-Sulf07 в 

более высокой дозе, но с меньшей частотой, не снижало достигнутую противораковую 

эффективность и уменьшало раздражение кожи. Самая высокая степень кожной 

токсичности наблюдались в моделях NSCLC, и в модели рака яичников A2780. Только 

очень легкие неограничивающие кожные эффекты наблюдались в модели меланомы A375 

и на модели почечной карциномы RXF631. Также наблюдалась потеря массы тела мышей 

в зависимости от типа опухоли [15].  

Таким образом, оба препарата показали достаточную эффективность, на 

большинстве трансплантированных моделей опухолей и препарат AE-Keto-Sulf07 оказался 

более эффективен, чем AE-Ester-Sulf07. Такие результаты объяснялись неполным 

связыванием двух пролекарств с альбумином в плазме и меньшей устойчивостью AE-Ester-

Sulf07 к гидролизу при физиологических значениях pH. Это означает неизбежную 

токсичность за пределами опухолевой ткани [15].  

Авторы [16] использовали новый кислотолабильный бифункциональный линкер, 

содержащий с одной стороны малеимидный остаток, а с другой – бициклононин. 

Малеимидная часть линкера была задействована для конъюгации с рекомбинантным 

альбумином по остатку Cys-34. После чего, с помощью реакции необратимого азид-

алкинового циклоприсоединения с бициклононином был присоединен олигонуклеотид, 

функционализированный тетразином. Затем, путем отжига с комплементарной 

олигонуклеотидной последовательностью, содержащей MMAE, была сделана сборка 

итоговой конструкции (таблица 1, структура 2). Авторы использовали именно бром-

замещенный малеимид, так как бром, действуя как уходящая группа во время конъюгации 

с тиолом, способствует образованию более стабильных тиомалеимидов, тем самым 

предотвращая обратную реакцию Михаэля. Эта молекулярная сборка демонстрирует 

стабильность, модульную функциональность и рециркуляцию клеток, управляемую FcRn. 

1.2.2.2. Дисульфидные линкеры  

Дисульфидные линкеры могут разрушаться в восстановительной среде. Глутатион 

(GSH) представляет собой тиолсодержащий трипептид, концентрация которого в 

цитоплазме раковых клеток примерно в 1000 раз выше, чем в плазме. GSH может 

действовать как нуклеофил, атакуя дисульфидный мостик и освобождаетая цитотоксичную 

нагрузку.  
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Для связи β-субъединицы токсина STxB с монометилауристатинами Batisse C и др. 

синтезировали три расщепляемых линкера, которые включают дисульфидную связь, и 

присоединены к монометилауристатинам либо через гидроксильную группу (в случае 

MMAE), либо с образованием «транс»-карбаматной связи через метиламиновый конец (как 

в случае MMAE, так и в случае MMAF) (таблица 1, структура 3). При расщеплении 

дисульфидной связи, соединяющей такой линкер с белком, происходит атака 

образовавшимся тиолом по карбаматному, либо карбонатному фрагментам с циклизацией 

линкерного участка и высвобождением монометилауристатина. Результаты этой работы 

показали, что линкер, содержащий карбонатный фрагмент, менее стабилен в растворе, чем 

тот, что содержит карбамат [17].  

Ohri R и др. разработали пиридиндисульфидный линкер для присоединения MMAE 

по цистеиновым боковым радикалам антител с образованием дисульфидных связей 

(таблица 1, структура 4) [18]. Однако из-за большого разнообразия потенциально активных 

сайтов на поверхности антител, препаратыADC с дисульфидными связями имеют разные 

соотношения лекарственного средства к антителу, и, в силу этого, обладают большой 

гетерогенностью. В условиях гетерогенности конъюгатов становится сложно 

контролировать кинетику высвобождения полезной нагрузки и предотвращать 

преждевременное высвобождение молекул лекарственного средства в кровоток. 

1.2.2.3. Пероксид-лабильные линкеры.  

Внеклеточный матрикс раковых тканей имеет большое количество активных форм 

кислорода, в следствие чего становится целесообразным применение линкеров, способных 

расщепляться в таких условиях. 

Команда N. Ashman [19] разработала линкер, содержащий бороновую кислоту, и 

применила его для создания ADC, которое, отщепляя нагрузку, само в клетку не проникает. 

Бороновая кислота способна разлагаться под воздействием перекисных радикалов, 

высвобождая полезную нагрузку. Чтобы контролировать степень модификации антитела 

полезной нагрузкой и обеспечить сайт-специфическую конъюгацию антитела с 

ауристатином, исследователи использовали фрагмент дивинилпиримидина, 

присоединенного модифицированному бороновой кислотой MMAE с помощью алкин – 

азидном циклоприсоединениии предназначенного для присоединения к цистеиновым 

остаткам антитела IgG (таблица 1, структура 5). Классический подход биоконъюгации с 

антителом заключается в восстановлении четырех дисульфидных связей между двумя 

тяжелыми цепями и двумя легкими цепями антитела. При этом образуется до восьми 

сульфгидрильных групп, которые будут в дальнейшем реагировать, например, с 

https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author:Nicola%20Ashman
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малеимидным линкером, и это приведет к присоединению к антителу до восьми молекул 

полезной нагрузки. Использование дивинилпиримидиного фрагмента позволяет точно 

контролировать нагрузку, что приводит к высокостабильному ADC со степенью 

модификации равной 4. Задействованная в данной работе стратегия с использованием 

носителя, который, отщепив полезную нагрузку, сам по себе не проникает в клетку может 

оказаться малопригодной в случае использования в качестве полезной нагрузки препаратов 

с плохим проникновением в клетки. 

1.2.2.4. Ферментативно расщепляемые линкеры.  

Чтобы ограничить высвобождение полезной нагрузки до интернализации и 

минимизировать внеклеточную деградацию, лизосомальные протеазы, присутствующие в 

высоких концентрациях, являются лучшими кандидатами на деградацию антираковых 

конструкций и, в частности, ADC. Среди них катепсин B, каспаза 3 и β-глюкуронидаза 

могут использоваться в качестве ферментов для разложения линкера. 

В настоящее время, при создании препаратов на основе ауристатинов, наиболее 

успешным является применение пептидного фрагмента, расщепляемого катепсином В. Это 

цистеиновая протеаза, которая была обнаруженна в поздних эндосомах и лизосомах 

млекопитающих. Она сверхэкспрессируется во многих раковых клетках. Многие, 

имеющиеся на рынке препараты, например, Adcetris, Polivy, Padcev, Tivdak, Aidixi, Lumoxiti, 

Zynlonta имеют пептидный линкер, расщепляемый катепсином В.  

 

Рис. 5. Механизм высвобождения полезной нагрузки из конъюгата дипептид-PABC-

доксорубицин [53].  

В качестве субстрата катепсина В можно использовать комбинацию расщепляемого 

дипептида (P1-P2) и п-аминобензилкарбамата, или п-аминобензилового спирта, 

соединенную с пролекарством [53]. В составе дипептида Р1 — гидрофильный остаток 

(цитруллин или аргинин), а Р2 — липофильный остаток (фенилаланин, валин или аланин). 

п-Аминобензиловый спирт или п-аминобензилкарбамат являются, структурными 

фрагментами линкера, облегчающими работу катепсина В. Причем, п-
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аминобензилкарбамат (PABA) может самопроизвольно элиминироваться в кислой среде, 

расщепляясь на углекислый газ и п-азахинонметид (рис. 5). 

Дипептид Val-Cit считается наиболее часто используемым расщепляемым линкером 

в ADC из-за хорошей стабильности в плазме, особенностей высвобождения полезной 

нагрузки и простоты при химических манипуляциях. В нескольких одобренных ADC 

(Adcetris и Polivy Tivdak) в качестве линкера использовался малеимидокапроил-валин-

цитруллин-п-аминобензилкарбамат (mc-VC-PABC, Стуктура 6, таблица 1).  

Тисотумаб ведотин (Tivdak), разработанный компаниями Seattle Genetics (Seagen) и 

Genmab A/S, представляет собой ADC, нацеленный на тканевой фактор TF-011. Он получил 

ускоренное одобрение FDA в сентябре 2021 года как первый препарат ADC для лечения 

рецидивирующего или метастатического рака шейки матки [54].  

 

Рис. 6. Химическая структура тисотумаба ведотина [54]  

Рекомендуемая доза тисотумаба ведотина составляет 2 мг/кг (максимум до 200 мг 

для пациентов с массой тела ≥ 100 кг) внутривенно один раз каждые 3 недели до 

прогрессирования заболевания или неприемлемой токсичности. Снижение дозы или 

прекращение лечения могут потребоваться из-за побочных реакций, включая кератит, 

различные побочные эффекты на конъюнктиву, периферическую нейропатию, 

кровотечение и пневмонит. 

Наиболее частыми нежелательными явлениями, связанными с лечением, в 

клинических исследованиях фазы I/II были алопеция, диарея, носовое кровотечение, 

конъюнктивит, тошнота, нарушения со стороны глаз и периферическая невропатия, 

большинство из которых имели степень 1/2. Наиболее частыми нежелательными явлениями 

степени ≥3 были анемия, астения, гипокалиемия, повышение уровня 

аланинаминотрансферазы, лейкопения, одышка и острое повреждение почек. Однако, как 

сообщается, побочные реакции, в целом, безопасны и контролируемы [55][56][57]. 
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При связывании малеимидного конца линкера mc-VC-PABC с антителом часто 

используют контролируемое частичное восстановление внутреннего дисульфидного 

мостика антитела с последующим добавлением mc-VC-PABC-MMAE /F для образования 

тиоэфир-связанного ADC со степенью модификации до 8 молекул полезной нагрузки на 

одну молекулу антитела[18] [24] [25][26] [27] [28] [29][30][58][59][60][61][62].  

Малеимидная часть линкера mc-VC-PABC может быть ковалентно связана с любым 

белком-носителем, которым может являться как антитело, так и альбумин (таблица 1, 

структура 7). Известно, что использование этого линкера не ослабляет специфическое 

связывание белка-носителя с клетками-мишенями [20].  

Liu X и др. создали модель лекарственного препарата MMAE, который был 

конъюгирован ex vivo с Cys-34 рекомбинантного альбумина через чувствительный к 

катепсину B дипептидный линкер (рис. 7). Сконструированные конъюгаты содержали 

разное количество полезной нагрузки: ALDC1 (соотношение белок : MMAE = 1:1) и ALDC3 

(соотношение 1:3). Для сравнения ex vivo и in vivo стратегии авторами был синтезирован, 

так же, малеимидный аналог ауристатина (MMAE-MAL), предназначенный для связывания 

с эндогенным альбумином после введения в кровоток [31]. 

 

Рис. 7. Схема синтеза конъюгата альбумина с MMAE [31]. 

Ex vivo стратегия подразумевает присоединение терапевтической нагрузки к белку-

носителю до помещения конструкции в кровоток. В случае in vivo стратегии, 
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химиотерапевтическая молекула, имеющая активированный линкер, присоединяется к 

белку носителю прямо в кровотоке. 

В эксперименте по оценке клеточной токсичности in vitro на двух типах клеточных 

линий рака поджелудочной железы человека (MIA PaCa2 и PANC1), после конъюгации 

MMAE с альбумином значительно увеличилась токсичность ауристатина в отношении 

раковых клеток при его присоединении к альбумину (токсичность ALDC1 в отношении 

раковых клеток MIA PaCa2 была в 200 раз выше, чем у свободного MMAE). Так же 

увеличилась специфичность ауристатина в составе конструктов (эквивалентная доза 

свободного MMAE в отношении нераковых клеток HUVEC была в 300000 раз токсичнее, 

чем в случае конъюгата ALDC1) [31].  

Кроме этого, авторы сравнили общее воздействие MMAE в плазме крови с течением 

времени для конструктов: MMAE, MMAE-MAL, ALDC1 и ALDC3. Результаты показывают, 

что в группах MMAE-MAL и ALDC3, пептид MMAE с большей вероятностью 

преждевременно высвобождается в плазме. Это приводит увеличению скорости клиренса 

по сравнению с ALDC1. Так же обнаружено, что конъюгаты MMAE с альбумином, 

конъюгированные ex vivo, более стабильны в плазме, чем те, что сделаны с использованием 

MMAE-MAL in vivo [31]. 

В работе авторов Huiyu Hu и др. человеческий сывороточный альбумин был 

модифицирован N-гидроксисукцинимидными эфирами флуоресцентных красителей Alexa 

Fluor 555 или Alexa Fluor 647, и, затем, конъюгирован с малеимидным аналогом MMAE, 

содержащим валин-цитрулиновый спейсер. В экспериментах in vitro на клетках рака 

щитовидной железы человека конъюгат альбумина достигал такую же цитотоксичность как 

свободный MMAE только если использовать его в более высоких концентрациях в 

эквиваленте MMAE. Однако в эксперименте по токсичности in vivo на 

иммунокомпетентных мышах, несущих трансплантированные опухолевые клетки 

щитовидной железы человека, свободный MMAE не влиял на объем опухоли, в то время 

как эквимолярный Alb-vc-MMAE уменьшал все опухоли более чем на 90%, и при этом не 

создавал никаких явных токсических эффектов. Авторы также обнаружили, что раковые 

клетки усиливают усвоение альбуминсвязывающих препаратов, регулируя макроцитоз, 

управляемый онкогенами [63].  

Темминг К. и др. создали конъюгат MMAE с человеческим сывороточным альбумином, 

модифицированный с помощью циклического пептида c(RGDfK) для нацеливания на 

ангиогенные эндотелиальные клетки, экспрессирующие ανβ3-интегрин. Были 

синтезированы 4 конъюгата с использованием катепсин-расщепляемого линкера mc-vc-
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PABC для присоединения MMAE к конструкции и спейсера с короткой алкильной цепью 

либо полиэтиленгликоля для связывания пептидов RGD: RGD-PEG-MMAE-HSA, RGD-

MMAE-HSA, RGD-PEG-MMAF-HSA и RGD-ММАF-HSA (рис. 8). При этом авторы 

использовали 2-иминотиоалканы для модификации остатков лизина и увеличения 

количества меркаптогрупп в составе белка. Было достигнуто соотношение SH / альбумин 

равное 4. Это позволило авторам присоединить к конструкции терапевтических пептида 

[64].  

 

 

Рис. 8. Структура RGD-MMAE-HSA, RGDPEG-MMAE-HSA, RGD-MMAF-HSA, 

RGDPEG-MMAF-HAS [65].   

В экспериментах по цитотоксичности на эндотелиальных клетках пупочной вены 

человека (HUVEC) и опухолевых клетках толстой кишки C26, экспрессирующих RGD-

направленный интегрин αvβ3, было показано, что конъюгаты могут с высокой 

эффективностью проникать в клетки и обладают хорошей селективностью в отношении 

опухоли. Конъюгаты с MMAF оказались более эффективными, чем конъюгаты с MMAE. 

Так же было отмечено, что цитотоксичность конъюгатов имеющих более короткие 

алкильные мостики, соединяющие альбумин и RGD (RGD-MMAE-HSA и RGD-MMAF-

HSA) была в 3,5-16 раз выше чем у конъюгатов, имеющих в структуре PEG (RGD-PEG-

MMAE-HSA и RGD-PEG-MMAF-HSA) [66]. Однако противоопухолевые эффекты этих 

конъюгатов in vivo авторами данной работы не оценивались.  

Doronina S. O. и соавт. сравнили стабильность двух конструкций (mAb-Val-Cit-

PABC-MMAE и mAb-Phe-Lys-PABC-MMAE), одна из которых содержала валин-

цитрулиновый дипептидный, а вторая – фенилаланил-лизиновый фрагмент (таблица 1, 

структура 8). Авторы обнаружили, что первый тип конструкции более стабилен в плазме и 

имеет более длительный период полувыведения препарата [9].  
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Другой расщепляющий фермент каспаза-3 активируется в условиях ионизирующего 

облучения и существует недолго. Это является, скорее, положительным моментом при 

создании соответствующих терапевтических конструкций, так как это улучшает 

селективность воздействия лекарства.  

Chung SW и др. создали линкер, расщепляемый каспазой-3, содержащий пептид AC-

Lys-Gly-Asp-Glu-Val-Asp, функционализированный малеимидом по боковому радикалу 

Lys, и несущий MMAE, присоединенный по С-концу через самоэлиминирующийся линкер 

[32] (таблица 1, структура 9 и рис. 9). Эти авторы предложили стратегию применения 

«радиационно-индуцированной химиотерапии, направленной на апоптоз» для лечения 

тройного негативного рака молочной железы. При лучевой терапии в опухолевых клетках 

активируются каспазы. Наиболее очевидной является активация каспазы-3, которая может 

расщеплять пролекарства, связанные с альбумином, и высвобождать цитотоксические 

агенты. 

 

Рис.9. Химическая структура MPD02 [32]  

Имея малеимидную группу, MPD02 может in vitro ковалентно связываться с 

альбумином в течение 5 минут инкубации. В присутствии каспазы-3 итоговый конъюгат 

(Alb-MPD02) в течение 60 минут почти полностью метаболизируется с образованием 

свободного ММАЕ. Авторы продемонстрировали близкие уровни токсичности MPD02 и 

свободного MMAE на клеточных линиях тройного негативного рака молочной железы 

(MDA-MB-231 и HCC70).  

В экспериментах in vivo токсичность данной конструкции была проверена на двух 

различных моделях ксенотрансплантата тройного негативного рака молочной железы. 

Эксперименты показывают, что MPD02 может распределяться по организму в течение 24 

часов и преимущественно накапливаться в опухолях в течение 96 часов. Полное подавление 

роста опухоли было достигнуто после 3 недель лучевой терапии при инъекции MPD02 в 

дозе 1 мг/кг раз в два дня и облучении 6 Гр в неделю. Однако, при более высокой дозе 

препарата (1,5 мг/кг) в экспериментальной группе мышей наблюдалась значительная 

потеря веса. Это может быть связано с гидролизом амидной связи в линкере 
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карбоксилэстеразой плазмы крови грызунов или с катаболизмом альбумина, приводящим к 

неспецифическим высвобождению MMAE [32].  

Наличие малеимидной функции для присоединения к белку-носителю (в данном 

случае, к альбумину) подразумевает использование цистеиновых остатков белка. 

Классической и довольно часто используемой стратегией увеличения количества SH групп 

в белках является частичное восстановление дисульфидных мостиков. Однако эта 

стратегия имеет множество недостатков, особенно в применении к конструированию ADC. 

Во-первых, исчезновение межцепочечных дисульфидных связей ведет к нестабильности 

структуры белка, во-вторых, сложно добиться селективности в отношении 

восстанавливаемого сайта, что приводит к образованию гетерогенных препаратов ADC с 

узким терапевтическим окном. В-третьих, классические малеимидные конъюгаты не очень 

стабильны в плазме крови, что приводит к переносу полезной нагрузки на цистеин-

содержащие белки плазмы, по большей части, это альбумин [67].  

Чтобы синтезировать более гомогенные и стабильные конъюгаты, была предложена 

серия соединений, ремоделирующих дисульфидные мостики, способных сохранить 

структурные характеристики антитела нетронутыми, одновременно обеспечивая 

функционализацию целевого белка. Zhou W и др. [33] разработали новый тиоэфирный 

линкер на основе малеимида. В линкер были введены две уходящие группы 4-

меркаптобензоилморфолина для улучшения растворимости в воде и снижения 

нуклеофильности тиоловых групп (таблица 1, структура 10). Кроме того, дифторфенильная 

часть линкера может ускорять полный гидролиз малеимида и стабилизировать конъюгацию 

к антителу. Авторы работы продемонстрировали, что эта система связей значительно 

увеличивает скорость интернализации препаратов ADC.  

Juen L и др. [34][35] заменили капролильную группу малеимида (таблица 1, 

структура 11) на трифункционализированный ди(бромметил)пиридиновый каркас. Все 

сконструированные с помощью этого линкера ADC показали стабильность в плазме крови 

и контролируемую модификацию полезной нагрузкой.  

Группа Badescu в 2014 году сообщила о новой сайт-специфической стратегии 

конъюгации ауристатинов с антителами (таблица 1, структура 12). Было 

продемонстрировано, что новые биссульфоновые реагенты способны алкилировать 

дисульфидные связи как антител, так и их фрагментов, с минимальным влиянием на их 

связывание антигеном [36][37].  
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Команде Mao Y. Удалось с получить гомогенный ADC со степенью модификации 

антитела, равной 4 остатка MMAE на одно антитело, используя валин-цитрулиновый 

линкер, имеющий бис(винилсульфонил)пиперазиновый фрагмент. Эта функциональная 

группа позволяет предотвратить нарушение дисульфидных связей в шарнирной области 

антитела, образуя поперечные связи с одной тяжелой цепью [38] (таблица 1, структура 13) . 

Однако, поскольку хиральный центр бис(винилсульфонил)пиперазина влияет на 

эффективность конъюгации, авторы предложили использовать фенилдивинилсульфонамид. 

Как было показано, с помощью этой функциональной группы можно получать стабильные 

и высокооднородные конъюгаты [39] (таблица 1, структура 14) .  

В рамках сходной стратегии модификации антитела, Javaid F и др. использовали 

линкер, снабженный дибромпиридазиндионовой функциональной группой для связывания 

с антителом и циклический алкин для взаимодействия с модифицированным азидо-группой 

валин-цитрулиновым фрагментом, соединённым с MMAE [40] (таблица 1, структура 15). 

При этом стадия азид-алкинового циклоприсоединения является заключающей на пути 

связывания антитела с ауристатином. Авторы [41] использовали для присоединения к 

антителу тот же функциональный фрагмент, что и Javaid F и др. (таблица 1, структура 16), 

но при этом стадия взаимодействия дибромпиридазиндионовой функциональной группы с 

антителом проводится в последнюю очередь, что дополнительно повышает селективность 

модификации антитела.  

В 2022 году Amar I .A. M. и др. разработали новый расщепляемый линкер, 

содержащий последовательность Asn-Pro-Val (NPV), чувствительную к эластазе 

нейтрофилов человека, сверхэкспрессируемой в микроокружении опухолей (таблица 1, 

структура 17). Для связывания ММАЕ с антителом использовался линкер, снабжённый 

диброммалеимидным остатком. Высокая селективность расщепляемого пептидного 

линкера, содержащего последовательность NPV, была подтверждена экспериментаторами 

in vitro [42]. 

Хотя появилось множество линкеров, имеющих расщепляемые пептидные 

фрагменты и функциональные группы, позволяющие специфическое связывание с 

дисульфидными связями антитела, все еще необходимо обратить внимание на следующие 

вопросы: 1) следует использовать различные оптимизированные условия реакции, чтобы 

избежать дисульфидного обмена во время процесса связывания; 2) В условиях 

восстановления дисульфидной связи следует, в последствии, различать восстановленный 

дисульфид и тиольную группу, которая была свободная до восстановления; 3) Необходимо 
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решить проблему плохой растворимости мостикового реагента в воде. Эти проблемы в 

плане использования пептидных расщепляемых линкеров не решены до конца. 

1.2.2.5. Линкеры, расщепляемые β-глюкуронидазой.  

β-Глюкуронидаза представляет собой фермент класса гликозидаз, которые 

катализируют гидролиз остатков β-глюкуроновой кислоты и широко распространены в 

лизосомах и строме опухоли. Исследователи из Seattle Genetics впервые в 2006 году 

предложили использовать линкер с фрагментом β-глюкуроновой кислоты, прикрепленный 

к саморазрушающемуся спейсеру.  

Субстрат β-глюкуронидазы, β-глюкуроновая кислота, очень гидрофилен. Известно, 

что, если гидрофобность линкера снижается, то снижается и агрегация во время процесса 

конъюгации полезной нагрузки с антителом, таким образом можно достичь высокой 

степени модификации и снизить скорость клиренса ADC. Поэтому, такие линкеры 

демонстрируют низкие уровни агрегации, высокую стабильность в плазме и высокую 

эффективность in vivo. Однако есть один нюанс: известно, что препараты ADC со степенью 

модификации 6 или 8 молекул полезной нагрузки на одну молекулу антитела оказываются 

менее эффективными на моделях опухолей in vivo, чем ADC с более низкой степенью 

модификации (гомогенное или гетерогенное среднее значение степени модификации 

равное 4). 

Burke PJ и др. усовершенствовали линкер β-глюкуроновой кислоты. Они снабдили 

малеимидной функцией разветвленный полимер PEG12 и присоединили его через 

расщепляемый глюкуронидазой линкер к ММАЕ (таблица 1, структура 18). Конъюгировав 

такую конструкцию с антителом, авторы получили гомогенный препарат ADC со степенью 

модификации равной 8. Было продемонстрировано, что полимер имел 

фармакокинетический профиль, аналогичный профилю неконъюгированного исходного 

антитела, а так же наблюдались более низкие уровни гепатотоксичности по сравнению с 

контрольным препаратом ADC, содержащим непегилированный линкер [43].  

Renoux B и др. нитрозилировали ароматическое звено присоединенное к 

глюкуроновой кислоте, чтобы увеличить скорость саморазрушения [44]. (таблица 1, 

структура 19)  

Papot et al. добились более хороших результатов, создав новые противораковые 

пролекарства, состоящие из MMAE, саморазрушающегося линкера, несущего 

гидрофильную боковую цепь с малеимидной функциональной группой на конце и 

глюкуронидного триггера (рис. 10). Попав в кровоток, такие молекулярные конструкции 
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ковалентно связываются с плазматическим альбумином и пассивно накапливаются в 

опухолях в течение 3-х часов [44]. β-Глюкуронидаза, которая сверхэкспрессируется в 

опухолях, катализирует отщепление глюкуронидного триггера, после этого происходит 

высвобождение MMAE за счет перемещения электронных пар в самоуничтожающемся 

линкере (показано на рисунке 10 синими стрелками).  

Рис. 10. Структуры пролекарств на основе MMAE, связывающих альбумин, реагирующих 

на β-глюкуронидазу [44] Красный цвет – MMAE, синий цвет – самоуничтожающийся 

линкер, зеленый цвет – глюкуронидный остаток, черный цвет – фрагмент, необходимый 

для увеличения количества присоединенного ауристатина. Синими стрелками показан 

механизм отщепления саморазрушающегося линкера.  

В экспериментах in vitro во время инкубации при 37 °С пролекарства 1 и 2 (рис. 10) 

полностью связывались с HSA в течение 1.5 и 3 часов соответственно. В отсутствие β-

глюкуронидазы макромолекулярный конъюгат пролекарства 2 с HSA оказался стабильным 

с течением времени. При добавлении в реакционную среду β-глюкуронидазы, время 

полного высвобождения MMAE из связанных с HSA пролекарств 1 и 2 составляло 1 и 5 ч, 

соответственно. Быстрое высвобождение MMAE из аддуктов позволяет избежать 

диффузии неактивного интермедиата за пределы участка опухоли [44][68]. 

В эксперименте по оценке цитотоксичности пролекарств 1 и 2 на клетках рака толстой 

кишки LS174T, доза пролекарств 5 нМ не вносила изменений в течение 3 дней лечения. 

Однако, при добавлении к клеточной культуре β-глюкуронидазы, размер колонии LS174T 

уменьшался в результате ферментативной активации обоих пролекарств. Этот эффект был 

более выражен с пролекарством 2 из-за более успешного высвобождения из него MMAE 

[44].  



 
40 

При оценке противоопухолевой активности in vivo у бестимусных мышей, несущих 

ксенотрансплантаты подкожной эпидермальной карциномы ротовой полости человека 

опухоли (KB), было проведено сравнение эффективности пролекарства 1 и конъюгата 

фолиевая кислота-MMAE, так как эта модель опухоли очень чувствительна к фолиевой 

кислоте. По сравнению с характеристиками конъюгата фолиевая кислота-MMAE, 

эффективность доставки пролекарства 1 в микроокружении опухоли оказалась гораздо 

выше. При дозе 0,77 мг/кг (в эквиваленте ММАЕ) противоопухолевая эффективность 

пролекарства 1 была заметно лучше, чем наблюдаемая с другими тестируемыми 

молекулами, и препарат хорошо переносился животными без потери массы тела [68]. 

При дозе 1,54 мг/кг (в эквиваленте MMAE) пролекарство 1 проявляет выдающуюся 

терапевтическую эффективность в отношении ортотопических тройных негативных 

опухолей молочной и поджелудочной желез (излечивалось 50% мышей). Пролекарство 2 в 

этом эксперименте проявляло умеренную активность (33% излеченных мышей) [68].   

Далее соединения 1 и 2 вводили внутривенно (0,77 и 1,54 мг/кг в эквиваленте ММАЕ, 

соответственно) бестимусным мышам, несущим подкожные ксенотрансплантаты 

колоректальной аденокарциномы LS174T. Исходный препарат ММАЕ так же вводили 

дозой 0,50 мг/кг. Все испытанные соединения проявляли значительную 

противоопухолевую активность без обнаруживаемых побочных эффектов или потери 

массы тела. Однако димерное пролекарство 2 (рис. 10) проявляло меньшую эффективность 

в плане снижения роста опухоли по сравнению с соединением 1. Вероятно, это можно 

объяснить неполным связыванием пролекарства 2 с плазматическим альбумином в 

кровотоке, или сложными механизмом саморазрушения линкера, задерживающим 

высвобождение лекарственного средства после запускаемой глюкуронидом 

ферментативной активации, либо диффузией интермедиатов за пределы опухоли [44].  

Однако саморазрушающийся линкер должен обладать достаточной стабильностью в 

плазме крови. Поэтому Shin.SH и др. использовали амидный фрагмент как 

электроноакцепторную группу в ароматическом линкере, несущем β-глюкуроновую 

кислоту и MMAF. Такая электроноакцепторная группа улучшает стабильность линкера 

(таблица 1, структура 20). Кроме того, авторы задействовали интересный способ 

присоединения этой конструкции к антителу чрез использование присоединенных к 

антителу дополнительных аминокислотных последовательностей, которые могут 

распознаваться фарнезилтрансферазой. Таким образом, становится возможным с помощью 

фарнезилтрансферазы присоединить к антителу изопренилпирофосфатный фрагмент, 
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который, в свою очередь, может быть присоединен через оксимную связь с пегилированной 

ароматикой саморазрушающегося линкера [45]. 

Такая стратегия была задействована при создании такого ADC, как -ADC LCB14-

0110 (LegoChem Bisciences) 

 

Рис. 11. Химическая структура LCB14-0110 [69].  

Этот ADC, нацеленный на рецептор человеческого эпидермального фактора роста 2 

(HER2), имеет в своём составе трастузумаб, монометилауристатин F и сложный 

расщепляемый линкер [45]. В данное время эта конструкция проходит фазу I исследования 

LCB-ADC1/LCB14-0110/FS-1502 (NCT03944499) Результаты этого исследования будут 

опубликованы в 2025 году [70].   

1.2.2.6. Линкер, расщепляемый N-ацетил-β-d-глюкозаминидазой.  

Rémi Châtre и др. [47] продемонстрировали, что концентрация N-ацетил-β-d-

глюкозаминидазы в опухолевой ткани выше, чем в здоровой. У мышей, которым были 

пересажены клеточные линии рака шейки матки человека и трижды негативного рака 

молочной железы, были обнаружены высокие концентрации этого фермента, и они были 

выше, чем концентрации β-глюкуронидазы. Таким образом, авторы синтезировали 

альбумин-связывающее пролекарство, реагирующее на N-ацетил-β-d-глюкозаминидазу. 

Линкер пролекарства состоит из малеимид-функционализированного PEG10 

присоединенного к саморазрушающемуся нитрозилированному фрагменту, несущему 

MMAE и N-ацетилглюкозамид (таблица 1, структура 21).  

Недавно авторы [46] использовали производные дейтерированных моносахаридов (D2-

этил-β-d-галактопиранозид, D4-этил-α-1-фукопиранозид, D5-этил-β-d-глюкуронид и 13CD5-

этил-N-ацетил-β-d-глюкозамин), как зонды, предназначенные для индикации активности 

соответствующих гликозидаз в микроокружении опухоли. Эта рабочая группа обнаружила, 

что ацетилглюкозидаза сверхэкспрессируется в атимических голых мышах, подкожно 

инъецированных трансплантатами клеточной линии рака шейки матки человека. Они 

использовали тот же метод для замены глюкуронидного триггера вышеуказанного 
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пролекарства, что и синтезированный авторами [15] и синтезировали альбумин-

связывающее пролекарство, реагирующее на ацетилглюкозидазу, для селективной 

доставки ММАЕ в микроокружение опухоли. Было продемонстрировано, что препарат 

проявляет значительный терапевтический эффект на ортотопические тройные негативные 

опухоли молочной железы. у мышей.  

 

Рис. 12. а) - Структура β-GlcNAc-чувствительного пролекарства, связывающего 

альбумин.[46]. 

Группа исследователей [46] продемонстрировали in vitro, что препарат (рис. 12) можно 

конъюгировать с альбумином в течение 2 часов на 90%. В присутствии ацетилглюкозидазы 

ММАE полностью высвобождается в течение 3 часов. Конъюгированное лекарственное 

средство затем оставалось стабильным в отсутствие ацетилглюкозидазы, и после 22 часов 

инкубации не наблюдалось высвобождения ММАE. В экспериментах на линиях клеток рака 

шейки матки человека и тройного негативного рака молочной железы пролекарство могло 

проявлять токсичность, аналогичную свободному MMAE, при активации β-GlcNAc, 

продуцируемым опухолевыми клетками. 

В исследованиях in vivo у 66% бестимусных мышей с ортотопическими тройными 

негативными опухолями молочной железы наблюдалась полная ремиссия после 

внутривенных инъекций 4 мг/кг -1 каждые две недели в течение 63 дней [46]. 

1.2.2.7. Биоразлагаемый гидрофильный полимерный линкер.  

S. M. Clardy и др. предложили использовать в качестве линкера, соединяющего 

антитело и MMAF сложный полимер, включающий в себя несколько мономеров различной 
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структуры (таблица 1, структура 22). Средние относительные количества каждого 

мономера воспроизводимы и контролируются стехиометрией реакций синтеза этого 

полимера, а также хроматографической очисткой промежуточных продуктов и конечного 

материала. В среднем каждый полимер долафлексина, конъюгированный с антителом, 

состоит из следующего относительного количества мономеров: примерно 1–2 мономера, 

содержащих малеимидный фрагмент, конъюгированный с антителом через остатки 

цистеина; приблизительно 35 незамещенных мономеров, которые обладают высокой 

гидрофильностью из-за наличия гидроксильных и ацетальной группосновной цепи; 

примерно 8–10 мономеров, которые включают фрагмент β-аланина, имеют отрицательный 

заряд при физиологическом pH и способствуют гидрофильности; приблизительно 0–1 

мономеров, в которых малеимидный фрагмент не подвергался биоконъюгации с антителом 

и был кэпирован в виде аддукта цистеина; и примерно четыре мономера, которые включают 

полезную нагрузку в виде MMAF, ковалентно присоединенную к основной цепи полимера 

через линкер, содержащий сложноэфирную связь. ADC, содержащие этот полимер, 

проявляют повышенную эффективность in vitro и in vivo на моделях ксенотрансплантатов 

опухолей [48]. 

Эта стратегия была задействована при создании ADC, как Долафлексин 

Конъюгат антитело-лекарственное средство XMT-1522 (платформа Dolaflexin) 

состоит из моноклонального антитела IgG1 человека (HT-19), направленного против 

рецептора человеческого эпидермального фактора роста 2 (HER2) и новой цитотоксической 

полезной нагрузки на основе ауристатина: гидроксипропиламида ауристатина F (AF-HPA), 

соединенной с IgG1 через биоразлагаемый гидрофильный полимерный линкер (рис. 13). 

Конъюгат XMT-1522 избавлен от основных недостатков наиболее распространенных 

платформ ADC за счет двух ключевых особенностей: 1) соотношение терапевтический 

пептид: антитело в данном препарате составляет в среднем 12 к 1, что позволяет XMT-1522 

лечить солидные опухоли с низкой экспрессией HER2; 2) в случае этой платформы, 

терапевтическая конструкция обладает контролируемым эффектом свидетеля (эффект 

свидетеля - механизм, при котором во время терапии погибают соседние с опухолью 

здоровые клетки, даже рецептор-негативные). Это обеспечивает большую системную 

переносимость данного средства. Внутри клеток–мишеней AF-HPA подвергается 

метаболическому превращению в сильнодействующий ауристатин F, который, сам по себе, 

практически не способен проходить через мембрану клеток [47], что, в свою очередь, 

уменьшает эффект свидетеля.  
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Рис. 13. (A) Cтруктура XMT-1522. (B) Cтруктура AF-HPA [48]. 

Препарат XMT-1522 был включен в фазу I клинического исследования 

(ClinicalTrials.gov, NCT 02952729). Однако, в июле 2018 г. клиническое исследование фазы 

I для XMT-1522 было приостановлено из-за смертельных случаев, возможно связанных с 

его применением, и возобновилось в сентябре 2018 г [71].  

1.2.2.8. Радиационно-чувствительный линкер.  

Опухоли содержат гипоксические области, которые появляются в результате 

формирования патологического кровоснабжения. Вследствие этого развивается 

устойчивость опухолевых клеток к лечению, что стимулирует поиск препаратов, 

повышающих чувствительность опухолей к терапии. Высвобождение лекарства может 

происходить через линкеры, возбуждаемые ионизирующим излучением, которые могут 

выделять токсичные лекарства даже в условиях гипоксии. JM. Quintana и др. создали 

линкер, имеющий фрагмент 3,5-диметилбензилового спирта, который подвергается 

удалению при радикальном гидроксилировании, инициируемом клинически значимыми 

дозами рентгеновского облучения в условиях гипоксии (таблица 1, структура 23). Как 

показали авторы, это приводит к более чем 50% локализованному высвобождению MMAE 

и >2000-кратному увеличению цитотоксичности препарата. Общая конструкция линкера 

обеспечивает гибкость как в плане присоединения к транспортной молекуле, так и к 

полезной нагрузке и обещает широкое применение в терапевтических целях при лечении 

гипоксических опухолей [49]. Fu Q и др. предложили использовать 3,5-

дигидроксибензилкарбамат в качестве группы, реагирующей с гидроксильными 
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радикалами, генерируемыми облучением. Гидроксилирование осуществляется в пара/орто-

положении с последующим 1-4- или 1-6-элиминированием и высвобождает 

функциональную молекулу. Однако скорость высвобождения лекарства определяется 

интенсивностью ионизации с учетом максимальной дозы радиации, которую может 

переносить облучаемый орган [72].  

Quintana JM. и др. использовали биоортогональный подход для конъюгации MMAE и 

доксорубицина с Cys-34 бычьего сывороточного альбумина или с антителами к рецептору 

эпидермального фактора роста (αEGFR mAb). При этом было предложено использовать 

линкеры, возбуждаемые ионизирующим излучением [49]. На рис. 14 представлены 

структуры малеимидных производных и конъюгата с альбумином. 

 

Рис. 14. A) Пролекарство, состоящее из 3,5-диметилоксибензилового спирта (DMBA) 

с саморазрушающимся линкером (SIL) и малеимидным якорем и MMAE; Б) Структура Alb-

DMBA-SIL-MMAE [49] 

Были синтезированы четыре конъюгата: Alb-DMBA-SIL-MMAE, Alb-DMBA-SIL-

DOX, αEGFR mAb-DMBA-SIL-MMAE и αEGFR mAb-DMBA-SIL-DOX. Достигнутая 

степень модификации альбумина 0,12 молекулы ММАЕ, а в случае антитела - 5,6 молекулы 

ММАЕ.  

В условиях гипоксии опухолей рентгеновские лучи ионизируют молекулы воды в 

опухолевой ткани, образуя гидроксильные радикалы, которые активируют триггеры 

элиминирование диметоксибензилового спирта (DMBA) и высвобождают лекарственного 

средства. Эксперименты по тестированию способности расщепления линкера с облучением 

in vitro показали, что при дозе облучения 8–16 Гр может высвободиться 60–77% молекул 

лекарства. В экспериментах по цитотоксичности конъюгатов в отношении линии клеток 

анапластической карциномы щитовидной железы, плоскоклеточного рака полости рта, 

аденокарциномы толстой кишки и рака поджелудочной железы, которые обладают высокой 

устойчивостью к традиционной химиотерапии и лучевой терапии, было обнаружено, что 
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Alb-DMBA-SIL-MMAE обладает чрезвычайно низкой токсичностью в отсутствие радиации. 

Однако при облучении дозой 8 Гр он может высвободить 52 ± 9% MMAE и достичь такой 

же цитотоксичности, как и свободный MMAE. Это приводит к полному нарушению 

динамики микротрубочек раковых клеток. Конъюгаты mAb-DMBA-SIL-DOX и mAb-

DMBA-SIL-MMAE подвергали такому же анализу in vitro, и полученные результаты были 

аналогичны. Этот новый метод конъюгации может значительно снизить системную 

токсичность лекарства, но для клинического применения используемая доза облучения 8-

16 Гр считается относительно высокой [49].  

1.2.3. Нерасщепляемые линкеры 

В случае терапевтических конъюгатов, содержащих нерасщепляемые линкеры, 

отсутствует проблема нестабильности конструкции в плазме крови. После фагоцитоза 

терапевтическая конструкция попадает в лизосому, и, под действием различных 

гидролитических ферментов, белок-носитель полностью разрушается, высвобождая 

полезную нагрузку и убивая клетки-мишени. 
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Таблица 2. Противоопухолевые конъюгаты ауристатинов с молекулами белка, созданные с использованием нерасщепляемых 

линкеров  

Название Структура Белок 

Соотно

шение 

препара

т/антит

ело 

Мишень  
Статус 

исследования 

Лит. 

Ист. 

Депатукс

изумаб 

мафодоти

н   

1. 

 

Депатуксизума

б (IgG1 против 

EGFRvIII). 

4 Глиобластома. 

Клинические 

исследования 

фазы III, 

остановлено в 

2019. 

  

[21] 

Белантам

аб 

мафотоди

н 

Blenrep® 

 

Моноклональн

ое 

афукозилирова

нное антитело 

IgG1afuc 

против BCMA.  

4 Множественная миелома.  
Одобрен в 

2020. 
[21] 

h1F6-

mcMMAF 
 

Антитело h1F6 

против CD70. 
4/8 

ГлиобластомаDBTRG05-MG, 

почечно-клеточный рак 786-O, 

Caki-1, UMRC-3. 

In vitro, in vivo 

(мыши). 
[73] 

-  

Гуманизирован

ные 

моноклональн

ые антитела 

IgG1каппа. 

4 - 

Исследование 

конформацион

ных изменений. 

[59] 

Trastuzum

ab-Mal-

AF 

2. 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2). 

2,5 – 2,7 
Рак желудка с (NCI-N87) и рак 

молочной железы, (JIMT-1). 

In vitro, 

in vivo (мыши). 
[74] 
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TRA-

DBM-

MMAF и  

IGNX-

DBM-

MMAF 

3. 

 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2) и 

новое антитело 

против CD98. 

4 

Kарцинома молочной железы 

человека BT474, карцинома 

легких H446,  опухоль яичника 

человека SKOV3. 

In vitro. [75] 

NGM–

MMAE–

ADC 

4. 

 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2). 

4 
рак молочной железы SK-BR-3 и 

MCF-7. 
In vitro. [67] 

- 

 

 

5. 

 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2),  

Цетуксимаб, 

(антитело 

против EGFR). 

4 

рак молочной железы SK-BR-3, 

MCF-7 и MDA-MB-468 

 

рак легких HCC827.  

In vitro, 

in vivo (мыши). 
[76] 

а) CC49-

VS-

MMAE  

б) CC49-

Br-

MMAE,  

в) CC49-

mal-

MMAE 

6. 

 

Мышиное 

моноклонально

е антитело 

CC49 против 

TAG72. 

а) 2,3  

б) 10  

в) 9,5 

аденокарцинома яичника 

OVCAR3. 

In vitro, 

in vivo (мыши). 
[77] 
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ARX788  

7. 

 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2). 

1,9 

Рак молочной железы человека 

(SK-BR-3 RRID:CVCL_0033, 

HCC1954 

RRID:CVCL_1259, BT-474 

RRID:CVCL_0179, MDA-MB-453 

RRID: 

CVCL_0418, RRID MDA-MB-

175: CVCL_1400, RRID MCF-7: 

CVCL_0031, MDA-MB-231 

RRID: CVCL_0062 и MDA-MB-

468. 

RRID:CVCL_0419,  

RRID:CVCL_2077), рак легких 

(Calu-3 RRID:CVCL_0609), 

рак яичников (SKOV-3 

RRID:CVCL_0532 и OVCAR-3 

RRID: 

CVCL_0465); рак желудка (NCI-

N87 RRID:CVCL_1603).  

In vitro, 

in vivo (мыши) 

 

[78] 

 

  

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2) 

1,9 

Солидные опухоли (опухоли со 

сверхэкспрессией HER2, включая 

рак молочной железы, желудка, 

толстой кишки, поджелудочной 

железы и яичников). 

Доклинические 

исследования | 

Фаза I. 

[79][

80] 

 

10-MMAF 

8. 

 

IgG1 против 

Her2. 

Модифицирова

нное 

последовательн

остью Phe-Cys-

Pro-Phe в С-

1 Рак молочной железы BT474 In vitro. [81] 
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концах 

тяжелых цепей  

Trastuzum

ab HC136-

MMAF 

9. 

 

IgG1 против 

Her2. 

модифицирова

нное  

параазидомети

л-L-

фенилаланино

м 

1,2 – 1,9 Рак молочной железы SKBR3. In vitro. [82] 

89Zr-

trastuzuma

b-Lx-AF 

10. 

 

Tрастузумаб 

(антитело IgG1 

против Her2) 

2,5 – 2,7 
Рак желудка с (NCI-N87) и рак 

молочной железы, (JIMT-1). 

In vitro, 

in vivo (мыши). 

[74][

83] 
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Нерасщепляемый линкер первого поколения состоит из малеимид-капроила 

привязанного к ауристатину и случайным образом конъюгирующего с белком-носителем 

за счет малеимидной группы (таблица 2, структура 1). Этот линкер был использован для 

создания таких ADC, проходящих клинические испытания, как Депатуксизумаб 

мафодотин и Белантамаб мафотодин [21][59][73]. 

Из-за отсутствия сосудистого распределения внутри опухолей препараты ADC, 

использующие антитела в качестве носителей, часто сталкиваются с проблемами малого 

проникновения в опухолевые ткани и гетерогенного распределения лекарств в организме 

[84]. Следовательно, использование более мелких таргетных носителей для улучшения 

распределения лекарственного средства внутри опухолей важно для повышения его 

эффективности in vivo.  

Однодоменные антитела (нанотела) представляют собой фрагменты антител с меньшей 

молекулярной массой, не содержащие в своей последовательности остатков цистеина. К 

первичной последовательности такого однодоменного антитела можно добавить один (или 

несколько) цистеинов для достижения специфического связывания с молекулами 

лекарственного средства с использованием химии тиол-направленной конъюгации. Однако 

эта стратегия часто сталкивается с проблемами быстрого почечного клиренса и короткого 

времени циркуляции в организме, поскольку получаемые в рамках стратегии конструкции 

имеют массу меньше, чем пороговая молекулярная масса клубочкового фильтра почек.   

Среди однодоменных антител возможно создание так называемыхх аффител. Аффитела 

к сывороточному альбумину человека обладают чрезвычайно высоким сродством к 

сывороточному альбумину человека и могут продлевать период полураспада нанотел in 

vivo [85].  

Wen Y и др. совместили ауристатины, малеимидокапроильный линкер и аффитела в 

одной конструкции. Они присоединили радиоактивно меченную последовательность Met-

His-Glu-His-Glu на N-конец белка, состоящего из фрагмента антитела, аффинного к Her2 

(ZHER2:2891) и альбумин-связывающего домена (ABD). Затем гибридный белок-носитель 

использовали для конъюгации малеимидокапроильными производными ауристатинов mc-

MMAE и mc-MMAF (рис. 15). Все полученные таким образом конъюгаты показали сильное 

сродство к альбумину. В экспериментах по токсичности in vitro на клетках рака яичников с 

высокой экспрессией HER2 и клетках рака легких со средней и низкой экспрессией HER2 

было обнаружено, что ZHER2-ABD-mcMMAF является наиболее эффективной 

терапевтической конструкцией, чем ZHER2-ABD-mcMMAE.  
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Рис.15. Структура терапевтических конструкций ZHER2-ABD-mcMMAF и ZHER2-

ABD-mcMMAE [65].  

В экспериментах in vivo на мышах с ксенотрансплантатами клеток рака яичников 

конструкт ZHER2-ABD-mcMMAF показал наибольшую эффективность. Он ингибировал 

рост опухоли и значительно продлевал выживаемость при полном ответе на лечение в 50%, 

при этом не наблюдалось никаких токсических поражений печени и почек. Хотя ZHER2-

ABD-mcMMAE имел меньшую эффективность по сравнению с аналогом, содержащим 

MMAF, он демонстрировал более высокое накопление в опухолевой ткани, и, при этом, 

проявлял меньшую токсичность. Это связано с тем, что использование нерасщепляемого 

линкера, не является эффективным в случае ММАЕ [12]. Недостатком всех трёх 

терапевтических конструкций был значительный почечный клиренс. Это означает, что 

схемы лечения с использованием этих лекарств, по сравнению с препаратами, 

конъюгированными с иммуноглобулинами, требуют более высокой частоты приема и более 

высоких доз лекарств [65]. 

Albone E.F. и др. использовали PEG2 вместо гексановой кислоты для связывания 

MMAF с малеимидной функцией (таблица 2, структура 2). Такая конструкция 

специфически конъюгирует с двумя свободными тиоловыми группами химерного антитела 

кролика и человека [86].  

Чтобы улучшить гомогенность при присоединении полезной нагрузки к антителу, 

Behrens C. R. и др. использовали диброммалеимид вместо малеимида (таблица 2, структура 

3), достигаемая при этом степень модификации антитела была равна 4 [75]. Nunes J.P.M. и 

др. использовали тот же функциональный фрагмент для присоединения полезной нагрузки 

к антителу, но при этом они внедрили в состав линкера фрагмент PEG12. Это позволило 

авторам добиться повышения растворимости модифицированного линкером MMAE в воде 

(таблица 2, структура 4) [67]. Эти авторы также обнаружили, что гидролиз in vitro 

дитиомалеимидного конъюгата с антителом до тиол-стабилизированной малеаминовой 

кислоты может предотвратить диссоциацию по механизму обратной реакции Михаэля. Это 

может дополнительно улучшить стабильность ADC in vivo.  
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Huang R и др. [76] использовали фрагмент N-фенилдивинилсульфонамида в качестве 

связывающего звена с антителом (таблица 2, структура 5). Этот фрагмент был 

предварительно присоединен посредством реакции Хьюсгена с MMAE, 

функционализированным этиленгликолиевым мостиком с азидогруппой на конце. Авторы 

использовали три типа мостиков, находящихся между N-фенилдивинилсульфонамидом и 

тройной связью, подвергающейся циклоприсоединению по Хьюсгену. Как выяснилось, 

линкер, содержащий фрагмент (c) (таблица 2, структура 5) не обеспечивает достаточной 

устойчивости при хранении и достаточной гомогенности ADC при присоединении к 

цетуксимабу, хотя все синтезированные авторами ADC продемонстрировали хорошую 

эффективность в отношении HER2 и EGRF – положительных раковых клеток.  

Minnix М. и др. разработали три типа линкеров для присоединения MMAE к антителу, 

направленному на гликопротеин TAG72 (таблица 2, структура 6): винилсульфон, 

бромацетамид и малеимид. Эти линкеры соединялись с восстановленной дисульфидной 

связью шарнирной области антитела давая степень модификации 2,3, 10 и 9,5 

соответственно. Эксперименты in vivo и in vitro показали, что, период полураспада ADC, 

содержащего гидролизуемый малеимидный линкер, намного короче, чем в случае двух 

других, более стабильных линкеров. Кроме этого, ADC, образованное с помощью этого 

линкера, оказывало меньше влияния на скорость роста опухоли и выживаемость [77]. 

Skidmore L и др. использовали короткий и нерасщепляемый линкер гидроксиламин-

ПЭГ4 для соединения N-конца MMAF и специфического аланинового сайта 

рекомбинантного антитела для создания гомогенного ADC со степенью модификации 

полезной нагрузкой, равной 2 (таблица 2, структура 7). Как было показано, этот линкер 

обеспечивает высокую стабильность препарата ADC в плазме крови, не влияя на активность 

рекомбинантного антитела in vivo [78]. 

Zhang C. и др. [81] разработали последовательность из четырех аминокислот (Phe-

Cys-Pro-Phe), названную «π-зажим». Этот пептид может избирательно модифицировать 

перфторированную ароматику за счет имеющегося в его составе цистеина. Специфичность 

сайта модификации в этом случае опосредована возможностью образования стеккинг-

взаимодействия перфторированной ароматики и ароматических аминокислот. Данная 

стратегия позволяет селективно модифицировать один остаток цистеина в белках, 

содержащих множество эндогенных остатков цистеина, тем самым обеспечивая сайт-

селективную конъюгацию (таблица 2, структура 8). При этом, сайт-специфические 

конъюгаты антитело-лекарственное средство синтезируются без нарушения сродства 

антитела к мишени. 
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Для достижения хорошей гомогенности ADC, Zimmerman E. S. и др. предложили 

использовать не катализируемое медью азид-алкиновое циклоприсоединение с 

применением таких неприродных аминокислот, как п-азидо-L-фенилаланин или п-

азидометил-L-фенилаланин и MMAE, несущего фрагмент дибензоциклооктана на 

нерасщепляемом линкере (таблица 2, структура 9). Авторы синтезировали трастузумаб, 

содержащий 4 молекулы полезной нагрузки. При этом, авторами была предложена 

платформа для ферментативного синтеза антител, несущих неприродные азид-содержащие 

аминокислоты. В целом, этот метод обеспечивает быстрое массовое производство 

однородных ADC [82]. 

Merkul E и др. предложили стратегию, основанную на высоком сродстве Pt (II) к N и 

S-электронодонорным соединениям, в том числе и белкам [74]. Они предложили 

использовать катионный металлоорганический линкер на основе PtII [этилендиамин 

платина(II)]2+ («Lx»®). В этой стратегии одна из связей Pt-Cl заменяется на N-гетероцикл, 

связанный с полезной нагрузкой (например, пиперидин), а вторая такая связь заменяется на 

взаимодействие Pt с остатками His, Met или Cys в составе белка (таблица 2, структура 10). 

Благодаря наличию положительно заряженного центра Pt (II) растворимость в воде 

линкерного фрагмента повышается по сравнению с аналогичными конструкциями без Lx. 

В присутствие тиомочевины удаётся добиться селективной конъюгации по остаткам 

гистидина на белке. Однако, в изначальном виде эта стратегия имела низкий выход 

конечного продукта конъюгации. Авторы улучшили выход реакции с помощью добавки 

иодида натрия, сделав анион I- уходящей группой при замещении возле Pt (II) [87].  

Из-за отсутствия сосудистого распределения внутри опухолей препараты ADC, 

использующие антитела в качестве носителей, часто сталкиваются с проблемами малого 

проникновения в опухолевые ткани и, как следствие, малого накопления в них [84]. 

Следовательно, использование более мелких таргетных носителей для улучшения 

распределения лекарственного средства внутри опухолей важно для повышения его 

эффективности in vivo.  

Команды Wen Y и Xenaki KT [65][85], разработали в качестве носителя для ауристатинов 

гибридный белок, который содержит нанотело-аффибоди человеческого эпидермального 

фактора роста (Her2) и аффибоди к альбуминсвязывающиму домену (ABD). С-конец 

носителя снабжен одним цистеином для селективного присоединения лекарств. После 

инъекции, благодаря сродству ABD к альбумину, слитый белок быстро связывается с 

сывороточным альбумином (рис.16). За счет этого продлевается период полувыведения и 

удается избежать клубочковой фильтрации.  
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Xenaki KT и др. генетически объединили нанотело 11A4, нацеленное на HER2, с 

альбумин-связывающим доменом (ABD), который содержит свободный цистеин на С-

конце и структурный фрагмент, позволяющий избежать почечного клиренса. Они также 

разработали катионный металлоорганический линкер на основе Pt(II) (Lx) для замены 

малеимида при связывании гидрофобных молекул ауристатина F (AF) с носителем. Два 

конъюгата с соотношениями лекарство : антитело, равными 1, 11A4-ABD-mal-AF и 11A4-

ABD-Lx-AF, были синтезированы и протестированы на токсичность по отношению к 

опухолевым клеткам in vivo и in vitro.  

 

Рис. 16. Схематическое изображение конструкции 11A4-ABD нанотело [85].  

В экспериментах in vitro оба конъюгата интернализовались клетками BT-474 и NCI-87, 

экспрессирующими HER2, демонстрируя специфическое связывание с мишенями в 

наномолярном диапазоне концентраций. В исследовании эффективности на HER2-

положительных клетках рака желудка человека, трансплантированных мышам, 

эффективность, достигнутая после однократной внутривенной инъекции с дозой 250 

нмоль/кг в случае 11A4-ABD-mal-AF или 11A4-ABD-Lx-AF была сопоставима. При этом у 

мышей наблюдалась стойкая ремиссия опухоли в течение 124 дней. В контрольной группе 

(конъюгаты, не содержащие ABD) возобновление роста опухоли наблюдалось с 10-го дня 

после лечения 11A4-mal-AF или 11A4-Lx-AF [85].  

Использование нерасщепляемого линкера предъявляет более строгие требования к 

лекарственным средствам, гарантируя, что высвобождаемые производные лекарственного 

средства также будут обладать значительной цитотоксичностью. Из-за недостаточной 

клеточной проницаемости заряженных аминокислотных придатков ADC, содержащие 
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нерасщепляемые линкеры, обычно не могут оказывать эффект свидетеля, поэтому область 

применения ограничена, в основном для лечения рака крови или опухолей с высокой 

экспрессией антигена, и скорость высвобождения препарата относительно низкая. 

1.3. Введение в метод бор-нейтронозахватной терапии. 

Идея бор-нейтронозахватной терапии (БНЗТ) впервые возникла в 1936 году под 

авторством Гордона Лочера [88]. Основной принцип БНЗТ заключается в том, что пациенту 

вводят борсодержащий препарат, соединения бора который способен накапливаться в 

опухолевых клетках, а затем участок опухоли облучается пучком нейтронов. После захвата 

нейтрона 10B он превращается в 11B, а нестабильный 11B быстро распадается. В результате 

реакции могут высвободиться α-частицы (4He) и ядра 7Li в возбужденном состоянии (6,3%, 

общая энергия 2,79 МeV) или ядра 7Li в основном состоянии (93,7%, полная энергия 2,31 

МeV). Гамма-фотон с энергией 0,48 МэВ генерируется в процессе возвращения из 

возбужденного состояния в основное [89]. Полная реакция показана на рис. 17:   

 

Рис. 17. Схема ядерной реакции при захвате нейтрона ядром 10B [90].  

Особенно метод БНЗТ важен в случае гипоксических раковых клеток, так как они 

обычно не чувствительны к рентгеновским, гамма- или электронным лучам, используемым 

в традиционной лучевой терапии [91].  

Основным источником радиационного эффекта при БНЗТ являются альфа-частицы, 

обладающие высокой линейной передачей энергии (ЛПЭ). Они проходят в ткани 

расстояние от 50 до 100 микрон, что соответствует диаметру клетки. Кроме этого 

происходит генерация активных форм кислорода. Все вместе приводит к непоправимым 
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двухцепочечным разрывам ДНК, и, как следствие, к остановке клеточного цикла с 

последующей митотической гибелью клеток, апоптозом или некрозом [92][93]. Поскольку 

сечение захвата нейтронов атомами бора много больше, чем у атомов, максимально 

представленных в организме (водорода, азота, углерода и фосфора), можно подобрать 

безопасную дозу облучения[90]. 

1.3.1. Проблема доставки бора в опухолевую ткань. 

Борсодержащими агентами первого поколения были борная кислота, бура и 

пентаборат. Первое клиническое применение БНЗТ было осуществлено в 1951 году для 

лечения глиомы с использованием тетрабората натрия, не обладающего хорошей 

селективностью в отношении раковой ткани, в силу чего, не было достигнуто большого 

успеха и было много побочных эффектов[89][94]. Недостаточное накопление в опухолевых 

клетках делает эти агенты непригодными для использования в клинических условиях. 

Второе поколение борсодержащих препаратов было представлено производными 

фенилаланина, такими 4-дигидроксиборофенилаланин (БФА) и тиол-додекаборат натрия 

(BSH) (рис. 18).  

 

Рис. 18. Структура молекул борфениланина и боркаптата натрия. 

Эти препараты обладают большей избирательностью, чем препараты первого 

поколения, и до сих пор применяются в клинических исследованиях и для лечения 

периферических опухолей, таких как такие как глиобластома, опухоли головы и шеи, 

меланома, рак легких, колоректальный рак и рак печени [95][96][97][98][99][100]. 

Например, препарат Стеборонин® (комбинация BPA и D-сорбита) был одобрен в Японии 

в марте 2020 года для лечения рака головы и шеи. Однако, в случае применения этих 

терапевтических агентов и их аналогов существует ряд проблем, связанных, прежде всего 

с недостаточной селективностью накопления в опухоли, невозможностью поддержания 

высокой концентрации бора в опухоли во время нейтронного облучения после однократной 

инъекции [96][101].  

Для достижения успешного лечения с помощью БНЗТ существует острая 

необходимость разработки и синтеза препаратов бора с достаточной селективностью к 

опухоли [102]. На грамм опухоли необходимо доставить примерно 20–50 мкг 10B 
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(приблизительно 109 атомов/клетку). Соотношения концентрации опухоль/нормальная 

ткань (T/N) и опухоль/кровь (T/B) должно быть выше чем 3:1. А также должны соблюдаться 

минимальная системная цитотоксичность и быстрый клиренс из крови и нормальных 

тканей; устойчивость препарата в физиологических условиях, низкая цитотоксичность без 

облучения. 

Чтобы преодолеть недостатки BPA и BSH, было предпринято несколько стратегий: 

1) модификация бором низкомолекулярных соединений 

аминокислот[102][103][104][105].  

2) модификация бором углеводов [106][107][108][109];  

3) модификация бором нуклеиновых кислот [110][111][112][113]; 

4) модификация бором порфиринов и их аналогов 

[114][115][116][117][118][119]; 

5) модификация бором пептидов [120][121][122]; 

6) модификация бором липопептидов [123][124]; 

7) модификация бором наночастиц [125][126][127][128][129][130][131]; 

8) модификация бором липосом [132][133][134][135]; 

9) модификация бором белков 

[136][137][138][139][140][141][142][143][144][145][146][147][148]. 

Дальнейшая часть обзора будет посвящена описанию борсодержащих 

конструкций на основе белков.  

1.3.2. Борированные моноклональные антитела 

На поверхности раковых клеток находится большое количество антигенов. 

Благодаря механизму связывания со специфическими рецепторами моноклональные 

антитела широко используются для улучшения нацеливания лекарств на раковые клетки и 

снижения системной токсичности медикаментозного лечения. Продемонстрировано, что, 

при использовании в качестве агентов доставки бора, моноклональные антитела могут 

обеспечить высокое поглощение бора  раковыми клетками [136][137]. 

Цетуксимаб представляет собой химерное моноклональное антитело IgG1, которое 

способно связывать эпидермальный фактор роста EGFR и, тем самым, замедлять рост 

опухоли блокируя рецептор для связывания с эндогенными лигандами. Клеточный 

макропипоз, опосредованный EGFR может значительно увеличить возможность абсорбции 

бора. Цетуксимаб подходит в качестве носителя при создании терапевтическиз средств для 

БНЗТ при лечении метастатических видов рака, таких как колоректальный рак, рак легких, 
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рак головы и шеи. Rondina A и др. в своей работе разработали мутантные антитела на основе 

цетуксимаба, имеющие в своём составе фенилборную, п-толуолборную и 

циклопентилборную кислоты (рис.19). Компьютерное моделирование показало, что 

специфичность, а также структура и функции боросодержащих антител полностью 

сохраняются, таким образом, они обладают двойной противоопухолевой активностью, как 

химиотерапевтические препараты, и как непосредственные участники лучевой терапии 

[137]. 

 

Рис. 19. Борсодержащие фрагменты в составе цетуксимаба [137].  

В рамках работы [136], авторами был использован пептид Z33, который может 

эффективно связываться с доменом Fc цетуксимаба. Этот пептид был модифицирован по 

остатку цистеина малеимидным производным BSH. Авторы показали, что конъюгат Z33 и 

BSH (Z33-DB) может легко образовывать с антителом комплекс, способный нацеливаться 

на целевой рецептор на мембране раковой клетки (рис. 20). Авторы предположили, что при 

этом может произойти активация рецептора EGFR и индукция макропиноцитоза. Тем 

самым может быть значительно увеличено эффективное поглощение комплекса Z33-DB-

антитело. В результате, эксперименты БНЗТ in vitro продемонстрировали токсичность 

конструкции по отношению к эпидермальным раковым клеткам человека A431 [136]. 
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Рис. 20.  EGF активирует EGFR-индуцированный клеточный макропиноцитоз, что 

приводит к эффективному клеточному поглощению конъюгатов Z33-DB [136]. 

Kuthala N и др. [138] создали наночастицы из фосфата бора (10BPO4), а затем 

модифицировали их поверхность полиакриловой кислотой и антителами к EGFR. В 

результате получились частицы анти-EGFR-10BPO4, обладающие улучшенной 

диспергируемостью в водной среде, высоким содержанием 10B и способностью 

нацеливания на раковые клетки. Эксперименты in vitro в условиях нейтронного излучения 

показали, что наночастицы обладают в два раза более высокой эффективностью 

уничтожения раковых клеток, чем свободный BPA. В экспериментах in vivo наблюдалось, 

что наночастицы накапливались в больших количествах в опухоли головы и шеи, при этом 

соотношение опухоль/кровь достигало 4,27. Кроме того, они обладали хорошей 

биосовместимостью. В экспериментах in vivo было достигнуто двухкратное увеличение 

выживаемости мышей, имеющих рак головы и шеи, обработанных анти-EGFR-10BPO4 

частицами, по сравнению с таковыми, получавшими BPA-F. Так же было показано 

уменьшение вероятности рецидива опухолей.  

В целом, стратегия использования антител для создания БНЗТ препаратов является 

перспективной. Но сами антитела обладают и рядом недостатков: иммуногенность, 

большая стоимость, проблемы, связанные с хранением препаратов. 

 

1.3.3. БНЗТ-препараты на основе альбумина 

Человеческий сывороточный альбумин является наиболее распространенным 

переносчиком разнообразных веществ в плазме крови и обладает хорошей 

биосовместимостью, биоразлагаемостью и низкой иммуногенностью, устойчивостью при 

хранении в сухом виде и в растворах. Он широко применяется для создания конструкций, 

транспортирующих противораковые лекарства (паклитаксел, доксорубицин, цисплатин, 

платина, гемцитабин, метотрексат, олапариб, дазатиниб и т. д.).  
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Рис. 21. 1) Взаимодействие наночастиц альбумина со SPARC и рецепторами gp 60 

[139]. Вставка - структура человеческого сывороточного альбумина (PDB ID: 6M4R) 

Длительное время циркуляции терапевтических конструкций на основе альбумина 

дает возможность для пассивного накопления препарата в злокачественных опухолях 

благодаря сосудистым дефектам солидных опухолей. Феномен, известный как эффект 

повышенной проницаемости и удерживания (накопления) (EPR-эффект) [140]. Кроме того 

накопление конъюгатов альбумина с лекарственным препаратом в опухолевых клетках 

может быть обусловлена трансцитозом в интерстициальное пространство опухоли, 

который инициируется связыванием альбумина с албондином (gp60 рецептор) с 

последующим взаимодействием с другим вектором – рецептором SPARC (Secreted Protein 

Acid and Rich in Cysteine, кислый секретируемый белок, богатый цистеином) [139][141]. 

Таблица 3 Основные типы линкеров, предназначенные для связывания клозо-

додекабората с альбумином. 

Структура Бел

ок 

Цель Ми-

шень 

Доза 

(мг 
10В/кг 

DAR* Ссы

лка 

 

BSA Воздействие на 

опухоль in vivo 

Связывание in situ 

Рак 

толсто

й 

кишки 

7,5 - 

30 

3 [142

] 
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*DAR – степень модификации белка 

 

Команда Nakamura H. синтезировала функционализированный малеимидом клозо-

додекаборат (Таблица 1, структура MID), который может эффективно конъюгировать с 

альбумином через остаток цистеина. Однако, как показали авторы, при конъюгации могут 

так же быть задействованы и остатки лизина.  

По сравнению с комплексами 1,4-диоксан-о-додекановой кислоты (Таблица 1, 

соединение 1) и изотиоцианат-функционализированными околододеканоатными эфирами 

(Таблица 1, структура ISD), у MID самая высокая эффективность конъюгации с BSA 

[144,[143]. Конъюгат MID-BSA эффективно накапливался в опухолях колоректального рака 

у мышей, тогда как концентрация была ниже в печени, почках и селезенке [143]. При этом 

была задействована доза 30 мг[B]/кг. В работе [142] было показано, что в условиях 

нейтронного облучения конъюгат BSA-MID, получаемый in situ, вызывает значительное 

торможение роста колорекрального рака уже при дозе 7,5 мг[B]/кг. Как выяснилась, эта 
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доза попадает в хорошо переносимый диапазон доз. В работе [145], где исследовалась 

переносимость препарата BSA-MID на мышиной модели, содержащей химически 

индуцированный рак полости рта, препарат вызывал очевидную токсичность при дозе 30 

мг[B]/кг, а уже при дозе 15 мг[B]/кг препарат оказывал ингибирующее действие на рак 

полости рта и не имея очевидной токсичности. Было так же показано, что соотношение 

препарата опухоль/кровь остается ниже 1 через 12 часов. Авторы полагают, что 

инъекционная токсичность и высокие концентрации бора в крови связаны со 

злокачественностью опухоли и микроокружением различных опухолей и зависят от 

конкретной опухолевой модели.  

Подобно взаимодействию BSA с MID, HSA и MID также имеют высокую скорость 

конъюгации. Эффективное накопление HSA-MID в опухоли было достигнуто у мышей с 

колоректальным раком (23 ppm – в опухоли при 3-8 ppm в печени и почках). Таким образом, 

HSA-MID так же является перспективным носителем бора для БНЗТ [143]. 

Чтобы снизить общую инъецируемую дозу препаратов альбумина с клозо-

додекаборатом, была предложена стратегия конъюгации борсодержащих пролекарств с 

альбумином in situ. Кроме MID, связывающегося с альбумином in situ ковалентно [142], был 

предложен 4-иодфенилбутанамид BC-IP (Таблица 1), связывающийся с HSA нековалентно 

[146]. По сравнению с MID, препарат BC-IP имеет более сильное сродство к HSA (степень 

модификации достигает около 3,5). Без нейтронного облучения он обладает чрезвычайно 

низкой токсичностью для линий опухолевых клеток. Используя мышиную модель с 

глиобластомой человека U87MG и дозу 15 мкг[B]/г, авторы достигли более сильного 

накопления опухоли, по сравнению с MID (11 мкг[B]/г в опухоли через 3 часа после 

внутривенной инъекции) и более низкого накопления в крови, легких и почках (менее 5 

мкг[B]/г).  

Другой стратегией, нацеленной на улучшение накопления борсодержащих препаратов 

на основе альбумина в опухолях, в том числе в опухолях головного мозга, является 

модификация конструкции cRGD-пептидом, нацеленным на интегрин. Команда [144] 

синтезировала cRGD-MID-BSA. Флуоресцентная визуализация меченного Cy5 cRGD-MID-

BSA in vivo показала, что cRGD усиливает опухолеспецифическое накопление и удержание 

конъюгата в моделях ксенотрансплантатов CT26 и U87MG вживленных мышам. После 

нейтронного облучения наблюдалось значительное торможение роста опухоли. Никаких 

неблагоприятных побочных эффектов не наблюдалось в течение как минимум 18 дней 

после БНЗТ.  
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Впоследствии, в другой работе этой же команды [147], была проведена конъюгация 

cRGD-MID с сывороточным альбумином человека (HSA) и изучен противоопухолевый 

эффект cRGD-MID-HSA на модели опухоли головного мозга крысы F98. Исследования in 

vivo показали, что cRGD-MID-HSA может проникать через гематоэнцефалический барьер 

и накапливаться в опухолях головного мозга. Если сравнивать с таким золотым стандартом 

БНЗТ, как борфенилаланин, время удерживания этих препаратов оказалось больше, а 

концентрация в здоровой ткани головного мозга ниже. Это может уменьшить повреждение 

здоровой ткани головного мозга во время проведения БНЗТ. Так или иначе, наблюдалась 

длительная выживаемость у крыс после лечения БНЗТ с использованием cRGD-MID-HSA. 

Но стоит упомянуть, что, как и другие конструкции с MID, конъюгат с cRGD имеют 

высокую концентрацию в крови [144]. Авторы полагают, что это можно объяснить 

перемещением конструкции из кровеносных сосудов через щель между эндотелиальными 

клетками и это не должно вызвать серьезных побочных эффектов. В отличии от препаратов 

на основе альбумина, низкомолекулярные препараты бора просачиваются из кровеносных 

сосудов через эндотелиальные клетки в здоровую ткань, поэтому, высокие концентрации 

бора в крови в случае использования низкомолекулярных препаратов могут вызвать 

серьезное повреждение кровеносных сосудов. 

Ранее, наши коллеги [148] усовершенствовали метод связывания молекул 

борсодержащих производных с HSA (Таблица 1, структуры B12H11mal и TTFA). Авторы 

модифицировали остатки лизина HSA тиолактоном гомоцистеина, который способен при 

раскрытии тиолактонового кольца за счет реакции ацилирования высвобождать 

дополнительные тиоловые группы. Таким образом, Cys-34 белка может быть задействован 

под присоединение флуоресцентной метки, а дополнительные тиоловые группы – под 

присоединение малеимидных производных клозо-додекаборана. Кроме этого, наличие в 

структуре тиолактона гомоцистеина аминогруппы позволяет использование структурных 

аналогов тиолактона гомоцистеина, несущих различные метки. Так, авторами данной 

работы был использован N-трифторацетилгомоцистеин, содержащий атомы фтора, 

потенциально полезные для метода МРТ. Кроме того, по остаткам аргинина HSA был также 

введен теноилтрифторацетон (TTFA), и полученный конъюгат был обработан борной 

кислотой. Это еще больше увеличивает количество атомов бора в одной молекуле HSA. 

Согласно этой стратегии, авторам удалось ввести 2,8 остатков клозо-додекабората и, 4,5 

TTFA на одну молекулу белка. Большее содержание бора может позволить снизить дозы 

препарата при инъекции. В исследованиях in vitro конструкция HSA-Cy5-HcyB12H11-TTFA 
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показала умеренную токсичность в отсутствие облучения и резкое увеличение токсичности 

после облучения эпитермальными нейтронами.  

 

1.4. Заключение 

Стратегии, разрабатываемые в настоящее время для адресной доставки ауристатина 

и различных соединений бора в опухолевые клетки, весьма разнообразны. В плане 

присоединения к антителам и альбумину наиболее очевидными модифицируемыми 

остатками белка являются остатки цистеинов. В силу этого, наиболее применяемой 

химической функцией является малеимид. Однако, как показывает практика, малеимидные 

конъюгаты не очень хороши, так как способны разрушаться, будучи еще в плазме крови. 

Таким образом, за последние несколько лет был создан целый арсенал более приемлемых 

способов присоединения к белкам. Стоит отметить, что в плане ауристатинов этот арсенал 

много шире, чем в случае борированных молекул. Впрочем, было бы интересно и вполне 

реально использовать некоторые разработки, созданные для ауристатинов для 

присоединения к белковым носителям кластеров бора. Учитывая разнообразие методов 

присоединения, возможно создание конструкции на основе альбумина или антитела, 

несущей обе эти полезные нагрузки. Такая стратегия будет выигрывать по сравнению с 

одновременным применением двух разных конструкций, одна из которых соденржит 

ауристатин, а вторая – атомы бора, так как у них может быть различная фатмакокинетика и 

фармакодинамика, в следствие чего не получится добиться синэргического эффекта между 

полезными нагрузками. Однако до сих пор данных о таких работах нет. 
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РАЗДЕЛ 2. Экспериментная часть 

2.1. Материалы и методы 

2.1.1. Реактивы 

Человеческий сывороточный альбумин (HSA) приобретён в Sigma–Aldrich Chem. Co. 

(Ст. Луис, США), номер продукта А3784.  

Остальные реактивы так же были закуплены в Sigma-Aldrich (Великобритания), 

кроме тех, о которых сказано отдельно. Во всех экспериментах использовалась вода Milli-

Q с проводимостью более 18 МΩ/см. Фосфатно-буферный физиологический раствор (PBS) 

(10 мМ Na2HPO4, 2 мМ KH2PO4, 137 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, рН 7,3-7,5, Biolot). Пептиды 

MMAF и MMAE были предоставлены Suzhou Jianhua Pharmaceutical Co., Ltd (Суджоу, 

Китай). Сульфо-Cy5 малеимид и Cy7 малеимид были приобретены в ООО ЛюмипробРУС 

(Москва, Россия). 

Органические растворители высушивали и очищали с помощью стандартных 

процедур. 

Гомоцистеин тиолактон, содержащий бис(дикарболлид) комплекс кобальта, 

малеимидные аналоги гемцитабина, в том числе аналог, содержащий остаток клозо-

додекабората были любезно предоставлены сотрудниками ЛОрС ИХБФМ СО РАН.  

Конъюгаты mc-vc-pab-MMAE и mc-vc-pab-MMAF были предоставлены 

фармацевтической компанией Suzhou Jianhua Co., Ltd. (Сучжоу, Китай). 

Клеточные линии MCF7, T98G и U87 были получены из Российской коллекции 

клеточных культур (Российский филиал ЭТКС, Санкт-Петербург, Россия). Клетки MCF7 и 

T98G культивировали в питательной среде IMDM и DMEM с добавлением 10% фетальной 

телячьей сыворотки (FCS), пенициллина (100 000 МЕ/л), стрептомицина (100 000 МЕ/л) и 

амфотерицина B (1 мг/л) во влажной атмосфере. содержащий 5% CO2 при 37 °C. Клетки 

U87 культивировали при 37 °C в 5% CO2 в среде α-MEM, содержащей 10% фетальной 

бычьей сыворотки (FBS), 1 мМ пирувата натрия, 50 ед/мл пенициллина и 100 г/мл 

стрептомицина. 
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2.1.2. Физико-химические методы 

Электронные спектры поглощения были получены на спектрометре UV-1800 

(Shimadzu, Япония). Концентрации растворов альбумина определяли методом поглощения 

при 278 нм, рН = 7,4, используя молярный коэффициент экстинкции в PBS ε = 3,7 × 104 М-

1см-1 [149]. Концентрации растворов конъюгатов альбумина, содержащих флуоресцентный 

краситель Cy5, определяли методом поглощения при 646 нм, рН = 7,4, используя молярный 

коэффициент экстинкции ε = 2,71 × 105 М-1см-1. Концентрации растворов конъюгатов 

альбумина, содержащих флуоресцентный краситель Cy7, определяли методом поглощения 

при 762 нм, рН = 7,4, используя молярный коэффициент экстинкции ε = 1,99 × 105 М-1см-1. 

Спектры поглощения растворов регистрировались в кварцевых кюветах с длиной пути 0,1 

см. 

Спектры ЯМР регистрировали при 25°С в 5-мм ЯМР-ампулах. Химические сдвиги 

(δ) представлены в частях на миллион (м.д.), а константы связи (J) - в Герцах (Гц). 13С ЯМР 

спектр регистрировали на спектрометре DRX-500 (Bruker, Германия, рабочая частота 300,1 

MГц). Химические сдвиги в спектре 13С ЯМР оценены относительно ацетонитрила 1,94 м.д., 

1.32 м.д. 1Н ЯМР спектр регистрировали на спектрометре AV-400 (Bruker, Германия, 

рабочая частота 400,1 MГц), сигналы оценивали относительно ДМСО 2,5 м.д. 19F ЯМР 

спектры регистрировали на спектрометре AV-300 (Bruker, Германия, рабочая частота 282,4 

MГц). В качестве внешнего эталона для химических сдвигов использовался C6F6 (δ 0,00 

м.д.). Кратность каждого сигнала обозначается как с-синглет. Кратность каждого сигнала 

обозначена как: c – синглет, д – дублет, дд – дублет дублетов, т – триплет, к – квадруплет, 

м – мультиплет. 

MALDI TOF масс-спектры белков регистрировали на масс-спектрометре Bruker 

Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Германия) MALDI-TOF в положительном линейном 

режиме. В качестве матрицы была использована 2,5-дигидроксибензойная кислота. 

Образцы белка обессоливали наконечниками ZipTip C4. Образцы пептидов MMAF и 

MMAE, растворённые в тетрагидрофуране, обессоливали наконечниками ZipTip C18. 

Масс-спектры были получены путем усреднения 3000 лазерных снимков. Внешняя 

калибровка обеспечивалась с помощью HSA (m / z 66500 Да, [M + H]+). 

Электрофоретическое разделение белков проводили по методу Лэммли [150]. 

Концентрирующий гель: 5 % AA, 0,13 М трис-HCl (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % PSA, 0,1 % 

TEMED. Разделяющий гель: 7,5 % АА, 375 мМ трис-HCl (pH 8,8), 0,1 % SDS, 0,1 % PSA, 
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0,08% TEMED. Препараты белка смешивали с равным объемом буфера (50 мМ Трис-HCl 

(pH 6,8), 10 % SDS, 10 % глицерин, 0,025% бромфеноловый синий) и наносили на гель. 

Препараты белка смешивали с равным объемом лоадинг буфера, содержащего ДДТ (50 мМ 

Трис-HCl (pH 6,8), 10 % SDS, 10 % глицерин, 0,025% бромфеноловый синий, 10 мМ ДТТ) 

и наносили на гель. Инкубирование препаратов с ДДТ проводилось при 90-95 °С в течение 

5 мин и наносили на гель. Электрофорез проводили в течение 3 ч при 25 °С в буфере, 

содержащем 25 мМ Трис-HCl (pH 8,3), 0.1% SDS, 250 мМ глицин, при 40-80 В в 

концентрирующем геле и 80-110 В в разделяющем геле. Положение белковых зон 

определяли по окраске геля 0.1% CBB G-250 (кумасси бриллиантовый синий).  

Тонкослойную хроматографию выполняли на пластинках DC-Alufolien Kieselgel 

60 F254 (Merck, Германия). В качестве элюента использовали CH2Cl2. Положение на 

пластинах соединений, содержащих аминогруппы, детектировали по образованию 

окрашенных пятен при реакции с нингидрином (0,1% раствор в смеси этанол/ледяная 

уксусная кислота 4:1 (v/v)) при нагревании, а так же использовали иодную камеру. 

Очистку белковых конъюгатов проводили с помощью ультрафильтрационных 

центриконов Millipore объемом 0,5 мл (Amicon Centriprep YM 30, Millipore, Bedford, MA), 

пропускающих молекулы с молекулярной массой менее 3000 Да. Очистку проводили 

двадцатикратным центрифугированием при 9000 оборотов в минуту: десять раз 

центрифугирование проводилось с промывкой продукта 10% раствором ДМСО в PBS, и, 

далее, 10 раз - с промывкой PBS.  

Исследование цитотоксичности модифицированных образцов белка в отношении 

клеточных линий MCF7, T98G и U87 было проведено Захаровой О.Д. (ИХБФМ СО РАН) с 

помощью МТТ-теста [151]. Клетки выращивали до фазы экспоненциального роста и затем 

высевали в 96-луночные планшеты. Концентрация клеток составляла 2000 клеток на лунку. 

Перед обработкой клетки инкубировали в течение 72 часов. После этого их обрабатывали 

средой, содержащей альбумин и его конъюгаты. Концентрации конъюгатов находились в 

диапазоне от 0,02 до 60 мкМ по содержанию белка. Обработку проводили при 37°С в 

течение 72 часов. После этого добавляли МТТ до концентрации 0,5 мг/мл. После инкубации 

при 37°С в течение 2 ч среду удаляли и в каждую лунку добавляли по 100 мкл изопропанола 

для растворения кристаллов формазана. Планшет анализировали с использованием 

микропланшетного ридера Multiscan FC (Thermo Fisher Scientific Corporation) с пиком 

поглощения при 570 нм. В качестве базовой линии использовали интенсивность 
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поглощения при 620 нм. Для каждого образца белка было проведено три независимых теста. 

Данные представлены как средние значения со стандартными отклонениями.  

2.1.3. Синтетические методики 

2.1.3.1. Синтез флуоресцентно меченного альбумина  

Синтез был проведен согласно методике [152]. Раствор HSA (66,5 мг) в буфере PBS 

(1 мл, 1 мМ, 1 мкмоль) смешали с сульфо-Cy5 малеимидом или Cy7 малеимидом, 

растворённым в ДМСО (20 мкл, 0,5 мкмоль). При этом соотношение PBS и ДМСО в 

реакционной смеси было 50:1. Реакция проводилась в течение 18 ч при 37°C, при 

аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. Полученные белковые 

конъюгаты HSA-Cy5 или HSA-Cy7 были очищены от низкомолекулярных примесей 

(молекулярной массой менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon Centriprep 

YM30, Millipore, Белфорд), как описано выше. Выход HSA-Cy5 ~75%. Электронный спектр 

поглощения: λmax 278 нм (ε = (3.70 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 104). Согласно 

методу электронной спектроскопии, степень модификации белка 25%. Масс спектрометрия 

(MALDI-TOF) m/z: измеренные значения MW для образца HSA-Cy5 66500 (соответствует 

исходному HSA) и 67266 Да (соответствует присоединению одной молекулы сульфо-Cy5 к 

HSA, рассчитанное значение MW для сульфо-Cy5 766 Дa). Выход HSA-Cy7 ~90,25%. 

Электронный спектр поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (3.7 ± 0.1) × 104), λmax 650 

нм (ε = (8.3 ± 0.1) × 104). Согласно методу электронной спектроскопии, степень 

модификации белка 42%. Масс спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: измеренные значения 

MW для образца HSA-Cy5 66500 (соответствует исходному HSA) и 67171 Да (соответствует 

присоединению одной молекулы Cy7 к HSA, рассчитанное значение MW для Cy7 671 Дa). 

2.1.3.2. Синтез HSA-Cy5-MMAF 

HSA-Cy5 в PBS (1,429 мл, 0,7 мМ, 1 мкмоль) был смешан с 6,15 кратным избытком 

пептида MMAF (286 мкл, 6.15 мкмоль) растворенным в ДМСО. При этом соотношение PBS 

и ДМСО в реакционной смеси было 5:1. Реакция проводилась в течение 18 ч при 37°C, при 

аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. Полученный белковый 

конъюгат HSA-Cy5-MMAF был очищен от низкомолекулярных примесей (молекулярной 

массой менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, 

Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-Cy5-MMAF ~90%. Электронный спектр 

поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (5.25 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 
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104). MALDI-TOF m/z: расчётное значение MW для HSA-Cy5-MMAF 68596 Да (в него 

включены измеренное значение MW для HSA: 66500 Да и расчётные значения MW для 

остатка сульфо-Cy5: 766 Да, и MMAF: 1330 Да). Измеренное значение MW для HSA-Cy5-

HcyTFAc составило 73916 Да, что соответствует 5 остаткам MMAF присоединенным к 

молекуле HSA-Cy5. 

2.1.3.3. Синтез конъюгатов альбумина с трифторацилированным 

гомоцистеином и полезной нагрузкой (ауристатины MMAF и MMAE, гемцитабин, 

модифицированный клозо-додекабораном) 

Синтез трифторацетата тиолактона гомоцистеина (HTLTFAc)  

К суспензии гидрохлорида DL-тиолактона гомоцистеина (DL-HTL-HCl) (154 мг, 1 

ммоль) в сухом CH3CN (7 мл) добавляли диизопропилэтиламин DIPEA (126 мкл, 1,09 ммоль) 

После растворения добавили ангидрид трифторуксусной кислоты (TFAH) (1,4 мл, 10 ммоль) 

тремя порциями, и при смешивании, используя охлаждение льдом. Смешивали реагенты 

при охлаждении льдом. Реакцию проводили в течение 1 ч. За реакцией следили с помощью 

ТСХ (элюент CH2Cl2). Далее реакционную смесь концентрировали в вакууме, продукт 

реакции экстрагировали 4 раза в органическую фазу в системе диэтиловый эфир / вода (2 

мл/ 2 мл). Растворитель из органической фазы удаляли в вакууме с получением желтоватого 

маслянистого остатка. Маслянистый остаток промыли толулолом и высушили до твердого 

вещества белого цвета. Выход HTLTFAc составил 30,6%. ТСХ (CH2Cl2): Rf = 0,38. 1H ЯМР 

(ДМСО-D6, δ м.д., J в Гц): 8.72 (с, 1H, 5-Н), 4,78 (м, 1Н, 2-Н), 3,55 (м, 1Н, 4α-Н), 3,36 (м, 1Н, 

4β-Н), 2,70 (м, 1Н, 3α-Н), 2,38 (м, 2Н, 3β-Н). 13С ЯМР (CD3CN, δ м.д.): 203,64 (с, 1-С); 159,78 

(кв, J = 33,5 Гц, 6-С); 118 (м, J = 33,5 Гц, J = 290,8 Гц, 7-С); 69,57 (с, 2-С); 43,19 (c, 4-C); 

30,34 (c, 3-C). 19F ЯМР (CD3CN, δ м.д.): 87.89 (с, 3F, CF3).  

Синтез HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 

Синтез HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF был проведен по двум различным стратегиям.  

Метод 1 

HSA-Cy5 в PBS (1,2 мл, 0,84 мМ, 1 мкмоль) был смешан с 6,5-кратным избытком (1,38 

мг, 60 мкл, 6,5 мкмоль) HTLTFAc растворённым в ДМСО. При этом соотношение PBS и 

ДМСО в реакционной смеси было 20:1. Реакция проводилась в течение 42 ч при 37°C, при 

аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. Полученный белковый 
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конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc был очищен от низкомолекулярных примесей (молекулярной 

массой менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, 

Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-Cy5-НcyTFAc ~55%. Электронный спектр 

поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (4.03 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 

104). 19F ЯМР (PBS +D2O, δ, м.д.): 87.80 (c, CF3). MALDI-TOF m/z: расчётное значение MW 

для HSA-Cy5-HcyTFAc 67480 Да (в него включены измеренное значение MW для HSA: 

66500 Да и расчётные значения MW для остатка сульфо-Cy5: 766 Да и для HcyTFAc 214 Да). 

Измеренное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc составило 67800 Да, что соответствует, в 

среднем, 2,5 остаткам HcyTFAc присоединенным к молекуле HSA-Cy5.  

HSA-Cy5-HcyTFAc в PBS (740 мкл, 0,7 мM, 0,518 мкмоль) был смешан с 3,2 кратным 

избытком пептида MMAF (2,2 мг, 74 мкл, 1,65 мкмоль) растворённым в ДМСО. При этом 

соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 10:1. Реакция проводилась в течение 

18 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. 

Полученный белковый конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF был очищен от 

низкомолекулярных примесей (масса менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon 

Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-Cy5-HcyTFAc-

MMAF ~92%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (4.7 ± 0.1) × 

104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 104). 19F ЯМР (PBS +D2O, δ, м.д.): 87.90 (c, CF3). MALDI-

TOF m/z: расчётное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 69131 Да (в него 

включены измеренное значение MW для HSA: 66500 Да и расчётные значения MW для 

остатка Cy5: 766 Да, для 2,5 остатков HcyTFAc: 535 Дa и для MMAF: 1330 Да). Измеренное 

значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF составило 69135 Да, что соответствует 1 

MMAF присоединенным к полученной на предыдущей стадии молекуле HSA-Cy5-

HcyTFAc. 

Метод 2 

HSA-Cy5 в PBS (1,510 мл, 0,84 мМ, 1,27 мкмоль) был смешан с 10-кратным избытком 

(2,64 мг, 75,5 мкл, 12,7 мкмоль) HTLTFAc растворённым в ДМСО. При этом соотношение 

PBS и ДМСО в реакционной смеси было 20:1. Реакция проводилась в течение 42 ч при 37°C, 

при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. Полученный белковый 

конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc был очищен от низкомолекулярных примесей (масса менее 

3000 Да) с использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, Выход HSA-Cy5-HcyTFAc 

~55%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (4.7 ± 0.1) × 104), λmax 

650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 104). 19F ЯМР (PBS +D2O, δ, м.д.): 87.80 (c, CF3). MALDI-TOF m/z: 
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расчётное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc 67480 Да (в него включены измеренное 

значение MW для HSA: 66500 Да и расчётные значения MW для остатка Cy5: 766 Да и для 

HcyTFAc 214 Da). Измеренное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc составило 68122 Да, 

что соответствует 4 остаткам HcyTFAc присоединенным к молекуле HSA-Cy5. 

HSA-Cy5-HcyTFAc в PBS (882 мкл, 0,7 мM, 0,617 мкмоль) был смешан с 6,15 

кратным избытком пептида MMAF (5 мг, 176,4 мкл, 3,78 мкмоль) растворённым в ДМСО. 

При этом соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 5:1. Реакция проводилась 

в течение 18 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. 

Полученный белковый конъюгат HSA-Cy5-HTLTFAc-MMAF был очищен от 

низкомолекулярных примесей (молекулярной массой менее 3000 Да) с использованием 

фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-

Cy5-HcyTFAc-MMAF ~92%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 7.4): λmax 278 нм (ε 

= (5.2 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 104). 19F ЯМР (PBS +D2O, δ, м.д.): 87.70 (c, 

CF3). MALDI-TOF m/z: расчётное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 69452 Да (в 

него включены измеренное значение MW для HSA: 66500 Да и расчётные значения MW для 

остатка Cy5: 766 Да, 4 остатков HcyTFAc: 856 Дa и для MMAF: 1330 Да). Измеренное 

значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF составило 71449 Да, что соответствует 2,5 

MMAF присоединенным к молекуле HSA-Cy5-HcyTFAc. 

Синтез HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE 

HSA-Cy5-HcyTFAc, полученный по методу 2, растворенный в PBS (1,43 мл, 0,7 мM, 1 

мкмоль) был смешан с 6,15 кратным избытком пептида MMAE (8,1 мг, 286 мкл, 6,15 мкмоль) 

растворённым в ДМСО. При этом соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 

5:1. Реакция проводилась в течение 18 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в 

защищённых от света условиях. Полученный белковый конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc-

MMAE был очищен от низкомолекулярных примесей (масса менее 3000 Да) с 

использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано ранее. 

Выход HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE ~82,92%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 

7.4): λmax 278 нм (ε = (5.4 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (6.80 ± 0.1) × 104). 19F ЯМР (PBS +D2O, 

δ, м.д.): 87.75 (c, CF3). MALDI-TOF m/z: расчётное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-

MMAE 68796 Да (в него включены измеренное значение MW для HSA: 66500 Да и 

расчётные значения MW для остатка Cy5: 766 Да, HcyTFAc: 214 Da и для MMAE: 1316,6 

Да). Измеренное значение MW для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE составило 72730 Да, что 

соответствует 3,5 MMAE присоединенным к молекуле HSA-Cy5-HcyTFAc. 
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Синтез HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF  

Синтез HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF был проведен согласно описанному выше методу 

2 для HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF  

А именно: HSA-Cy7 в PBS (1,2 мл, 0,84 мМ, 1 мкмоль) был смешан с 10-кратным 

избытком (2,13 мг, 60 мл, 10 мкмоль) HTLTFAc растворённым в ДМСО. При этом 

соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 20:1. Реакция проводилась в течение 

42 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. 

Полученный белковый конъюгат HSA-Cy7-HcyTFAc был очищен от низкомолекулярных 

примесей (масса менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, 

Millipore, Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-Cy7-HcyTFAc ~83.75%. Электронный 

спектр поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (4.7 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (8.3 ± 

0.1) × 104). MALDI-tof m/z: расчётное значение MW для HSA-Cy7-HcyTFAc: 67385 Да (в 

него включены измеренное значение MW для HSA: 66500 Да и расчётное значение MW для 

остатка Cy7: 671 Да, и расчётное значение MW для остатка HcyTFAc: 214 Да). Измеренное 

значение MW для HSA-Cy7-HcyTFAc составило 68027 Да, что соответствует, в среднем, 

присоединению 4 остатков HcyTFAc к молекуле HSA-Cy7.  

Далее, HSA-Cy7-HcyTFAc в PBS (1,214 мл, 0,7 мM, 0,85 мкмоль) был смешан с 6,15 

кратным избытком пептида MMAF (6,96 мг, 121,4 мкл, 5,23 мкмоль) растворённым в ДМСО. 

При этом соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 10:1. Реакция проводилась 

в течение 18 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. 

Полученный белковый конъюгат HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF был очищен от 

низкомолекулярных примесей (масса менее 3000 Да) с использованием фильтров (Amicon 

Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано ранее. Выход HSA-Cy7-HcyTFAc-

MMAF ~66.4%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (5.7 ± 0.1) 

× 104), λmax 650 нм (ε = (8.3 ± 0.1) × 104). MALDI-tof m/z: расчётное значение MW для HSA-

Cy7-HcyTFAc-MMAF: 69357 Да (в него включены измеренное значение MW для HSA: 

66500 Да, расчётное значение MW для остатка Cy7: 671 Да, расчётное значение MW для 4 

остатков HcyTFAc: 856 Да и расчётное значение MW для остатка MMAF: 1330 Да). 

Измеренное значение MW для HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF составило 72416 Да, что 

соответствует присоединению, в среднем, 3,3 остатка MMAF к молекуле HSA-Cy7-

HcyTFAc.  

Синтез HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE 
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HSA-Cy7-HcyTFAc, синтезированный аналогично способу, описанному в случае 

конъюгата HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF, растворенный в PBS (1,214 мл, 0,7 мM, 0,85 мкмоль) 

был смешан с 6,15 кратным избытком пептида MMAE (6,83 мг, 121,4 мкл, 5,23 мкмоль) 

растворённым в ДМСО. При этом соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 

10:1. Реакция проводилась в течение 18 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в 

защищённых от света условиях. Полученный белковый конъюгат HSA-Cy7-HcyTFAc-

MMAE был очищен от низкомолекулярных примесей (масса менее 3000 Да) с 

использованием фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано ранее. 

Выход HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE ~79,85%. Электронный спектр поглощения (PBS, pH 

7,4): λmax 278 нм (ε = (5.0 ± 0.1) × 104), λmax 650 нм (ε = (8.3 ± 0.1) × 104). MALDI-tof m/z: 

расчётное значение MW для HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE: 69343,6 Да (в него включены 

измеренное значение MW для HSA: 66500 Да, расчётное значение MW для остатка Cy7: 671 

Да, расчётное значение 4 MW для остатка HcyTFAc: 856 Да и расчётное значение MW для 

остатка MMAE: 1316 Да). Измеренное значение MW для HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE 

составило 70659 Да, что соответствует присоединению 2 остатка MMAE к молекуле HSA-

Cy7-HcyTFAc. 

Синтез HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 и HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 

Очищенный HSA-Cy5-HcyTFAc или HSA-Cy7-HcyTFAc, синтезированные согласно 

методу 1, в буфере PBS (767 мкл, 0,7×10-3 M) смешивали с малеимидным аналогом 

гемцитабина, несущим клозо-додекаборат на азотистом основании, растворенным в ДМСО, 

(соединение mal-GCB11H12, 2,72 мг, 45 мкл и 2,4 мкмоль). Используемый избыток mal-

GCB11H12 относительно белка 4,5, соотношение объемов PBS/ДМСО 17,2. Реакцию 

проводили в течение 18 часов при 37°С. Очистку конечного конъюгата проводили с 

использованием центриконов (Amicon Centriprep YM30, Millipore, Bedford, MA), как 

описано ранее. Выход HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 составил ~64%. Электронный спектр 

поглощения (буфер PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (5,1 ± 0,1) × 104), λmax 646 нм (ε = (6,8 ± 

0,1) × 104). ЯМР 19F (буфер PBS, pH 7,4, D2O до 20% от общего объема) 88,0 (N-

трифторацетильный остаток). Масс-спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: измеренная 

молекулярная масса HSA составляет 66500 Да. расчетная молекулярная масса HSA-Cy5-

HcyTFAc-GCB12H11 составляет 68724 Да (MW HSA + MW Cy5 + 2,5 MW HcyTFAc + MW 

GCB12H11). Измеренная молекулярная масса HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 составляет 69180 

Да, что соответствует 1,5 присоединению остатков GCB12H11 на одну молекулу альбумина. 

Атомно-эмиссионная спектроскопия с индуктивно связанной плазмой: 0,547 мг [10B]/литр 
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при концентрации образца 0,003 мкмоль/мл, что соответствует 1,5 остатка GCB12H11 на 

альбумин. Выход HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 составил ~60%. Электронный спектр 

поглощения (буфер PBS, pH 7,4): λmax 278 нм (ε = (7,2 ± 0,1) × 104), λmax 762 нм (ε = (8,0 ± 

0,1) × 104). ЯМР 19F (буфер PBS, pH 7,4, D2O до 20% от общего объема) 88,0 (N-

трифторацетильный остаток). Масс-спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: измеренная 

молекулярная масса HSA составляет 66500 Да. Расчетная молекулярная масса HSA-Cy7-

HcyTFAc-GCB12H11 составляет 68630 Да (MW HSA + MW Cy7 + 2,5 MW HcyTFAc + MW 

GCB12H11). Измеренная молекулярная масса HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 составляет 69095 

Да, что соответствует присоединению 1,5 остатков GCB12H11 на одну молекулу альбумина. 

Атомно-эмиссионная спектроскопия с индуктивно связанной плазмой: 0,97 мг [10B]/литр 

при концентрации образца 0,005 мкмоль/мл, что соответствует 1,5 остатка GCB12H11 на 

альбумин. 

2.1.3.4. Синтез конъюгатов альбумина с бис-карболидным аналогом 

гомоцистеина и полезной нагрузкой (ауристатины MMAF и MMAE, гемцитабин, 

модифицированный клозо-додекабораном) 

Синтез HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 

HSA-Cy5 в PBS (2,235 мл, 8,4 × 10-4 M, 1.88 мкмоль) был смешан с 6,5-кратным 

избытком Co(B9C2H11)2-HTL растворённым в ДМСО (7,895 мг, 118 мкл, 12,2 мкмоль). При 

этом соотношение PBS и ДМСО в реакционной смеси было 20:1. Реакция проводилась в 

течение 42 ч при 37°C, при аккуратном перемешивании, в защищённых от света условиях. 

Полученный белковый конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 был очищен от 

низкомолекулярных примесей (молекулярной массой менее 3000 Да) с использованием 

фильтров (Amicon Centriprep YM30, Millipore, Белфорд), как описано выше. Выход HSA-

Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 ~ 66%. Электронная спектроскопия (PBS, pH 7,4): λmax 268 нм (ε = 

(10.45 ± 0.1) × 104), λmax 313 нм (ε = (8.22 ± 0.2) × 104), λmax 652 нм (ε = (6.64 ± 0.1) × 104). 

Масс спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: измеренное среднее значение M для HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2 67982 Да соответствует присоединению двух остатков HcyCo(B9C2H11)2 

на одну молекулу HSA (рассчитанное значение M для HcyCo(B9C2H11)2 647 Дa). 

Эмиссионная спектроскопия с индуктивно-связанной плазмой: 1,99 ± 0,08 м.д. бора 

найдено при количестве исследуемого образца 0,035 мкмоль, что соответствует 2,01 ± 0,05 

остатков HcyCo(B9C2H11)2 на молекулу альбумина. 

Синтез HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, -MMAE, и -GCB12H11 
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Очищенный конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2, растворенный в PBS (0,524 мл, 

0,7 мМ, 0,367 мкмоль) смешивали с ДМСО растворами mc-vc-MMAF, mc-vc-MMAF, или 

mal-GCB12H11 (52,4 мкл, 2,8 мкмоль, массы 3,623 мг, 3,662 мг, 3,1 мг, соответственно). 

Молярное соотношение модифицирующий малеимидный компонент / конъюгат в 

реакционной смеси в каждом из трех случаев составляло 7,5, и объемное соотношение 

ДМСО / PBS было равно 0,1. Реакционные смеси аккуратно перемешивали течение 18 ч при 

37°C. Выделение итоговых конъюгатоов проводилось с помощью ультрафильтрационных 

пробирок Millipore, как описано выше. Выход HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF ~ 84.8%. 

Электронная спектроскопия (PBS, pH 7,4): λmax 255 нм (ε = (16.25 ± 0.1) × 104), λmax 313 нм 

(ε = (8.22 ± 0.2) × 104) λmax 654 нм (ε = (6.64 ± 0.1) × 104). Масс-спектрометрия (MALDI-TOF) 

m/z: среднее измеренное значение M для HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF 70643 Да 

соответствует присоединению двух остатков MMAF на одну молекулу HSA (рассчитанное 

значение M для HcyCo(B9C2H11)2 647 Да, рассчитанное значение M для mc-vc-pub-MMAF 

1330 Да). Выход HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE ~ 86,77%. Электронная 

спектроскопия (PBS, pH 7,4): λmax 255 нм (ε = (15.0 ± 0.1) × 104), λmax 313 нм (ε = (8.22 ± 0.2) 

× 104), λmax 654 нм (ε = (6.64 ± 0.1) × 104). Масс спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: среднее 

измеренное значение M для HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE 70615 Да соответствует 

присоединению двух остатков MMAE на одну молекулу белка (рассчитанное M для 

HcyCo(B9C2H11)2 647 Да, рассчитанное M для mc-vc-pub-MMAE 1316 Да). Выход HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2GCB12H11 78,4%. Электронная спектроскопия (буфер PBS, pH 7,4): λmax 

258 нм (ε = (12,25 ± 0,1) × 104), λmax 313 нм (ε = (8,22 ± 0,2) × 104) λmax 654 нм (ε = (6,64 ± 0,1) 

× 104). Масс-спектрометрия (MALDI-TOF) m/z: измеренное среднее значение MW для HSA-

Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11 составляет 69830 Да, что соответствует двум остаткам 

GCB12H11 на одну молекулу HSA (среднее измеренное значение МW для HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2 67982 Да, расчетное значение MW для GCB12H11 924 Да). Атомно-

эмиссионная спектроскопия с индуктивно-связанной плазмой: обнаружено 2,3 ± 0,09 м.д. 

бора при количестве конъюгата в анализируемом образце 0,024 мкмоль. Это соответствует 

2,03 ± 0,02 остатков HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11 на одну молекулу белка. 
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РАЗДЕЛ 3. Результаты и обсуждения 

3.1．Общий вид стратегии синтеза конъюгатов альбумина 

Прежде чем приступить к обсуждекнию методик получения и характеристик конъюгатов, 

задействованных в данной работе, целесообразно рассмотреть общий план использованной 

стратегии. Нами использован блочный метод создания конструкций. В основе конструцции 

находится молекула человеческого сывороточного альбумина, одновременно выполняющая 

функцию носителя для остальных блоков конструкции, и функцию адреса, обеспечивающего 

специфичность нацеливания конструкцией на раковые клетки. Блоки двух видов (терапевтические 

и сигнальные молекулы) могут быть присоединены к альбумину различными способами. 

Гомоцистеиновый фрагмент служит в качестве полифункционального переходника, который, с 

одной стороны, обеспечивает различные варианты комбинаций терапевтических и сигнальных 

блоков, с другой стороны, является структурой, внедряемой в альбумин без какого-либо вреда для 

его функционирования (по крайней мере, в тех концентрациях, в которых мы его используем. На 

рисунке 22 показана полная стратегия, использованная в нашей работе. 

 

Рис. 22 Общий путь конструирования коньюгатов на основе альбумина для 

терапии раковых опухолей. 

3.2．Создание флуоресцентно меченного альбумина 
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Альбумин имеет 35 остатков лизина, 34 из которых спарены в 17 дисульфидных связях, 

и только Cys-34 можно использовать для сайт-модификации. Однако лишь около 30% 

остатков лизина альбумина существует в свободной форме, а остальные связаны с такими 

молекулами, как цистеин и глутатион, посредством дисульфидных связей, а также могут 

подвергаться окислению. Следовательно, остаток Lys 34 не является лучшим остатком 

конъюгации для связывания ауристатина. В нашей работе мы пометили HSA по остатку 

Cys-34 флуорофором малеимидным производным сульфо-Cy5, либо малеимидным 

производным Cy7, флуоресценция которых позволит визуализировать конъюгат in vitro и in 

vivo. 

Только 25% альбумина, использованном в нашей работе, содержали свободные 

остатки Cys-34 (определено методом Эллмана сотрудниками лаборатории для конкретного 

коммерчески доступного образца HSA). Поэтому соотношение белка и красителя на этом 

этапе выбирают таким образом, чтобы обеспечить полную модификацию красителем всех 

свободных остатков цистеина без мечения белка по остаткам лизина. Когда малеимид 

взаимодействует с белками при нейтральном pH, его селективность в отношении SH-групп 

значительно выше, чем в отношении остатков лизина. Главным образом это связано с тем, 

что аминогруппа остатка лизина переходит в протонированное состояние при нейтральном 

pH и ее нуклеофильная природа значительно уступает тиоловой группе. Поэтому 

использовали двукратный избыток белка по отношению к красителю и реакцию проводили 

при 37 градусах в течение 18 часов. Итоговый конъюгат был очищен от низкомолекулярных 

компонентов реакционной смеси с помощью ультрацентрифугирования, как описано в 

разделе «материалы и методы». 

Рис. 23. Характеристики многофункциональных конъюгатов сывороточного альбумина 

человека. HSA и HSA-Cy5，HSA-Cy7. А: электронные спектры поглощения; Б: MALDI 

TOF масс-спектры. 
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В данных электронной спектроскопии наблюдались полосы поглощения при 278 и 

648/762 нм, что соответствует наличию в конъюгате белковых компонентов и красителя 

Cy5/Cy7 соответственно. Расчеты с использованием коэффициентов экстинкции 

показывают, что в случае Cy5 модифицировано 25% молекул HSA, а в случае Cy7 – 42%. 

Пики, соответствующие массам в спектре MALDI-TOF образца белка, широко 

распределены и имеют колоколообразную форму, поскольку сам белок может переносить 

множество противоионов и содержит множество естественных модификаций, которые 

неравномерно распределены по всей популяции белковых молекул. В случае конъюгатов 

HSA-Cy5 и HSA-Cy7 в масс-спектре MALDI-TOF наблюдалось четкое разделение 

популяции белковых конъюгатов на немодифицированный HSA и конъюгированные 

продукты, что давало пик, смещенный на 766 или 671 Да относительно пика HSA, что 

эквивалентно наличию в пуле продукта молекул белка, где произошло добавление одного 

остатка красителя к белковой молекуле. 

3.3． Синтез конъюгатов альбумина, содержащих Cy5 и MMAF 

Первой стратегией связывания терапевтических пептидов MMAF с полученным 

HSA-Cy5 было прямое связывание. 

  

Рис. 24. Стратегия создания терапевтических конъюгатов на основе HSA и MMAF.  
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В этой стратегии терапевтические пептиды присоединяются к лизиновым остаткам. 

При этом избыток пептида по отношению к белку был 5 кратным. Схема синтеза 

представлена на рисунке 24.  

 

Рис. 25. Характеристики конъюгата HSA-Cy5-MMAF. А: электронные спектры; Б: 

электрофорез в 7% ПААГ в присутствие додецилсульфата натрия (SDS); В: данные MALDI-

TOF.  

Исходя из данных MALDI-TOF (рис. 25, панель В) произошло присоединение к 

молекуле белка, в среднем, 5 молекул пептида MMAF. Степень очистки итогового 

конъюгата HSA-Cy5-MMAF от непрореагировавшего пептида MMAF оценивали по 

наличию в MALDI-TOF очищенного образца сигналов в области 1000-2000 Да (рис. 25, 

панель В, вставка). Появление в структуре конъюгата пяти остатков MMAF так же 

подтверждается изменениями в коротковолновой области электронного спектра 
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поглощения белка (рис. 25, панель А). Поскольку все остатьки Cys-34 в белке уже заняты, 

очевидно, что присоединение пептида произошло по остаткам лизина.  

3.4. Конъюгаты альбумина, содержащих флуоресцентные красители 

Cy5/Cy7, трифторацетилгомоцистеин (HTLTFAc), ауристатин MMAF/MMAE 

Другой стратегией соединения терапевтических пептидов MMAF с полученной 

конструкцией HSA-Cy5 является использование универсального гомоцистеинового 

линкера.  

Гомоцистеин является полифункциональным линкером за счет наличия как 

аминогруппы, так и тиоэфира. В нашей лаборатории впервые была предложена и 

реализована идея использования аналогов тиолактона гомоцистеина для введения 

различных функциональных групп (фторсодержащих остатков, тамоксифена) в лизиновые 

остатки HSA [148][152][153][154][155] [156] [157] [158]. 

Известно, что остатки Lys4, Lys12, Lys137, Lys159, Lys205, Lys212 и Lys525 доменов 

IIIB и IB человеческого альбумина чувствительны к N-гомоцистеинилированию.[159][160].  

При ацилировании боковых радикалов лизина тиолактоном гомоцистеина 

происходит высвобождение меркаптогруппы, которую можно далее использовать под 

присоединение каких-либо еще полезных для функционирования конъюгата молекул.  

Молекула тиолактона содержит аминогруппу, по которой заранее (до 

присоединения к белку) можно так же ввести полезные группировки. Кроме этого, данные 

экспериментов, проделанных с использованием различных производных тиолактона 

гомоцистеина, показывают, что гомоцистеин, несущий разные функциональные остатки на 

своей аминогруппе, может избирательно модифицировать остатки лизина в альбумине, не 

влияя при этом на его способность проникать в опухолевые клетки [148][156].  

В рамках одной из стратегий, задействованных в этой работе, мы использовали 

тиолактон гомоцистеина, трифторацилированный по аминогруппе. 19F обладает 

возможностью применения в спектроскопии ядерного магнитного резонанса и может 

использоваться в качестве зонда для визуализации экзогенных лекарств in vivo методом 

магнитно-резонансной томографии (МРТ) [161]. Преимуществом 19F МРТ является то, что 

этот атом имеет эндогенный дефицит в организме и поэтому может использоваться в 

качестве контрастного агента для метки ЯМР для улучшения качества изображения МРТ  
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Для создания трифторацилированногго тиолактона гомоцистеина мы использовали 

трифторуксусный ангидрид, согласно рис. 26.  

 

Рис. 26. Синтез тиолактона N-трифторацетилгомоцистеина. 

Данные 1H, 19F и 13С ЯМР соответствовали ожидаемой структуре. 

Общая схема синтеза конъюгатов, содержащих флуоресцентные метки, 

трифторацилированный гомоцистеин и терапевтические молекулы (ауристатины, или 

аналоги гемцитабина) представлена на рисунке 27.  
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Рис. 27. Стратегия создания терапевтических конъюгатов на основе HSA, 

содержащих трифторацилированный гомоцистеин и терапевтические остатки (MMAF, 

MMAE, борсодержащий аналог гемцитабина).  

Реакцию гомоцистеилирования (стадия 2, рис. 27) проводили по адаптированной 

методике [153]. Время проведения реакции было увеличено до 42 часов, по сравнению с 

тем, что указано в методике. Кроме того, поскольку присоединение ауристатинов через 

тиолактон гомоцистеина к HSA проводилось впервые, с использованием флуоресцентного 

альбумина HSA-Cy5 было отработано две методики, включающие разные избытки 

трифторацилитрованного тиолактона гомоцистеина (стадия 2) и разные избытки 

малеимидного производного ауристатина MMAF, содержащего расщепляемый линкер (mc-

vc-pab-MMAF, стадия 3а).  
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В первом методе трифторацетилгомоцистеин (HTLTFAc) используется в 6,5-

кратном избытке по отношению к HSA-Cy5, а MMAF - в 3,2-кратном избытке по 

отношению к полученному конъюгату HSA-Cy5-HcyTFAc. 

 

Рис. 28. Характеристики конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF, синтезированного первым 

методом. А: 19F ЯМР в дейтерированном PBS, pH 7,4; Б: электрофорез в 7% ПААГ в присутствие 

додецилсульфата натрия (SDS); В: электронные спектры; Г: данные MALDI-TOF, массы приведены 

в кДа.  

На каждой стадии получаемый белковый конъюгат был очищен от 

низкомолекулярных компонентов реакционной смеси (М менее 3000 Да) с помощью 

центриконов, как описано в части «материалы и методы». 

Исходя из данных MALDI-TOF произошло присоединение к молекуле белка, в 

среднем, 2,5 остатков HTLTFAc и 1 MMAF. Степень очистки итогового конъюгата от не 

присоединённого пептида определяли методом масс-спектрометрии (рис. 28, панель Г, 

внутренняя вставка). При этом полученный конъюгат отдельно исследовали методом 

MALDI TOF в области 1000 – 2000 Да. Свободный пептид MMAF использовали как 

контрольный образец. Присоединение HTLTFAc было подтверждено методом 19F ЯМР (рис. 

28, панель А). Согласно данным электрофореграммы (рис. 28, панель Б), при модификации 
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альбумина накапливаются его олигомерные формы. Олигомерные формы 

модифицированного белка становится меньше при проведении электрофореза в 

присутствии дитиотреита (ДТТ). Это может свидетельствовать о том, что в образовании 

олигомерных форм задействовано образование S-S мостиков между мономерами. 

Во втором методе для обеспечения большей степени модификации HSA 

количество модифицирующего агента по отношению к белку увеличивали с 10-кратным 

избытком HTLTFAc и 6,15-кратным избытком пептида MMAF относительно 

используемого HSA. На этапе добавления пептида содержание DMSO было увеличено 

вдвое по сравнению с первой стратегией. Очистка белковых конъюгатов от компонентов 

реакционной смеси с массой менее 3000 Да так же проводилась на каждой стадии. 

  

Рис. 29. Характеристики конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF (2).  А: 19F ЯМР в 

дейтерированном PBS, pH 7,4; Б: электрофорез в 7% ПААГ в присутствие додецилсульфата 

натрия (SDS); В: электронные спектры; Г: данные MALDI-TOF.  

Исходя из данных MALDI tof произошло присоединение к молекуле белка, в 

среднем, 4 остатков HTLTFAc и, в среднем, 2,5 молекулы пептида MMAF. Присоединение 

HTLTFAc так же было подтверждено методом 19F ЯМР (рис. 29). Следовательно, большее 

количество HTLTFAc, участвующих в реакции, позволяет модифицировать больше 
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остатков лизина в конъюгате HSA-Cy5, дополнительно синтезируя конъюгат, несущий 

больше молекул MMAF. 

Для создания аналогичных конъюгатов с ауристатином MMAE уже была 

использована стратегия с большими избытками модификантов на стадиях 2 и 3 (рис. 27), 

так как она дала большую степень модификации терапевтической молекулой. 

  

  

Рис. 30. Характеристики конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAЕ. А: 19F ЯМР в 

дейтерированном PBS, pH 7,4; Б: электрофорез в 7% ПААГ в присутствие додецилсульфата 

натрия (SDS); В: электронные спектры; Г: данные MALDI-TOF.  

Характеристики полученного конъюгата HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE приведены на 

рисунке 30. Судя по данным гельэлектрофореза (рис. 30, панель Б), масса альбумина при 

модификации меняется в большую сторону, а также, уже на стадии гомоцистеилирования 

происходит накопление олигомерных форм альбумина, что можно объяснить увеличением 

количества свободных меркаптогрупп в составе белка, образующихся при раскрытии 

тиолактоновых фрагментов гомоцистеина. Исходя из данных MALDI tof (рис. 30, панель Г), 

в этой серии синтезов произошло присоединение к молекуле белка, в среднем, одного 

остатка красителя Cy5, 4 остатков HTLTFAc и 3,5 молекул пептида MMAE. Полная степень 
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очистки итогового конъюгата от непрореагировавшего пептида подтверждается 

отсутствием сигналов в MALDI tof конечного образца в области 1000-2000 Да (рис. 30Г, 

вставка). Присоединение HTLTFAc так же было подтверждено методом 19F ЯМР (рис. 30, 

панель А). Наличие в молекуле итогового конъюгата красителя Cy5 подтверждается 

данными электронной спектроскопии (рис. 30, панель В). 

Модифицированные красителем Cy5 белки обычно используются для проведения 

исследований in vitro на различных культурах клеток. Для проведения экспериментов in 

vivo необходим краситель, обладающий спектральными свойствами, подходящими для 

живой ткани. Таким красителем является Cy7.  

Конъюгаты HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE и HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF были 

синтезированы согласно методикам, описанным в данной работе для аналогичных 

конъюгатов с Cy5. По ходу синтеза использовались 10-кратный избыток тиолактона 

гомоцистеина HTLTFAc и 6,15-кратный избыток пептида по отношению к белку. 

Характеристики полученных конъюгатов показаны на рис. 31. 

  Рис. 31. Характеристики конъюгатов HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAЕ и HSA-Cy7-

HcyTFAc-MMAF. А: электрофорез в 7% ПААГ в присутствие додецилсульфата натрия 
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(SDS); Б: электронные спектры; В: 19F ЯМР в дейтерированном PBS, pH 7,4; Г: данные 

MALDI-TOF.  

Согласно данным электронной спектроскопии (рис. 31, панель Б) и масс 

спектрометрии (рис. 31, панель Г), конъюгаты содержат краситель Cy7 (42% степень 

модификации). 19F ЯМР и масс-спектроскопия подтверждают наличие в конъюгатах 4 

остатков трифторацилированного гомоцистеина (рис. 31, панели В и Г). Количество 

присоединенных пептидов соответствует 3,3 в случае MMAF и 2 в случае MMAE (рис. 31, 

панель Г). Результаты электрофоретического анализа конъюгатов HSA-Cy7-HcyTFAc-

MMAЕ и HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF сходны с теми, что получены для их аналогов с Cy5 

(рис. 31, панель А). 

В таблице 4 указано количество модифицированных остатков, содержащихся в 

синтезированных конъюгатах, содержащих ауристатины, красители сульфо-Cy5 и Cy7 и 

трифторацилированный гомоцистеин. 

Конъюгат Количество 

HcyTFAc 

Количество 

ауристатина 

HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF（способ 

1） 

2,5 1 

HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF（способ 

2） 

4 2,5 

HSA-Cy5-MMAF 0 5 

HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE 4 3,5 

HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAF 4 3,3 

HSA-Cy7-HcyTFAc-MMAE 4 2 

3.3.2. Исследование токсичности конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 

(способ синтеза 2), HSA-Cy5-MMAF, HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE, на клеточных 

культурах. 

Три конъюгата: HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF (синтезированный по методу 2), HSA-

Cy5-MMAF и HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE были использованы в экспериментах по 

изучению токсичности культур опухолевых клеток. 

Ингибирование роста клеток оценивали с помощью МТТ-теста, основанного на 

восстановлении МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида до 

формазана митохондриальной НАД(Ф)Н-зависимой оксидоредуктазой.  

На рисунке 32 приведены результаты МТТ теста на линиях клеток MCF 7 и T98G. 
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Рис. 32. Исследование токсичности HSA-Cy5-HcyTFAc, HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF 

и HSA-Cy5-MMAF на линии клеток рака молочной железы человека MCF 7 и линии клеток 

глиобластомы человека T98G. 

Результаты исследования цитотоксичности свидетельствуют о том, что конъюгат, 

содержащий остатки трифторацетилгомоцистеина обладает большей токсичностью в 

отношении рака молочной железы и глиобластомы человека, чем конъюгат полученный 

прямым присоединением терапевтического пептида к белку, несмотря на то что в последнем 

конъюгате содержится в 2 раза больше присоединенных пептидов. Это можно объяснить 

тем, что, вероятно, присоединение пептида по некоторым остаткам лизина в альбумине 

может нарушать эффективность проникновения полученной конструкции в раковые клетки. 

В любом случае, полученный результат еще раз подтверждает целесообразность 

использования производных тиолактона гомоцистеина для модификации альбумина. 

Результаты исследования цитоксичности контрольного образца, в котором 

содержался исходный пептид MMAF были преобразованы в экспоненциальную кривую с 

использованием программы Origin. С помощью этой кривой был приведён пересчет 
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токсичности этого контрольного образца таким образом, чтобы концентрация пептида в 

контроле совпадала с концентрацией пептида в образце. Результаты представлены на рис. 

33. 

 

Рис. 33. Исследование токсичности HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF и HSA-Cy5-MMAF 

на линии клеток рака молочной железы человека MCF-7 и линии клеток глиобластомы 

человека Т98G. Концентрации нормированы относительно количества MMAF. 

Исходя из результатов, показанных на рисунке 33, можно сделать заключение, что 

на линии клеток MCF-7 конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAF обладает большей 

эффективностью, чем свободный MMAF, а у конъюгата без гомоцистеинового линкера 

токсичность ниже, чем у пептида. 

Рассмотрим результаты пересчета токсичности для линии T98G. Надо заметить, что 

по нашим данным спад экспоненциальной кривой токсичности самого пептида на клетках 

MCF-7 был довольно плавный, в отличие от такового для случая с линией клеток T98G, где 

плато достигалось быстро. 

Как видно из рисунка 33, оба типа конъюгатов оказываются более токсичными в 

отношении линии T98G, чем свободный пептид MMAF. 
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Конъюгат HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE, как и сам пептид, оказался гораздо более 

цитотоксичным в отношении тех же линий клеток, чем аналог с MMAF, о чем 

свидетельствует рис. 27.  

 

Рис. 34. Исследование токсичности HSA, HSA-Cy5-HcyTFAc и HSA-Cy5-HcyTFAc-

MMAE на линии клеток рака молочной железы человека MCF-7 и клеток глиобластомы 

человека T98G.  

Вероятно, это связано с некоторой способностью свободного пептида MMAE 

проходить через клеточную мембрану, что обсуждается нами в литературном обзоре 

данной работы.  

Так же очевидно, что в случае этих линий раковых клеток конъюгат альбумина с 

MMAE в диапазоне концентраций 2 – 60 мкмоль/л чуть более цитотоксичен, или так же 

цитотоксичен, как и сам пептид. Токсичность HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE и самого пептида 

очень быстро выходят на плато. Поэтому, пересчет токсичности MMAE таким образом, 

чтобы концентрация пептида в контроле совпадала с концентрацией пептида в образце 
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HSA-Cy5-HcyTFAc-MMAE, не вносит каких-нибудь существенных изменений в процент 

выживших клеток при концентрациях пептида в диапазоне 2 – 60 мкмоль/л. 

В заключении обсуждения этих результатов, следует отметить, что селективность 

накопления антиракового препарата в нужной ткани внутри организма складывается из 

нескольких факторов и зависит не только от того, насколько успешно данный препарат 

может преодолеть клеточную мембрану раковой клетки. Поэтому, чтобы оценить разницу 

токсичности свободного пептида и его конъюгата с альбумином относительно раковой 

ткани, необходимы эксперименты in vivo. Для этой цели нами и были сконструированы 

аналоги описанных конъюгатов, содержащие флуоресцентную метку Cy7. Эти 

исследования на данный момент в процессе проведения. 

3.4. Синтез конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 и HSA-Cy7-HcyTFAc-

GCB12H11. 

Глиома обладает иммуносупрессивным микроокружением, гипоксией и 

неоангиогенезом, которые очень хорошо организованы и создают собственную 

высокопротуморогенную среду опухоли. В конечном итоге становится трудно 

контролировать опухоль, используя только сбалансированное современное лечение, 

состоящее из максимальной резекции, лучевой терапии и химиотерапии темозоламидом 

[162].  

Хотя БНЗТ в настоящее время считается наиболее перспективным методом лечения 

глиобластомы, но и он, зачастую, оказывается недостаточно эффективным. 

Комбинированная терапия становится все более важной стратегией лечения, поскольку 

применение нескольких препаратов может максимизировать терапевтический эффект и 

преодолеть потенциальные механизмы лекарственной устойчивости [163][164].  

Как химиотерапевтическое средство, гемцитабин (2',2'-дифтордезоксицитидин) 

оказался активным агентом против рака толстой кишки, поджелудочной железы, молочной 

железы, яичников, мелкоклеточного рака легких, головы и шеи, а также легких в сочетании 

с различными другими противораковыми агентами. На данный момент он считается 

золотым стандартом и первым одобренным FDA препаратом, используемым в качестве 

монотерапии при лечении распространенного рака поджелудочной железы. Однако из-за его 

плохой фармакокинетики для его эффективного использования необходима 

усовершенствованная система доставки в пораженные клетки [165].  
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Гемцитабинтрифосфат конкурирует с дезоксицитидинтрифосфатом в синтезе ДНК 

[166] и ингибирует фермент рибонуклеотидредуктазу, восстанавливающую 

рибонуклеотиды до дезоксирибонуклеотидов. Возникающий в результате дефицит 

цитидин-5'-трифосфата приводит к повышенному включению трифосфатной формы 

гемцитабина в ДНК [167][168]. 

В рамках БНЗТ совмещение сигнальной метки с борсодержащей молекулой в единую 

структуру особенно важно, так как необходима значительная точность дозировки препарата 

для избегания лишней иррадиации. Такая дозировка зависит от конкретного случая 

накопления препарата опухолью и должна подбираться персонально для каждого пациента 

непосредственно перед процедурой облучения.  

Мы сконструировали тераностик на основе альбумина, содержащий флуоресцентные 

краситель, трифторацилированный гомоцистеин и аналог гемцитабина клозо-додекабората, 

который может сочетать бор-нейтронозахватную терапию (БНЗТ) и химиотерапию и и 

позволяет контролировать конъюгаты in vivo. Для этого было использовано 

предоставленное сотрудниками нашей лаборатории (Рогалевой В. И. и Абрамовой Т. В.) 

производное гемцитабина, имеющее малеимидную группу и остаток клозо-додекабората. 

Гемцитабин, содержащий борный кластер может увеличить количество атомов бора на одну 

молекулу конъюгата, что было бы выгодно для БНЗТ.  

Схема синтеза HSA-Cy5/Cy7-HcyTFAc приведена на рис 27. На стадии 2 был 

использован 6,5 кратный избыток тиолактона трифторацетилгомоцистеина (HTLTFAc), на 

стадии 3б использовался 4,5 кратный избыток малеимидного аналога гемцитабина, 

несущего борный кластер на азотистом основании. На каждой стадии была проведена 

очистка получаемого белкового конъюгата от компонентов реакционной смеси, имеющих 

массу менее 3000 Да. Способ очистки приведен в части «материалы и методы». 

Характеристики итоговых конъюгатов приведены на рисунке 35. 
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Рис. 35. Характеристики конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 и HSA-Cy7-

HcyTFAc-GCB12H11. А: электронные спектры; Б: данные MALDI-TOF; В: 19F ЯМР в 

дейтерированном PBS, pH 7,4; Г: электрофорез в 7% ПААГ в присутствие додецилсульфата 

натрия (SDS). 

Данные электронной спектроскопии свидетельствуют о наличии остатков 

флуоресцентных красителей в составе конъюгатов (рис. 35, панель А). Согласно данным 

масспектрометрии, в составе каждого конъюгата находится, в среднем, две с половиной 

молекулы трифторацетата гомоцистеина (HcyTFAc) (рис. 35, панель Б). Присоединение N-

трифторацетилгомоцистеина также подтверждалось наличием сигнала при 88 м.д. в спектре 

19F ЯМР для всех конъюгатов HSA (рис. 35, панель В); данные для конъюгатов с Су7 

аналогичны и здесь не показаны). Модификация HSA приводит к накоплению олигомерных 

форм белка, нестабильных к действию дитиотреита (рис. 35, панель Г). 

Модификация HSA-Cy5-HcyTFAc или HSA-Cy7-HcyTFAc 4,5 избытком аналога 

гемцитабина приводила к добавлению 1,5 остатков аналога гемцитабина на молекулу белка 

в случае конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 и HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11. Это 

было подтверждено данными масс-спектроскопии MALDI-TOF (рис. 35, панель Б). 
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Количество присоединённых борсодержащих аналогов гемцитабина было подтверждено 

методом атомно-эмиссионной спектроскопии с индуктивно связанной плазмой. Количество 

бора в образцах в 18 раз превышало количество альбумина в нем, что соответствует 1,5 

остаткам клозо-додекарбората на одну молекулу белка. 

3.4.2. Анализ цитотоксичности конъюгатов HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11 и 

HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 в отношении клеток глиобластомы человека T98G. 

Исследования цитотоксичности конъюгатов, описанные в данной главе, были 

непосредственно проведены Дымовой М.А. (ИХБФМ СО РАН). Облучение образцов 

эпитермальными нейтронами проводилось сотрудниками ИЯФ СО РАН. 

 

Рис. 36. Жизнеспособность клеток T98G при действии HSA, смесью HSA + гемцитабин, 

HSA Cy5 HcyTFAc и HSA Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 в различных концентрациях. Сообщенные 

значения представляют собой среднее значение ± стандартное отклонение (n = 3). Используемые 

концентрации были взяты для компонента HSA. Концентрация гемцитабина и его аналога в составе 

HSA+гемцитабин и HSA Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 составляла 1,5 части концентрации HSA. 

Влияние конструкции HSA-Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 на жизнеспособность клеточной 

линии глиобластомы T98G определяли с помощью стандартного колориметрического 

анализа МТТ. Результаты показаны на Рисунке 36. В целом не было существенных различий 

в жизнеспособности клеток глиобластомы, инкубированных с различными конъюгатами 

альбумина; однако жизнеспособность клеток T98G снижалась в присутствии 0,03 мМ или 

более HSA Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 (значение p ≤ 0,0001). 

Увеличение выживаемости клеток в присутствии HSA (значение р<0,0001) можно 

объяснить стимуляцией их роста альбумином как пищевым ресурсом. 

Выживаемость клеток в присутствии смеси HSA и гемцитабина не снижалась в 
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диапазоне использованных концентраций гемцитабина. В присутствии конъюгата HSA-

Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 те же концентрации относительно гемцитабина приводили к 

снижению количества выживших клеток. Полумаксимальная ингибирующая концентрация 

(IC50) для HSA Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 составила 0,47 мМ с коэффициентом корреляции 

R = 0,82. Это можно объяснить тем, что гемцитабин лучше проникает в раковые клетки в 

составе конъюгата, чем в составе нековалентного комплекса с альбумином. Другим 

объяснением может быть более высокая эффективность аналога гемцитабина по сравнению 

с самим гемцитабином. В любом случае ковалентное связывание аналога гемцитабина с 

конструкцией альбумина повышает его эффективность. 

Без нейтронного облучения клеточная линия сохраняла скорость пролиферации более 

70% при обработке борированным конъюгатом, содержащим гемцитабин, HSA-Cy5-Hcy-

TFAc-GCB12H11 в диапазоне его концентраций 0,03–0,06 мМ (рис. 36). Таким образом, 

концентрация конъюгата около 0,03 мМ может быть использована для оценки влияния 

препарата на образование колоний клеток глиомы в экспериментах по нейтронному 

облучению. 

Эксперимент по БНЗТ был проведен с использованием конъюгата HSA-Cy7-HcyTFAc-

GCB12H11 в качестве агента доставки бора. 10B-Боронофенилаланин был задействован в 

качестве положительного контроля для БНЗТ. Для оценки эффективности БНЗТ 

использовали клоногенный анализ. 

 

Рис. 37. Выжившие фракции облученных нейтронами клеток глиобластомы человека 

T98G в зависимости от инкубации конъюгата HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 или BPA. 

Доля выживаемости клеток глиобластомы человека Т98G при инкубации с конъюгатом 

и последующем облучении эпитепловыми нейтронами составила ≈0,4 (рис. 37), что 

достоверно отличалось от контрольной группы (р<0,0001). Таким образом, конъюгат HSA-
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Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 демонстрирует синергический эффект между гемцитабином (он 

обладает токсичностью в отношении раковых клеток без облучения) и клозо-додекаборатом 

(токсичность для раковых клеток усиливается при нейтронном облучении). 

Колоногенный анализ выявил снижение жизнеспособности при использовании 10В-

боронофенилаланина, содержащего изотоп бора-10 с наименьшей выжившей фракцией 

клеток по сравнению с конъюгатом HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 (p<0,01). Стоит отметить, 

что здесь мы использовали конъюгат HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11, изготовленный из 

природного бора, который содержит 20% изотопа 10B. Контрольный BPA содержит только 

10B. С учетом количества атомов бора в одном остатке и числа клозо-додекаборатных 

остатков, присоединенных к альбумину, количество 10В в контроле в пять раз больше, чем в 

конъюгате. С одной стороны, использование конъюгата, содержащего чистый 10В, приведет 

к большей терапевтической эффективности. С другой стороны, поскольку выделение 

чистого изотопа 10В является достаточно дорогостоящей технологией, использование 

природного бора для БНЗТ может упростить и удешевить получение борсодержащих 

соединений. 

Эффективность конъюгата HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11 (Алборгем) в отношении 

ксенографтов глиобластомы человека при ортотопической трансплантации клеток U87 

иммунодефицитным мышам была исследована сотрудниками ИЦиГ СО РАН и ИЯФ СО 

РАН. Препарат Алборгем показал высокую эффективность в сдерживании роста 

ксенографтов глиобластомы человека U87 у иммунодефицитных мышей SCID при БНЗТ. 

Низкая токсичность препарата сочетается с его способностью поддерживать высокую 

жизнеспособность животных с летальными ксенографтами.  

Полученные данные дают надежду на успешную терапию глиобластом с 

использованием тераностика Алборгем и требуют дальнейших всесторонних исследований 

этого препарата.  

3.5. Синтез конъюгатов на основе альбумина, содержащих флуоресцентный 

краситель Cy5, бис(дикарболида) кобальта и терапевтическую нагрузку (аналог 

гемцитабина и ауристатины) 

При проведении БНЗТ необходимо накопление Повышенная загрузка 

альбуминового кора атомами 10B при той же эффективности накопления молекул 

конъюгата в раковой клетке может снизить дозировку препарата и, как следствие, 
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уменьшить его возможные побочные эффекты. По сравнению с клозо-додекаборатом, 

бис(дикарболид) кобальта содержит большее количество атомов бора. На основе 

флуоресцентно-меченного альбумина, несущего остатки гомоцистеина, ацилированного 

производным бис(дикарболида) кобальта нами были сконструированы три терапевтические 

конструкции: две из них содержали в качестве химиотерапевтической молекулы 

ауристатины, а третья – аналог гемцитабина, модифицированный клозо-додекаборатом. 

Производное тиолактона гомоцистеина, имеющее бис(дикарболид) кобальта (HTL-

Co(B9C2H11)2) было любезно предоставлено Москалевым И. А. (ИХБФМ СО РАН).  

На первых стадиях был синтезирован HSA-Cy5 (синтез проведен аналогично уже 

описанному. Далее полученный флуоресцентный альбумин был обработан 6,5 кратным 

избытком HTL- Co(B9C2H11)2 (рис. 38). 

  

Рис. 38. Схема конструирования альбуминового конъюгата HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2. 

Полученный конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 был модифицирован несколькими 

химиотерапевтическими молекулами, содержащими остатки малеимида: аналогами 

ауристатина (mc-vc-pab-MMAF и mc-vc-pab-MMAE) и производным гемцитабина 

GCB12H11mal (рис. 39). При нейтральных значениях pH, высвобождающиеся при 

ацилировании HSA производными тиолактон-гомоцистеина SH-группы позволяют 
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присоединять дополнительные химиотерапевтические реагенты, содержащие малеимидные 

группы. 

  

Рис. 39. Путь конструирования новых конъюгатов БНЗТ: HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-

GCB12H11; HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF и HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE. 

3.5.1 Характеристики конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, 

HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE 

Характеристики полученных конъюгатов изображены на рисунке 40. По данным 

электронной спектроскопии степень модификации флуоресцентным красителем Cy5 25 % 

(рис. 40, панель A). По данным масс-спектрометрии MALDI TOF, молекулярная масса 

конъюгата HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 отличается от молекулярной массы HSA-Cy5 на 716 

кДа. Это соответствует добавлению двух молекул HcyCo(B9C2H11)2 на молекулу белка (рис. 

40, панель Б). Степень модификации HSA-Cy5 производным тиолактона гомоцистеина 

HcyCo(B9C2H11)2 подтверждается данными метода атомно-эмиссионной спектроскопии. 
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Рис. 40. Характеристики многофункциональных конъюгатов сывороточного 

альбумина человека. (A): Электронные спектры поглощения HSA и его гомоцистамидов в 

буфере PBS, pH 7,4; (Б): MALDI-TOF-спектры; (В): SDS-PAGE гомоцистамидных 

конъюгатов HSA в условиях Леммли с последующим окрашиванием кумасси синим. 

Модификация HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 малеимидными аналогами 

химиотерапревтических остатков приводит к незначительному снижению подвижности 

модифицированных конъюгатов альбумина при электрофорезе в белковом геле, что можно 

объяснить увеличением массы конъюгатов (рис. 40, панель Б). Данные масс-спектрометрии 

MALDI указывают на увеличение массы конъюгата HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2 на 1848, 

2633 и 2661 Да в случае синтеза из него конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, 

HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE и HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF соответственно. 

Это соответствует добавлению 2 остатков каждого малеимидного реагента на молекулу 

белка (рис. 40, панель Б). Спектры поглощения указывают на увеличение поглощения в 

диапазоне длин волн 250-350 нм, что также указывает на присоединение пептидных и 
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нуклеотидных групп к молекуле белка (рис. 40, панель А).  

  

3.5.2 Анализ цитотоксичности конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-

GCB12H11, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE в 

отношении клеток глиобластомы человека (линии клеток T98G и U87). 

Влияние конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE на жизнеспособность клеток 

глиомы человека (U87 и T98G) было проведено Захаровой О. Д. (ИХБФМСО РАН) с 

использованием стандартного колориметрического МТТ-анализа, данные приведены на 

рисунке 41. 

 

Рис. 41. Жизнеспособность клеток T98G и U87 после инкубации в присутствие 

конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, 

HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE и контролей (исходный альбумин, 

химиотерапевтические молекулы). 

Все разработанные конъюгаты на основе альбумина показали хорошую 

цитотоксичность в отношении клеток глиомы человека (U87 и T98G). Цитотоксичность 

конъюгата HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2, не модифицированного малеимидными реагентами, 
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была незначительной в случае обеих клеточных линий. Модификация дополнительными 

терапевтическими молекулами резко усиливает цитотоксичность полученных конъюгатов 

(HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2-MMAE) против клеток глиомы человека в диапазоне не менее 2 – 30 мкМ. 

Стоит отметить, что пептидсодержащие конъюгаты обладают несколько более высокой 

токсичностью в отношении клеток U87 по сравнению с соответствующим контролем (смеси 

HSA + MMAF и HSA + MMAE). По отношению к клеточной линии T98G цитотоксичность 

этих образцов и соответствующих им смешанных точек не различалась в диапазоне 2 – 30 

мкМ. Образец HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11 обладал большей цитотоксичностью в 

отношении клеток T98G по сравнению с соответствующей смесью HSA + GC против той 

же линии клеток (рис. 41). 

Полумаксимальная ингибирующая концентрация (IC50) для HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF, HSA-Cy5-

HcyCo(B9C2H11)2-MMAE показана в таблице 1. Она составляла не менее 0,034 мкМ 

относительно клеток глиомы Т98G с коэффициентом корреляции не менее R = 0,88 и не 

менее 0,97 мкМ относительно клеток глиомы U 87 с коэффициентом корреляции. не менее 

R = 0,71. 

Таблица 5. Полумаксимальная ингибирующая концентрация (IC50) для 

гомоцистамидов HSA и контроля (смеси HSA+MMAF, HSA+MMAE, HSA+GCB12H11) 

Линия клеток Образец IC50 R 

T98G HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE 0.034 0,99 

 HSA + MMAE 0,010 0,99 

 HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF 0,147 0,99 

 HSA + MMAF 0.044 0,98 

 HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11 0,132 0,97 

 HSA + GC 0,018 0,88 

    

U87 HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAE 0,97 0,89 

 HSA + MMAE 0,173 0,71 

 HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF 1,16 0,96 

 HSA + MMAF 1,02 0,80 

 HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-GCB12H11 6,52 0,97 

 HSA + GC 0,29 0,99 

Данные конструкции содержат большее количество атомов бора, чем описанная выше 

конструкция HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11, и, как мы видим, цитотоксичность этих трёх 

конструкций относительно клеток глиомы гораздо выше, чем у HSA-Cy5-HcyTFAc- 

GCB12H11. На основании этих результатов мы ожидаем, что конструкции HSA-Cy5-Hcy 
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Co(B9C2H11)2-GCB12H11, HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF и HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-

MMAE будут, при облучении эпитермальными нейтронами, обладать большими 

значениями цитотоксичности в отношении клеток глиомы уже при меньших дозах, чем в 

случае HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11. Эта работа предполагается нами в дальнейшем. 
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ВЫВОДЫ 

1) Разработан подход к получению на основе альбумина бимодальных 

мультифункциональных наноконструкций для комбинированной тераностики 

злокачественных опухолей. Подход основан на реакциях «тиол-клик» химии и 

посттрансляционной модификации белка – N-гомоцистеинилировании с использованием 

аналогов природного модификатора – производных тиолактона гомоцистеина.  

2) Обнаружено, что противоопухолевая активность конъюгатов HSA с 

противоопухолевым пептидом MMAF, полученных с использованием промежуточного 

гомоцистеинового линкера, значительно превосходит противоопухолеву активность 

конъюгатов, полученных методом прямого присоединения MMAF по аминогруппам 

остатков лизина в HSA.  

3) Разработан подход к получению борсодержащих мультифункциональных 

наноконструкций, снабженных структурными элементами, которые обеспечивают 

молекулярную мультимодальную визуализацию злокачественных областей и активацию 

различных механизмов гибели в них опухолевых клеток. В основе подхода лежит 

постсинтетическая селективная модификацию остатка Cys-34 и остатков лизина 

сывороточного альбумина, приводящая к объединению в единую мультифункциональную 

борсодержащую терапевтическую конструкцию следующих элементов: 

(а) белка-транспортера;  

(б) терапевтического блока (монометилауристатины, конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-

MMAЕ и конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF) и ингибитор нуклеинового обмена 

гемцитабин, функционализированный по экзоциклической аминогруппе клозо-

додекаборатом, (конъюгат HSA-Cy7-HcyTFAc-GCB12H11); 

(в) расщепляемого линкера; (в случае конъюгатов HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAЕ и 

HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAF благодаря инициированию реакции с катепсином, 

уровень которого повышен в раковых клетках, или в случае конъюгата HSA-Cy7-HcyTFAc-

GCB12H11 за счет рН лабильной связи); 

(г) визуализирующего блока (флуорофор Cy5/Сy7 для оптической 

томографии/контрастный агент для 19F МРТ). 

4) Осуществлена оценка противоопухолевой активности борсодержащих 

мультифункциональных наноконструкций in vitro с использованием МТТ-теста.  
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Обнаружен, что конъюгат HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-MMAЕ обладает большей 

противоопухолевой активностью по сравнению с конъюгатом HSA-Cy5-HcyCo(B9C2H11)2-

MMAF. IC50 разработанных конъюгатов составила не менее 0,034 мкМ по отношению к 

клеткам глиомы T98G с коэффициентом корреляции не менее R = 0,88.  

При обработке клеток линии Т98G конъюгатом HSA-Cy5-HcyTFAc-GCB12H11, 

выживаемость клеток уменьшается в зависимости от дозы, и самое низкое значение 

выживаемости достигается при концентрации 60 мкМ (60,2% выживаемость). В то же время, 

гемцитабин в тех же концентрациях проявляет более низкую цитотоксическую активность.  

5) Клоногенный анализа показал, что пролиферация клеток глиобластомы человека T98G, 

предварительно обработанных конъюгатом HSA-Cy5-Hcy-TFAc-GCB12H11 в концентрации 

при которой конъюгат не проявляет цитотоксичности, снижается после проведения БНЗТ. 

Данные сопоставимы с таковыми при инкубации клеток с 10B-борфенилаланином.  
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