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Определение уровня экспрессии белка-онкомаркера PRAME позволяет как прогнозировать тече-
ние заболевания, так и контролировать эффективность противоопухолевой терапии. Флуоресцент-
но меченое моноклональное антитело к белку PRAME получено периодатным окислением глика-
нов с последующей модификацией бифункциональным азидо-оксиаминовым реагентом и “клик”-
реакцией с алкиновым производным сульфированного цианинового красителя Cy3. Предложен
новый подход к синтезу бифункционального азидо-оксиаминового реагента с использованием
этоксиэтилиденовой защитной группы для гидроксиламина. Полученное меченое антитело охарак-
теризовано спектрофотометрически, определена стехиометрия модификации. Продемонстрирова-
ны сохранение аффинности флуоресцентных антител и возможность их применения в качестве ди-
агностического инструмента для определения остаточного маркера (белка PRAME) после проведе-
ния противоопухолевой терапии.
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ВВЕДЕНИЕ
Раково-тестикулярный белок PRAME (prefer-

entially expressed antigen in melanoma), сверхэкс-

прессирущийся при ряде онкологических заболе-
ваний (меланоме, раке молочной железы, раке
легких, раке почки, нейробластоме и др. [1–4]),
нарушает передачу сигнала в ядерных рецепторах
ретиноевой кислоты, выступающих лиганд-регу-
лируемыми транскрипционными факторами,
участвующими в процессах развития, гомеостаза
и дифференцировки клеток [5]. Белок PRAME
служит диагностическим и прогностическим
маркером [6–11], в том числе при противоопухо-

Сокращения: Boc – трет-бутилоксикарбонил; ESI – иониза-
ция распылением в электрическом поле; PRAME – (preferen-
tially expressed antigen in melanoma/предпочтительно экспрес-
сирующийся антиген меланомы); THPTA – трис(3-гидрокси-
пропилтриазолилметил)амин.
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левой терапии. Наличие белка PRAME наблюда-
лось на поверхности лейкозных клеток K562, что
дает возможность использовать белок PRAME в
качестве мишени для иммунотерапии [1, 9, 12].
Поскольку экспрессия этого белка не ограничи-
вается лейкозами, установление его экспрессии в
клетках солидных опухолей позволит разработать
новые препараты также и для этих заболеваний.

Моноклональное антитело 6H8 к белку
PRAME [13] может быть использовано как для де-
текции этого белка, так и для разработки терапев-
тических препаратов. В первую очередь представ-
ляла интерес прямая детекция связывания анти-
тела с изучаемым белком, что можно осуществить
с помощью проточной цитометрии, если антите-
ла содержат флуоресцентную метку. Поэтому
возникла необходимость разработки надежной
процедуры флуоресцентного мечения монокло-
нального антитела 6H8, сохраняющей его аффин-
ность к белку PRAME. В данной статье мы пред-
лагаем использовать периодатное окисление уг-
леводных фрагментов сайта гликозилирования
моноклонального антитела 6H8 с последующей
модификацией образующихся альдегидных групп
бифункциональным азидо-оксиаминовым лин-
кером. Такой метод позволяет вводить в антитела
алифатические азидогруппы, по которым можно
проводить дальнейшую модификацию антител
алкиновыми производными флуоресцентных
красителей в условиях Cu(I)-катализируемой
“клик”-реакции.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Общий подход к мечению иммуноглобулина. Для
флуоресцентного мечения был выбран подход,
связанный с модификацией углеводных фраг-
ментов антител. После окисления углеводной ча-
сти иммуноглобулина 6H8 периодатом натрия
[14] молекулу антитела последовательно модифи-
цировали бифункциональным азидо-оксиамино-
вым реагентом (I) и алкиновым производным
сульфированного цианинового красителя Cy3
(II) в условиях биоортогональной “клик”-реак-
ции (схема 1). Этот подход основан на широко
используемых методах – модификации карбо-
нильных соединений O-алкилгидроксиламинами
[15, 16] и Cu(I)-катализируемом циклоприсоеди-
нении терминальных алкинов к азидам [17]. Дан-
ный способ обладает несколькими преимуще-
ствами по сравнению с широко используемыми
реакциями модификации амино- и тиольных
групп антител. Кроме углеводного сайта другие
фрагменты антител не окисляются и не меняют
своих функций. Модификация гликана весьма
удачна также потому, что сайт гликозилирования
находится далеко от антиген-связывающего
фрагмента. Таким образом, конъюгация антител
с низкомолекулярными соединениями через уг-
леводный участок не должна оказывать значи-
тельного влияния на аффинность антител к анти-
генам.

Схема 1. Получение флуоресцентно меченого антитела. Схематически изображено окисление 
L-фукозы в альдегидокислоту [17].

Усовершенствованный метод синтеза бифункци-
онального реагента (I). Синтез азидо-оксиамино-
вого реагента (I) осуществляли из соответствующе-
го азидоспирта (III) с использованием этоксиэти-
лиденовой защитной группы для гидроксиламина
(схема 2). Ранее для превращения вещества (III) в
реагент (I) использовали Boc- [18] и фталимидные

[19, 20] защитные группы гидроксиламина. Мы
обнаружили, что более удобной защитной груп-
пой служит этоксиэтилиденовая группа. Алкили-
рование этил-N-гидроксиацетимидата (IV) мези-
латами спиртов с последующим легким деблоки-
рованием оказалось удобным методом получения
соответствующих O-алкилгидроксиламинов [21].
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Проведение реакции в смеси трет-бутанола и
изопропанола (1 : 1) позволило получить защи-
щенное производное (V) с общим выходом 80%
после двух стадий. При проведении реакции ал-
килирования в метаноле наблюдалось образова-

ние значительных количеств простого метилово-
го эфира азидоспирта (III). В результате обработ-
ки соединения (V) соляной кислотой в метаноле с
последующим упариванием получили соедине-
ние (I) в виде гидрохлорида с выходом 92%.

Схема 2. Синтез реагента (I) с использованием этоксиэтилиденовой защитной группы.

Определение уровня экспрессии гена PRAME.
В исследуемых клеточных линиях ген PRAME
был стабильно активен, и уровень его экспрессии
находился в диапазоне 6000–7000% в клетках ли-
нии K562 и 6000–7500% в клетках линии mel P.
Таким образом, данные клеточные линии могут
быть использованы для определения уровня экс-
прессии белка PRAME.

Конъюгация моноклонального антитела 6H8 с
сульфированным красителем Cy3. Окисление угле-
водного фрагмента антитела 6H8 проходит до-
вольно мягко в слабокислых условиях (pH 5.0)
под действием периодата натрия. Количество об-
разующихся карбонильных групп при окислении
углеводных фрагментов антител может контроли-
роваться тремя параметрами – временем, кон-
центрацией периодата и pH реакционной среды.
В нашем случае моноклональное антитело 6H8
окислялось 20 мМ раствором периодата натрия в
течение 40 мин. Для остановки реакции исполь-
зовали глицерин, быстро вступающий в реакцию
с окислителем. Отделение низкомолекулярных
продуктов реакции от окисленного продукта (ан-
титела) удобно проводить с помощью гель-филь-
трации на сефадексе G-50. Очищенное окислен-
ное антитело затем может вступать в реакцию с
оксиамином (I) также в слабокислых условиях
(pH 5.0). Реакция соединения (I) с карбонильны-
ми группами антитела 6H8 протекает достаточно
быстро (1 ч) и приводит к образованию модифи-
цированного антитела, несущего в своем составе
азидные группы, связанные ковалентно посред-
ством тетраэтиленгликольного гидрофильного
линкера с сайтом гликозилирования. Очищенное
гель-фильтрацией азидированное антитело затем
вводили в Cu(I)-катализируемую реакцию азид-
алкинового циклоприсоединения [16] с алкино-
вым производным сульфированного красителя
Cy3 (II). Для снижения неспецифического связы-
вания использовали гидрофильный водораство-
римый лиганд THPTA, образующий комплекс с
Cu(I) и легко отделяющийся с помощью гель-
фильтрации. Образующееся Cy3-меченое антите-
ло удобно выделять на сефадексе G-50, поскольку

оно окрашено, и протекание хроматографиче-
ского разделения легко визуализируется.

Дальнейший анализ конъюгата производили
спектрофотометрически. Для этого был получен
спектр поглощения в УФ- и видимой областях.
Поскольку на одну молекулу антитела после
конъюгации приходилось несколько остатков
красителя, то эти остатки красителя из-за близ-
кого расположения начинали между собой взаи-
модействовать и образовывать H-агрегаты [22].
Такие взаимодействия отражались на форме
спектра поглощения в области 550 нм. При этом
агрегации антител не наблюдалось, и раствор
конъюгата оставался длительное время стабиль-
ным без видимого выпадения в осадок меченого
антитела. Для подавления агрегации остатков
красителя и получения неискаженного спектра
поглощения (рис. 1) был подобран буферный рас-
твор, содержащий 10% додецилсульфата натрия.
Далее по соотношению интенсивности полос по-
глощения при 280 и 550 нм была определена нагруз-
ка N красителя (II) на одну молекулу антитела, ко-
торая составила величину 6, т.е. на одну молекулу
иммуноглобулина приходилось шесть остатков мо-
лекул сульфированного красителя Cy3.

Валидация антител, меченных сульфо-Cy3. Для
определения способности антитела 6H8, мечен-
ного красителем сульфо-Cy3, распознавать белок
PRAME использовали клетки линии K562. Анти-
тела обнаруживались в цитоплазме более чем у
98% пермеабилизованных клеток (рис. 2). Эти же
антитела использовали для окрашивания цито-
плазмы клеток mel P, причем локализация мечено-
го антитела 6H8 в цитоплазме также была зафикси-
рована более чем у 98% пермеабилизованных кле-
ток (рис. 3). Таким образом, модифицированные
антитела сохранили способность связываться с на-
тивным белком PRAME, находящимся в цитоплазме
клеток. Клетки меланомы мыши не окрашивались.

Окрашивание поверхности клеток линий K562 и
mel P. Антитела 6H8, меченные красителем (II),
связывались с поверхностью непермеабилизо-
ванных клеток линий K562 и mel P. Интенсив-
ность связывания была очень низкой и практиче-
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ски не визуализировалась на скейтерограммах,
однако связывание было доказано по изменению
интенсивности флуоресценции клеток, выражен-
ной в безразмерных единицах (рис. 4).

Интенсивность окрашивания снижалась при
разведении антител. Таким образом, антитела
связываются с поверхностью PRAME-экспресси-
рующих непермеабилизованных клеток линий
K562 и mel P, что свидетельствует о наличии бел-
ка PRAME на мембране данных клеток.

Далее мы определили интенсивность флуорес-

ценции CD20-экспрессирующих клеток хрони-

ческого B-клеточного лимфоидного лейкоза,

окрашенных модифицированными антителами,

распознающими антиген CD20. Аномальность

этих клеток была доказана при выявлении на их

поверхности экспрессии антигенов CD22, CD19,

CD5 и CD23, а также антителами к легкой цепи

иммуноглобулина [23]. Интенсивность флуорес-

ценции неокрашенных лейкозных B-клеток со-

Рис. 1. Спектр поглощения конъюгата антитела с сульфированным красителем Cy3 и определение стехиометрии (на-
грузки, N) модификации антитела красителем.
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ставила 183 ед. Окрашенные лимфоциты облада-

ли интенсивностью флуоресценции на уровне

261 ед. Это позволяет сделать вывод, что известный

антиген CD20, использующийся в качестве мише-

ни, обладает сопоставимым с белком PRAME уров-

нем экспрессии на клеточной мембране.

Мы наблюдали еще одну особенность, кото-

рую нужно учитывать при определении поверх-

ностной локализации PRAME – возможность

принять цитоплазматический белок за мембран-

ный. Это может произойти в случае повреждения

мембраны погибших клеток во время центрифу-

гирования при пробоподготовке. В этом случае

цитоплазма, богатая белком PRAME, окрашива-

ется, и такие клетки имеют интенсивный флуо-

ресцентный сигнал (рис. 5).

Избежать подобного можно при использова-

нии ДНК-тропных интеркалирующих красите-

лей. В нашем исследовании применялся краси-

тель 7-аминоактиномицин D (7-aad), у которого

пик эмиссии в спектре флуоресценции находится

при 647 нм и отличается от пика эмиссии краси-

теля сульфо-Cy3 (550 нм). Применение красителя

7-aad показало, что, действительно, все клетки, да-

ющие интенсивный сигнал при окрашивании Cy3-

меченым антителом 6H8, окрашивались 7-aad, что

Рис. 3. Пример окрашивания клеток mel P антителом 6H8, меченным сульфо-Cy3: (а) – неокрашенные клетки;
(б) – окрашенные клетки.
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Рис. 4. Интенсивность флуоресценции клеток K562 и mel P, окрашенных сульфо-Cy3-меченым антителом 6H8. Анти-
тело добавляли в концентрациях 2000, 500 и 125 пг на пробу.
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свидетельствует о проницаемости их мембран и
опосредованного этим окрашивания цитоплаз-
матического белка PRAME. Таким образом, при
оценке активности PRAME на поверхности опу-
холевых клеток мы рекомендуем всегда использо-
вать интеркалирующий краситель для исключе-
ния ложноположительного сигнала.

Проблема может быть также решена посред-
ством создания антител, распознающих только
мембранную форму белка PRAME, но не цито-
плазматическую. Примером такого решения слу-
жит антиген CD3, мембранная экспрессия которо-

го выявляется клоном антител HIT3a. При этом

клон антител HIT3a не связывается с цитоплазма-

тической детерминантой антигена CD3, которая

может быть выявлена другим клоном – UCHT1.

На настоящий момент, однако, неизвестно, ка-

ким образом лишенный трансмембранного домена

белок PRAME удерживается на клеточной мембра-

не, и невозможно определить аминокислотные по-

следовательности белка, к которым можно разрабо-

тать антитела для выявления мембранной лока-

лизации.

Рис. 5. Пример окрашивания клеток K562 антителом 6H8, меченным сульфо-Cy3. (а) – Окрашивание клеток 7aad;
(б) – окрашивание 7aad-негативных клеток антителом 6H8; (в) – окрашивание 7aad-позитивных клеток антителом 6H8.
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Помимо привлечения клеток-эффекторов ле-
карственные анти-PRAME-антитела могут быть
использованы как средства доставки токсинов к
опухоли. Данный способ терапии окажется осо-
бенно эффективным, если белок PRAME интер-
нализуется после связывания с субстратом. К со-
жалению, в настоящее время потенциальная воз-
можность использования мембранной формы
белка PRAME в качестве мишени при терапии
остается неисследованной.

Известно, что количество белков на поверхно-
сти клеток может быть различным. Чем больше
это количество, тем более эффективным будет
использование терапевтических антител. В рабо-
те Uckun et al. [24] установлено, что количество
антигена CD19 на поверхности B-клеток состав-

ляет ~1.9 × 106 на клетку. Минимальное количе-
ство антигена, достаточное для развития иммун-
ного ответа при помощи немодифицированных

антител, составляет ~1 × 104 на клетку, а для ко-
ротких антител, связывающих T-лимфоциты с

клетками-мишенями, составляет ~1 × 103 на
клетку. Чтобы показать перспективность исполь-
зования белка PRAME в качестве мишени, необ-
ходимо установить типичное количество данного
белка, находящегося на мембране клеток. Со-
гласно нашим наблюдениям, это количество не-
большое, что может оказаться ограничением для
разработки методов PRAME-направленной тера-
пии. С другой стороны, значительное количество
белка-мишени на поверхности клетки также мо-
жет создавать трудности, поскольку каждая клет-
ка будет захватывать очень много антител, и это
потребует применения большой концентрации
препарата [25].

Обнадеживающим результатом стало опреде-
ление активности антигена CD20 на поверхности
лейкозных клеток больного B-клеточным хрони-
ческим лимфоидным лейкозом. Оказалось, что
активность белка PRAME и антигена CD20 на
опухолевых клетках наблюдается на сопостави-
мом уровне. Поскольку CD20 – известная ми-
шень для эффективного лекарственного препара-
та ритуксимаб, а также других, более продвину-
тых лекарственных препаратов на основе
антител, мы предполагаем, что подобного эффек-
та можно добиться при использовании анти-
PRAME-антител.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Общие методы. Для синтеза модифицирующе-
го реагента (I) использованы реактивы: хлори-
стый метилен и триэтиламин (Химмед, Россия),
азид натрия и метансульфохлорид (Fluka, Швей-
цария), тетраэтиленгликоль (Aldrich, США). Мети-
ленхлорид (DCM) перегоняли над CaH2. С осталь-

ными растворителями и реагентами работали без

дополнительной очистки. Использовали алкиновое
производное красителя Cy3 (II) (Lumiprobe, Рос-
сия). 11-Азидо-3,6,9-триоксаундеканол (III) [20] и
натриевую соль этил-N-гидроксиацетимидата (IV)

[21] получали, как описано в литературе. 1H- и 13C-
ЯМР-спектры регистрировали на ЯМР-спектро-
метре Inova 300 МГц (Varian, Германия) с отнесе-
нием сигналов по пикам остаточных протонов в

DMSO-d6 (2.50 м.д. для 1H и 39.52 м.д. для 13C).

КССВ приведены в герцах (Гц) для соответствую-
щих мультиплетов. Масс-спектры получены на
спектрометре Q Exactive HF Hybrid Quadrupole-Or-
bitrap (Thermo Scientific, США). Тонкослойную
хроматографию выполняли на алюминиевых пла-
стинах TLC Silica gel 60 F254 (Merck, Германия).

Синтез бифункционального азидо-оксиаминово-
го реагента (I). Этил N-(11-Азидо-3,6,9-триоксаун-
децилокси)-ацетимидат (V). К смеси исходного
спирта (III) (200 мг, 0.43 ммоль) и триэтиламина
(120 мкл, 0.86 ммоль) в сухом DCM (10 мл) добав-
ляли метансульфонилхлорид (54 мг, 0.47 ммоль).
Через 30 мин реакционную массу упаривали, пе-
рерастворяли в ТГФ (15 мл) и фильтровали через
целлюлозный фильтр. После упаривания раство-
рителя целевое вещество получали в виде желто-
ватого масла (521 мг, 0.43 ммоль). Его растворяли
в смеси изопропилового и трет-бутилового
спирта (1 : 1, v/v, 20 мл), затем к полученной смеси
порциями прибавляли натриевую соль этил
N-гидроксиацетимидата (269 мг, 2.15 ммоль) при
постоянном перемешивании. Реакционную мас-
су кипятили 2 ч. Затем осадок мезилата натрия от-
фильтровывали, растворитель упаривали в вакуу-
ме. Целевое вещество выделяли с помощью коло-
ночной хроматографии на силикагеле. Получали
бесцветное масло; выход 105 мг (80%). Rf 0.4 (5%

MeOH в DCM).
1H-ЯМР: 4.00–3.93 (м, 4H, N3CH2,

N3CH2CH2), 3.77–3.57 (м, 12H, OCH2), 3.43–3.39

(м, 2H, СH2CH3), 1.89 (с, 3H, CH3C), 1.23 (т,

J 7.5 Гц, 3H, СH2CH3).

13C-ЯМР: 162.17, 72.85, 70.36, 70.34, 70.31, 70.22,
69.73, 68.98, 62.27, 60.53, 14.67, 13.91.

Масс-спектр, m/z ([M + H]+): рассчитано для

C12H25N4  305.1819; найдено 305.1816.

O-(11-Азидо-3,6,9-триоксаундецилокси)гидрок-
силамин гидрохлорид (I). Исходное соединение (V)
(500 мг, 1.5 ммоль) растворяли в метаноле (20 мл).
При комнатной температуре к раствору добавля-
ли 37%-ный раствор соляной кислоты (350 мкл,
4.1 ммоль). Через 1 ч реакционную смесь упарива-
ли. Получали бесцветное маслообразное веще-
ство (355 мг, 92%). Rf 0.47 (20% MeOH в EtOAc).

1H-ЯМР: 11.04 (уш. с, 3H, ONH3), 4.16–4.13 (м,

4H, N3CH2, H3NOCH2), 3.65–3.58 (м, 8H, OCH2),

3.41–3.38 (м, 4H, OCH2).

5O
+
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13C-ЯМР: 73.99, 70.28, 70.23, 70.20, 70.17, 69.71,
68.19, 50.53.

Масс-спектр, m/z ([M + H]+): рассчитано для

C8H19N4  235.1401; найдено 235.139.

Флуоресцентное мечение моноклонального ан-
титела. Использовали ранее разработанные нами
антитела 6H8 [26], распознающие PRAME. Эти
антитела были мечены красителем сульфо-Cy3
(II). Концентрацию немеченого антитела опреде-
ляли спектрофотометрически по поглощению на
длине волны 280 нм. Раствор антитела 6H8
(0.50 мл, концентрация 1.7 мг/мл) переводили в
ацетатный буфер (20 мМ AcONa, 150 мМ NaCl,
pH 5) с помощью гель-фильтрации на колонке
NAP-5 (Cytiva, США) по стандартному протоколу
производителя. Получили раствор антитела 6H8
(700 мкл) с концентрацией 0.83 мг/мл. К этому
раствору добавляли 100 мкл 160 мМ раствора
NaIO4. Начальная концентрация периодата на-

трия в реакционной смеси составляла 20 мМ, на-
чальная концентрация антитела – 0.73 мг/мл.
Окисление углеводной части антитела проводили
в темноте при комнатной температуре в течение
40 мин. Затем останавливали реакцию добавле-
нием 100 мкл 20%-ного водного раствора глице-
рина. Полученную реакционную смесь (900 мкл)
наносили на гель-фильтрационную колонку
NAP-10 (Cytiva, США) и проводили обессолива-
ние по стандартному протоколу в ацетатном бу-
фере (20 мМ AcONa, 150 мМ NaCl, pH 5). Полу-
чили раствор окисленного моноклонального ан-
титела (1.1 мл, концентрация 0.47 мг/мл).
К аликвоте раствора окисленного антитела
(370 мкл) добавляли 70 мМ водный раствор реа-
гента (I) (0.7 мкл). В реакционной смеси начальная
концентрация окисленного антитела составляла
3 мкМ, начальная концентрация оксиамина (I) –
150 мкМ. Реакционную смесь выдерживали 1 ч
при комнатной температуре в темноте, наносили
на гель-фильтрационную колонку с сефадексом
G-50 (Pharmacia, Швеция) и элюировали полу-
ченный конъюгат натрий-фосфатным буфером.
К полученному раствору азидированного антите-
ла добавляли 50-кратный избыток (40 нмоль) ал-
кинового производного сульфированного краси-
теля Cy3 (II). Проводили медь-катализируемую
реакцию азид-алкинового циклоприсоединения
в присутствии 0.5 мМ эквимолярной каталитиче-
ской смеси CuSO4-THPTA и 5 мМ аскорбиновой

кислоты в течение 3 ч. Реакционную смесь очи-
щали от избытка красителя (II) и низкомолеку-
лярных соединений на сефадексе G-50 в натрий-
фосфатном буфере, собирая окрашенную высо-
комолекулярную фракцию. Концентрацию полу-
ченного конъюгата и стехиометрию (нагрузку
красителя на одну молекулу антитела) определя-
ли спектрофотометрически по соотношению по-
глощения при 280 и 550 нм. Спектры поглощения

4O
+

регистрировали в натрий-фосфатном буферном
растворе, содержащем 10% додецилсульфата на-
трия. Степень мечения антитела составляла вели-
чину 6.

Окрашивание клеток мечеными антителами.
Для окрашивания цитоплазмы клеток K562 и mel P
из коллекции клеточных культур НМИЦ онколо-
гии им. Н.Н. Блохина Минздрава России [1, 5, 9]
проводили их пермеабилизацию при помощи
раствора для определения уровня экспрессии ци-
топлазматических белков методом проточной ци-
тометрии (Sony Biotechnology, США) по инструк-
ции, предоставленной разработчиком. В качестве
отрицательного контроля использовали клетки
линии меланомы мыши B16 из коллекции кле-
точных культур НМИЦ онкологии им. Н.Н. Бло-
хина Минздрава России.

Связывание антител исследовали методом
проточной цитометрии на приборе NovoCyte
(ACEA Bioscience, США) с конфигурации опти-
ческой системы версии (лазеры синий 488 нм и
красный 640 нм, детекторы 530/30 FITC, 572/28 PE,
675/30 PerCP/APC и 780/60 PE-Cy7/APC-Cy). Де-
текцию сигнала от сульфо-Cy3 проводили в кана-
ле PE. Окрашивание цитоплазмы клеток приме-
нялось для валидации работоспособности анти-
тел, меченных сульфо-Cy3. В качестве контроля
использовали немеченые антитела 6H8 в сопоста-
вимой концентрации, выявляемые вторичными
антителами, распознающими иммуноглобулин
мыши (SonyBiotechnology, США). Детекцию
ДНК-связывающего красителя 7-aad [27] прово-
дили в канале PE-Cy7.

Экспрессию мРНК гена PRAME проводили
методом количественной ПЦР в реальном време-
ни с использованием специфических праймеров
и R6G-меченого зонда на приборе LightCycler
(Roche, Швейцария), по методике, применяв-
шейся нами ранее [13].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложен новый подход к синтезу бифунк-
ционального азидо-оксиаминового реагента с ис-
пользованием этоксиэтилиденовой защитной
группы для гидроксиламина. Для получения флу-
оресцентно меченого моноклонального антитела
6H8 к белку PRAME проведено периодатное
окисление углеводного фрагмента антитела с по-
следующей модификацией бифункциональным
азидо-оксиаминовым реагентом и “клик”-реак-
цией с алкиновым производным сульфированно-
го цианинового красителя Cy3. Флуоресцентно
меченое антитело охарактеризовано спектрофо-
тометрически, определена стехиометрия моди-
фикации.

Впервые получены данные, подтверждающие
наличие белка PRAME на поверхности клеток
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метастатической меланомы. Мембранная лока-
лизация характерна для всех клеток популяции,
при этом количество белка PRAME на поверхно-
сти каждой из клеток сопоставимо с количеством
белка CD20. Подобный уровень экспрессии ха-
рактерен, например, для антигена CD23 на по-
верхности активированных B-лимфоцитов [23].
Столь низкий уровень экспрессии белка PRAME
объясняет трудности его обнаружения в данном
клеточном компартменте, в то время как данных
о наличии этого белка в цитоплазме гораздо боль-
ше [1, 5, 9].

Мембранная локализация белка PRAME при
меланоме также открывает возможность для раз-
работки нового подхода иммунотерапии данного
заболевания. Поскольку белок PRAME не пред-
ставлен в нормальных соматических клетках, но
присутствует на клетках меланомы, он может
специфически распознаваться лекарственным
антителом. Само антитело будет привлекать мо-
лекулы системы комплемента либо киллерные
клетки, что вызовет лизис клеток меланомы. Для
проверки этого предположения необходимо бу-
дет разработать гуманизированные антитела к ан-
тигену PRAME и провести доклинические иссле-
дования.
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Determination of the PRAME tumor marker protein expression level is important both for predicting the
course of the disease and for monitoring the effectiveness of anticancer therapy. There was obtained fluores-
cently labeled monoclonal antibody to PRAME by periodate oxidation of glycans followed by modification
with a bifunctional azido-oxyamine reagent and a “click” reaction with an alkyne-modified sulfonated cy-
anine dye Cy3. A new approach to the synthesis of a bifunctional azido-oxyamine reagent using an ethoxy-
ethylidene protecting group for oxyamine is proposed. The labeled antibodies were characterized with UV-
Vis absorption spectra and the stoichiometry of the modification was determined. The retention of f luores-
cent antibodies affinity and the possibility of their use as a diagnostic tool for determining the residual marker
after therapy have been demonstrated.

Keywords: monoclonal antibody, fluorescent label, “click” reaction, oxyamine
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