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Разработаны и охарактеризованы новые рекомбинантные носители – модульные нанотранспорте-
ры (МНТ), содержащие N-концевой лигандный модуль, специфически связывающийся с рецепто-
ром к эпидермальному фактору роста (рЭФР). В качестве лигандного модуля были использованы
эпидермальный фактор роста (ЭФР) человека и антителоподобный белок Z1907. Показано, что дан-
ные МНТ способны к рецептор-специфической интернализации в опухолевые клетки-мишени и
внутриядерному накоплению. Присоединение эмиттера электронов Оже (ЭО) 111In к этим МНТ
значительно усиливало его цитотоксический эффект на клетки-мишени. Установлено, что переме-
щение ЭФР с С-конца на N-конец транспортера усиливало рост клеток-мишеней, тогда как ис-
пользование Z1907 не приводило к подобному эффекту.
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Доставка лекарственных средств в ядра кле-
ток-мишеней является перспективным подходом
увеличения эффективности противораковой те-
рапии [1]. Однако такая доставка затруднена из-за
наличия естественных биологических барьеров:
плазматической мембраны, мембраны эндосом,
деградации в лизосомах, ядерной мембраны [2].

Системой доставки, позволяющей эффектив-
но преодолевать эти барьеры, являются много-
функциональные полипептидные конструкции –
модульные нанотранспортеры (МНТ). Их ли-
гандный модуль обеспечивает специфическое
связывание транспортера с соответствующим ре-
цептором; эндосомолитический модуль необхо-
дим для выхода из эндосом в цитозоль, модуль с
сигналом ядерной локализации обеспечивает эф-
фективный транспорт в ядро, модуль-носитель
служит для объединения модулей в единую струк-
туру [3].

В разработанных ранее МНТ лигандный мо-
дуль, представленный эпидермальным фактором
роста (ЭФР) человека, располагался на С-конце
молекулы транспортера [4] (далее МНТ-ЭФР).
Основываясь на проведенных ранее работах in
vitro [5] и in vivo [6–8], мы проверили возмож-
ность создания новых МНТ, в которых лиганд-
ный модуль, способный специфически связы-
ваться с рецептором к ЭФР (рЭФР), был пере-
несен на N-конец молекулы (далее ЭФР-МНТ).
Это делает С-конец доступным для модификации
и расширяет возможности МНТ как платформы
для переноса лекарств в ядро клетки-мишени. В
качестве лигандного модуля новых МНТ были
использованы ЭФР (для ЭФР-МНТ) или антите-
лоподобный белок аффибоди Z1907 (Z1907-МНТ)
[9]. Новые транспортеры были охарактеризованы
по их способности проникать в ядра и цитотокси-
ческому эффекту эмиттера ЭО 111In, доставляемо-
го МНТ в опухолевые клетки-мишени.

Известно, что связывание рЭФР ряда опухоле-
вых клеток с природными лигандами приводит к
активации рецептора с последующим запуском
внутриклеточных каскадов, усиливающих проли-
ферацию [10], оказывая проонкогенный эффект.
Поскольку в состав исследуемых МНТ входят ли-
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ганды к рЭФР, была произведена оценка возмож-
ного влияния новых транспортеров на рост кле-
ток-мишеней.

Новые транспортеры были наработаны в клет-
ках E. coli, штамм C3029 (“NEB”, Великобрита-
ния), трансформированными плазмидами, коди-
рующими ЭФР-МНТ и Z1907-МНТ. Ген Z1907 был
синтезирован “General Biosystems”, США, на ос-
нове опубликованной аминокислотной последо-
вательности [9] и клонирован на N-конец безли-
гандного МНТ. Модульные нанотранспортеры
были очищены методом аффинной хроматогра-
фии на Ni-NTA-агарозе (“Qiagen”, Германия).

Проверку способности МНТ к рецептор-опо-
средованной интернализации оценивали мето-
дом проточной цитометрии, для чего они были
конъюгированы с Alexa Fluor 647 (“Molecular
Probes”, США).

Оценку интернализации производили на клет-
ках эпидермоидной карциномы человека A431,
сверхэкспрессирующих рЭФР. Клетки культиви-
ровали в среде DMEM (“ПанЭко”, Россия) с до-
бавлением 10% фетальной телячьей сыворотки
(ФС) и гентамицина (50 мкг/мл) при 5% CO2 и
37°С в CO2-инкубаторе. Клетки были рассажены
в 24-луночную плашку (2.5 × 104 клеток/лунка).
Спустя 2 суток к клеткам были добавлены по

100 нМ ЭФР-МНТ, MНT-ЭФР и Z1907-МНТ, ме-
ченных Alexa Fluor 647. Клетки инкубировали с
МНТ 18 ч при 37°C при 5% CO2 с или без избытка
свободного ЭФР. Затем клетки с интернализо-
ванными транспортерами промывали, трипсини-
зировали, удаляя МНТ, находящиеся на поверх-
ности клеток, центрифугировали при 200g в тече-
ние 10 мин и анализировали проточной
цитометрией с использованием Epics Altra Flow
Cytometer (“Beckman Coulter”, США) при воз-
буждении флуоресценции 633 нм и эмиссии при
675 нм. Для каждой пробы было проанализирова-
но 0.5–1 × 104 клеток. Добавление 2 мкМ свобод-
ного ЭФР существенно уменьшало среднюю ин-
тенсивность флуоресценции, соответствующей
интернализованной клетками фракции МНТ, до
19 ± 1, 38 ± 1 и 42 ± 1% от исходного уровня для
МНТ-ЭФР, Z1907-МНТ и ЭФР-МНТ соответ-
ственно. Этот результат свидетельствует о рецеп-
тор-опосредованном (рЭФР-специфическом)
эндоцитозе данных МНТ клетками-мишенями.

Для исследования накопления МНТ в ядрах кле-
ток-мишеней к МНТ был присоединен 111In через
бифункциональный хелатор p-SCN-Bn-NOTA,
как описано ранее [11]. Клетки А431 были рассеяны
в 12-луночную плашку (5 × 105 клеток/лунка) в
среде DMEM с 10% ФС. Спустя 2 суток клетки
были инкубированы 2 ч с 111In-NOTA-МНТ
(0.6 МБк/мл, 1.9 мкг/мл) в свежей среде, после
чего ядра клеток выделяли по описанной ранее
методике [12] на льду. Полученные данные свиде-
тельствуют, что все исследуемые МНТ способны
к доставке 111In в ядра клеток-мишеней, где эф-
фективность действия эмиттера ЭО максимальна
(табл. 1).

Исследование влияния МНТ на рост клеток-
мишеней проводили на клетках аденокарциномы
молочной железы человека MCF-7. За 7 суток до
эксперимента клетки переводили на среду
DMEM с 0.5% ФС, после чего рассаживали в
24-луночные плашки по 8 тысяч клеток в лунку
или 96-луночные плашки по 3 тысячи клеток в
лунку. На следующий день к клеткам добавляли
МНТ или ЭФР в концентрации 100 нМ. Рост кле-
ток оценивали с помощью МТТ-теста на 10-й день
инкубации. Оптическую плотность формазана и
фона измеряли с помощью планшетного фото-
метра Synergy 4 (“Biotek”, США) при 570 и 650 нм
соответственно.

Было продемонстрировано, что ЭФР и ЭФР-
МНТ приводят к достоверному увеличению роста
опухолевых клеток-мишеней, тогда как Z1907-МНТ,
МНТ-ЭФР и безлигандный МНТ не оказывают
на него воздействия (рис. 1а). Необходимо отме-
тить, что и другой тип МНТ, содержащий фолат в
качестве лигандного модуля (МНТ-Ф) [11], в от-
личие от свободного фолата не вызывал увеличе-

Таблица 1. Эффективность внутриядерного накопле-
ния МНТ, конъюгированных с 111In

M ± m, n = 3.

Тип МНТ

Доля внутриядерной 
радиоактивности от общей 

внутриклеточной 
радиоактивности, %

111In-NOTA-MНT-ЭФР 49 ± 3

111In-NOTA-Z1907-МНТ 64 ± 16

111In-NOTA-ЭФР-MНT 65 ± 13

Таблица 2. Цитотоксический эффект 111In на клетках
эпидермоидной карциномы человека А431

Примечание. Значения А50 соответствуют добавленной ра-
диоактивности, при которой происходит 50%-я гибель кле-
ток. M ± m, n = 3–6.

Цитотоксический агент A50, МБк мл–l

111In-NOTA- Z1907-МНТ 0.11 ± 0.02

111In-NOTA-ЭФР-MНT 0.41 ± 0.03

Свободный 111In 8 ± 1
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ния пролиферации клеток в бесфолатной среде
(б/ф) с 10% ФС (рис. 1б).

Оценку цитотоксического эффекта 111In, до-
ставляемого внутрь опухолевых клеток-мишеней
посредством МНТ, производили с помощью ме-
тода колониеобразования на клетках культуры
А431. В качестве контроля использовали свобод-
ный 111In. Клетки A431 рассевали в 24-луночную
плашку (2 × 104 клеток/лунка) в среде DMEM с
10% ФС. Спустя 2 суток среду заменяли и добав-
ляли 111In-NOTA-МНТ (0.02—6.5 МБк/мл), а так-
же свободный 111In (0.22–20 МБк/мл). Клетки ин-
кубировали 48 ч при 37°C и 5% CO2, после чего
рассевали в 25-см2 флаконы (2 ⋅ 103 клеток на фла-
кон) в среде DMEM/F12 с 10% ФС. Через 6 суток
колонии фиксировали, окрашивали кристалли-
ческим фиолетовым и подсчитывали.

Присоединение 111In к МНТ существенно уве-
личивало его цитотоксичность, наибольший
цитотоксический эффект обнаруживался для
111In-NOTA-Z1907-МНТ и 111In-NOTA-MНT-ЭФР
(табл. 2).

Таким образом, разработаны и охарактеризо-
ваны новые МНТ с лигандными модулями на
N-конце молекулы: ЭФР-МНТ и Z1907-МНТ, ко-
торые способны доставлять эмиттеры ЭО в ядра
опухолевых клеток-мишеней, сверхэкспрессиру-
ющих рЭФР. Продемонстрировано, что Z1907-МНТ
и МНТ-Ф не влияют на пролиферативную актив-
ность клеток-мишеней, в отличие от ЭФР, фола-
та и ЭФР-МНТ, что даёт основания считать их
перспективным средством направленной достав-
ки противораковых средств.
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Рис. 1. Влияние МНТ на пролиферативную активность клеток-мишеней MCF-7. а – влияние рЭФР-связанных МНТ.
б – влияние МНТ-Ф. Среднее значение оптической плотности для контрольных клеток принято за 100% M ± m, n = 4.
Звездочкой отмечены обозначены достоверно различающиеся результаты (p < 0.05).
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NEW RECOMBINANT CARRIERS BINDING SPECIFICALLY 
TO THE EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR

T. S. Karyaginaa, A. V. Ulasova, A. A. Rosenkranza,b, T. A. Slastnikovaa, Y. V. Khramtsova, 
T. N. Lupanovaa, Academician of the RAS G. P. Georgieva, and Corresponding Member of the RAS A. S. Soboleva,b,#

a Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

#e-mail: sobolev@igb.ac.ru; alsobolev@yandex.ru

The new recombinant carriers – modular nanotransporters (MNT) – with N-terminal ligand module to the
epidermal growth factor receptor (EGFR) were developed. Human epidermal growth factor (hEGF) and an-
tibody-like protein Z1907 were used as the ligand module. We demonstrated that the MNT are able to inter-
nalize in a receptor-specific manner into the target cancer cells and to accumulate in the target cell nuclei.
Conjugation the MNT with Auger electron emitter 111In significantly enhanced cytotoxic effect of 111In on the
target cells. It was found that the transfer of EGF from the C-terminus to the N-terminus of the MNT en-
hanced the proliferation of target cells, while the use of Z1907 did not lead to the similar effect.

Keywords: modular nanotransporters, targeted delivery, Z1907, EGF, nuclear delivery
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