Разработка и изучение белковых структур для тераностики раковых заболеваний
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Aдресная доставка лекарственных средств является важной задачей, которая особенно актуальна для онкотерапии, поскольку действие противоопухолевых препаратов распространяется в том числе и на здоровые клетки. Известно, что ввиду активного метаболизма раковых клеток значение рН их внеклеточного пространства (рН 6,0-6,7) ниже, чем у здоровых клеток [1]. Эта особенность, присущая злокачественным клеткам, была использована для разработки белковых препаратов, способных селективно связываться с клеточными мембранами при значениях рН, ниже физиологического. Такие белковые конструкции содержат две функциональные части: флуоресцентную, представленную флуоресцентными белками (ФБ), и pH-чувствительную, в качестве которой использовался пептид семейства pHLIP (рН low insertion peptide). Последний, согласно литературным данным, способен к встраиванию в клеточную мембрану при пониженном рН [1]. Флуоресцентная часть для модельной белковой структуры была представлена зеленым флуоресцентным белком (EGFP). Также были использованы фототоксичные ФБ KillerRed и miniSOG в качестве фотосенсибилизаторов, что позволяет использование целевого препарата для тераностики онкологических заболеваний. рН-чувствительная часть была представлена природным пептидом pHLIP-WT и укороченным вариантом с улучшенными опухольсвязывающими свойствами VAR-3. Таким образом, были получены и наработаны в необходимых количествах следующие белковые конструкции: EGFP-pHLIP-WT, KillerRed-pHLIP-WT, MiniSOG-pHLIP-WT, GFP-pHLIP-Var3, KillerRed-pHLIP-Var3, MiniSOG-pHLIP-Var3, содержащие pH-чувствительный элемент на С-конце ФБ. Проверку связывания полученных белковых конструкций проводили в сравнении с ФБ EGFP на клеточной линии Hela. Клетки, предварительно фиксированные 4% раствором формальдегида, c инкубировали с белковыми конструкциями (1 мкМ) в 50 мM растворах фосфатного буфера при различных значениях pH (5,5, 6,5 и 7,5). Инкубацию проводили в течение 10 мин при комнатной температуре. Далее проводили отмывку клеток от несвязавшегося белка. Было показано, что самое эффективное связывание конструкций с клеточной мембраной происходит при значении рН 5,5. Также наблюдалось значительное связывание таких белковых конструкций при рН 6,5, в то время как при рН 7,5 связывания не было. В свою очередь ФБ EGFP не связывался с клеточной мембраной ни при одном из перечисленных значений рН.
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