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Рецептор пептида, высвобождающего гастрин (GRPR), представляет собой рецептор, сопряженный с G-белком, который 
экспрессируется в центральной нервной системе, желудочно-кишечном тракте, поджелудочной железе и тканях коры надпочеч-
ников, регулируя их физиологические функции. Помимо нормальных тканей, GRPR сверхэкспрессируется во многих солидных 
раковых опухолях. На сегодняшний день несколько радиоактивно-меченых лигандов, нацеленных на GRPR, были введены в 
клинику для диагностики рака и радиолигандной терапии. Однако были выявлены высокие дозы накопления радиофармпрепа-
ратов в нормальных органах, а также их низкая биодоступность, обусловленная стабильностью. В связи с этим для повышения 
терапевтической эффективности в настоящее время ведется поиск радиоантагонистов GRPR с улучшенной протеолитической 
стабильностью и более длительным временем удержания в опухолевых очагах с низким поглощением в нецелевых органах.

Цель исследования — изучение биораспределения молекулы BBN/C1-C2, созданной на основе бомбезина и кноттина, и 
динамики ее накопления в опухоли в модели in vivo. 

Материалы и методы. Анализировали биораспределение Cy7.5-меченного BBN/C1-C2, созданного на основе бомбезина и 
кноттина U5-Sth1a, и полученного с использованием твердофазного пептидного синтеза. Исследование проводили на мышиной 
модели Nu/Nu с перевитой в правый бок опухолью рака предстательной железы (культура PC-3) солидного типа, экспрессиру-
ющей GRPR, с использованием поверхностного флуоресцентного имиджинга в режиме реального времени на 2-е и 5-е сутки 
после внутривенного введения исследуемых молекул.

Результаты. Анализ биораспределения показал избирательное связывание молекулы BBN/C1-C2 с опухолью, а также ее 
способность удерживаться на поверхности опухоли до 5 дней без интернализации внутрь клеток при низком накоплении в нор-
мальных органах и тканях.

Заключение. Нам удалось получить стабильную молекулу, однако в качестве каркаса использовался токсин U5-Sth1a, троп-
ный к ионным каналам, в результате чего у полученной молекулы сохранился домен, отвечающий за прикрепление к каналу-
мишени и характерный для кноттина. Это может в будущем, при использовании молекулы в качестве лиганда для радиотерапии, 
негативно сказаться на сердце пациента из-за дополнительной радиационной нагрузки. В связи с этим молекула BBN/C1-C2 
требует дополнительного исследования.
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Gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) is a G protein-coupled receptor expressed in the central nervous system, the 
gastrointestinal tract, the pancreas, and the adrenal cortical tissue regulating their physiological functions. In addition to normal tissues, 
GRPR is overexpressed in many solid cancers. At present, several radiolabeled ligands targeting GRPR have been introduced into 
clinical practice for cancer diagnostics and radioligand therapy. However, there were found the high uptake of radiopharmaceuticals in 
normal organs and low bioavailability of the drugs caused by their stability. Therefore, GRPR radioantagonists with improved proteolytic 
stability and longer residence time in tumor foci with low uptake in non-target organs are currently being sought to improve the therapeutic 
efficacy. 

The aim of the study was to analyze the biodistribution of the BBN/C1-C2 molecule created on the basis of bombesin and knottin 
and its accumulation dynamics in the tumor in an in vivo model.

Materials and Methods. The study analyzed the biodistribution of Cy7.5-labeled BBN/C1-C2 peptide based on bombesin and 
knottin U5-Sth1a and produced using solid-phase peptide synthesis. The investigation was carried out on a mouse model Nu/Nu with a 
prostate cancer solid tumor (PC-3 culture) transplanted into the right side, expressing GRPR, using real-time surface fluorescent imaging 
on days 2 and 5 after intravenous administration of the molecules under study.

Results. The biodistribution analysis showed the selective binding of the BBN/C1-C2 molecule to a tumor, as well as its holding 
power on the tumor surface for up to 5 days without internalization into cells with low accumulation in normal organs and tissues.

Conclusion. We managed to obtain a stable molecule; however, U5-Sth1a toxin tropic to ion channels was used as a scaffold, so 
the resulting molecule retained the domain responsible for attaching to the target channel and typical for knottin. In the future, when 
using the molecule as a ligand for radiotherapy, it can have a negative effect on the patient’s heart due to the supplementary radiation 
load. In this regard, the BBN/C1-C2 molecule requires the extension study.

Key words: bombesin; knottin; targeted therapy; peptide toxin; bombesin receptor.

Введение

Рецептор пептида, высвобождающего гастрин 
(GRPR), представляет собой рецептор, сопряженный 
с G-белком, который экспрессируется в центральной 
нервной системе, желудочно-кишечном тракте, под-
желудочной железе и тканях коры надпочечников, 
регулируя их физиологические функции [1]. Помимо 

нормальных тканей GRPR сверхэкспрессируется 
во многих солидных раковых опухолях. Например, 
GRPR ассоциирован с ростом карциномы предста-
тельной железы [2], аденокарциномы молочной же-
лезы [3] и колоректального рака [4]. В связи с этим 
разработка радиофармпрепаратов, нацеленных на 
GRPR, является перспективной целью для визуали-
зации и терапии новообразований. 
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На сегодняшний день для диагностики рака и 
радиолигандной терапии в клинику были введены 
несколько радиоактивно-меченых лигандов, наце-
ленных на GRPR, которые основаны на аналоге га-
стрин-высвобождающего пептида (GRP), выделен-
ного из амфибии, — бомбезине (BBN) [5–8]. Однако 
у пациентов и в доклинических животных моделях 
были обнаружены высокие дозы накопления радио-
фармпрепаратов в нормальных органах, особенно в 
поджелудочной железе [7, 8]. Помимо высокого на-
копления радиофармпрепаратов в нецелевых орга-
нах существует еще одна значительная проблема, 
усложняющая лечение новообразований, — ста-
бильность фармпрепарата. Молекула бомбезина 
показывает хорошее накопление в опухоли, однако 
обладает низкой протеолитической стабильностью 
[9]. При попытке стабилизировать бомбезин, напри-
мер используя мотив [DPhe6,Leu13-NHEt] (демо-
бизин), улучшаются сродство молекулы с GRPR и 
накопление  препарата опухолью, однако сохраня-
ется низкая протеолитическая стабильность [10]. 
Еще одна модификация бомбезина N4-AMA-DIG-
[DPhe6,Sar11,LeuNHEt13]BBN продемонстрировала 
повышенную устойчивость к протеолизу [11]. Это об-
условило проводимые в настоящий момент активные 
исследования на пациентах. В связи с этим для по-
вышения терапевтической эффективности актуален 
поиск радиоантагонистов GRPR с улучшенной про-
теолитической стабильностью и более длительным 
временем удержания в опухолевых очагах с низким 
поглощением в нецелевых органах. 

В нашем предыдущем исследовании мы использо-
вали кноттин из яда паука в качестве стабилизирую-
щей молекулы, поместив короткий пептид бомбезин 
в домен между первым и вторым остатком цистеина 
(BBN/C1-C2) [12]. Доказав химическую и радиохими-
ческую стабильность полученной молекулы, мы про-
анализировали способность молекулы BBN/C1-C2 
связываться с поверхностью раковых клеток. В дан-
ном исследовании мы применяли метод in vivo визу-
ализации, чтобы показать биораспределение создан-
ной молекулы и динамику ее накопления в опухоли. 
Для сравнения использовался пептид GRP и натив-
ный токсин, на основе которого создан BBN/C1-C2.

Материалы и методы

Синтез пептидов и контроль качества. 
Пептиды были синтезированы на автоматиче-
ском пептидном синтезаторе ResPep SL (Intavis, 
Германия). Синтез проводили на твердой подлож-
ке (TentaGel; Intavis, Германия) на основе Fmoc-
химии. В качестве активатора использовали HBTU 
(«Кемикал Лайн», Россия), растворенный в диме-
тилфомамиде (ДМФА) («Кемикал Лайн», Россия). 
Депротекцию выполняли пиперидином (PanReac 
Applichem, Испания) в ДМФА, кэпирование — с по-
мощью 5% уксусного ангидрида (Acros Organics, 

Бельгия). После синтеза пептиды снимали с подлож-
ки раствором, содержащим 95% трифторуксусной 
кислоты (Acros Organics, Бельгия), 5% триизопропил-
силана (PanReac Applichem, Испания) и 5% деиони-
зированной воды. 

После синтеза химическую чистоту пептидов ана-
лизировали методом обращенно-фазовой хрома-
тографии. Аппаратно-технический комплекс пред-
ставлен системой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии LC-20AD XR (Shimadzu, Япония), 
оснащенной спектрофотометрическим детекто-
ром и колонкой Luna C18(2) (Dr. Maisch, Германия). 
Элюирование — градиентное, подвижная фаза со-
стояла из деионизированной воды и ацетонитрила. 
Содержание ацетонитрила в подвижной фазе уве-
личивали с 5% в начале до 100% в конце исследо-
вания в течение 40 мин. Скорость потока составля-
ла 1 мл/мин. Детектирование осуществляли на длине 
волны 215 нм, а также с использованием масс-спек-
трометрии на масс-спектрометре MALDI-TOF MS 
FLEX (Bruker Daltonics, Германия). 

Очистку пептидов выполняли на хроматографе 
AutoPure25 (Inscinstech, Китай) методом обращенно-
фазовой хроматографии с использованием колонки 
Galaksil EF-C18H (GALAK Chromatography Technology 
Co., Ltd, Китай). Элюирование — градиентное, под-
вижная фаза состояла из деионизированной воды и 
ацетонитрила. Содержание ацетонитрила в подвиж-
ной фазе увеличивали с 5% в начале до 100% в кон-
це исследования в течение 90 мин. Скорость потока 
составляла 3 мл/мин. Детектирование осуществляли 
на длине волны 215 нм. 

После очистки токсин и BBN/C1-C2 подвергали 
фолдингу в растворе, содержащем 10 мМ восста-
новленного и 1 мМ окисленного глутатиона в 0,1 М 
Трис-HCl («ПанЭко», Россия) при pH=8,0. Пептиды 
инкубировали в растворе при 4°С в течение 24 ч при 
постоянном перемешивании. 

Мечение пептидов флуоресцентным краси-
телем. Для визуализации биораспределения пепти-
дов in vivo использовали краситель Cyanine7.5 (да-
лее Cy7.5) (ООО «Люмипроб РУС», Россия), который 
обеспечивает свечение в области ближнего инфра-
красного спектра (Ex/Em — 788/808 нм), благодаря 
чему краситель подсвечивается в зоне, где не светят 
природные молекулы. Мечение проводили активи-
рованным эфиром Cy7.5 для связывания красителя 
с аминогруппой пептида по стандартному протоколу 
производителя. С этой целью пептиды растворяли в 
деионизированной воде в концентрации 1  мг/мл, за-
тем раствор смешивали с 1 М бикарбоната натрия для 
достижения pH=8,3 всей реакционной смеси. Далее 
к раствору добавляли краситель, растворенный в 
ДМСО, в 8-кратном молярном избытке по отношению 
к пептиду. Смесь инкубировали 3 ч при комнатной 
температуре и при периодическом перемешивании. 
Через 3 ч смесь заливали 10-кратным избытком ле-
дяного этилового спирта и центрифугировали при 
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21 000 g, 4°С в течение 30 мин. После этого очистку 
от несвязавшегося красителя повторяли.

Анализ стабильности пептидных комплек-
сов. Изучали стабильность как целых структур 
(Cy7.5-BBN/C1-C2, Cy7.5-GRP, Cy7.5-U5-Sth1a), так и 
комплексов пептидов с красителем Cy7.5. Для этого 
все пептиды инкубировали в фосфатно-солевом бу-
фере (pH=7,4) в течение 144 ч при 37°С. Пробы отби-
рали каждые 24 ч и анализировали с использовани-
ем высокоэффективной жидкостной хроматографии 
LC-20AD XR (Shimadzu, Япония), как описано выше. 
Фиксацию стабильности комплекса с красителем 
проводили аналогично фиксации стабильности пеп-
тида, исходя из накопления свободного красителя в 
пробах.

Флуоресцентная визуализация опухоли in 
vivo. Исследование проводили на самцах мышей ли-
нии Nu/Nu в возрасте 9–10 нед массой тела 26–28 г.

Работа с животными была одобрена комитетом 
Института медицины, экологии и физической куль-
туры Ульяновского государственного университета. 
Комиссия по биоэтике до начала эксперимента оце-
нивала дизайн исследования и согласовывала про-
токол на соответствие международным правовым и 
этическим нормам работы с лабораторными живот-
ными. Манипуляции выполняли в соответствии с эти-
ческими нормами обращения с животными, приняты-
ми Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и 
других научных целей (Страсбург, 2006).

Поскольку стабильность пептида Cy7.5-GRP была 
ограничена в первую очередь 48 ч при 37°С в фос-
фатно-солевом буфере, для исследования использо-
вали две временны́е точки — 2 и 5 сут. Животным за 
2 нед подкожно в правый бок инокулировали клетки 
PC-3 (1 млн клеток в 100 мкл RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия) и 100 мкл матригеля (ABW, Китай)) для фор-
мирования опухоли. Когда опухоль достигала опти-
мальных размеров (150–200 мм3), животных (n=10) 
распределяли на группы: 1-я группа — введение чи-
стого красителя (n=1); 2-я группа — введение пепти-
да Cy7.5-GRP (n=3); 3-я группа — введение токсина 
Cy7.5-U5-Sth1a (n=3); 4-я группа — введение Cy7.5-
BBN/C1-C2 (n=3). Животных анестезировали инга-
ляцией 3% изофлурана (Chemical Iberica, Испания) 
со скоростью 1 л/мин в течение 10 мин, затем дозу 
снижали до 2%. Пептиды вводили в хвостовую вену 
из расчета 19 нмоль/кг. Съемку проводили в вентро-
дорсальной проекции при дорсальной укладке с по-
мощью системы VISQUE InVivo Smart-LF (Vieworks, 
Корея) с использованием светодиодов (LED) на 
фильтре (Ex/Em — 740–790/810–860 нм), выдер-
жка — 1000 мс, биннинг — 2×2. Полученные резуль-
таты обрабатывали с использованием программного 
обеспечения CleVue (Vieworks, Корея). На 5-е сутки 
животных выводили из эксперимента методом церви-
кальной дислокации, у них изымали основные органы 
(печень, желудок, легкие, сердце, поджелудочная же-

леза, селезенка, тонкий кишечник и почки) для оценки 
биораспределения и также опухоль. Анализ сигнала 
флуоресценции с органов проводили в программе 
CleVue (Vieworks, Корея). Области интереса опреде-
ляли вручную по границе органа, после чего с помо-
щью программного обеспечения рассчитали общую 
флуоресценцию для каждой области. В итоге была 
получена средняя флуоресценция пептидов по орга-
ну, которая нормировалась на массу органа [13, 14]. 

Статистическая обработка данных. 
Обработку результатов проводили в OriginPro 
(v. b9.5.0.193; OriginLab Corporation, США;), где выс-
читывали статистическое различие с помощью кри-
терия Манна–Уитни. Для определения характера 
распределения использовали критерий асимметрии 
и эксцесса. Для устранения эффекта множествен-
ных сравнений был применен критерий Бонферрони. 
Различия считали статистически значимыми при 
p<0,01. 

Результаты

Получены 3 пептида с чистотой более 90%: 
GRP  — короткий пептид, тропный к рецепторам 
GRPR; токсин U5-Sth1a, который использовали в ка-
честве каркаса для стабилизации бомбезина; и BBN/
C1-C2, созданный на основе бомбезина и кноттина 
U5-Sth1a (рис. 1). 

После синтеза пептиды были успешно помечены 
флуоресцентным зондом Cy7.5. Проанализирована 
стабильность как целых молекул, так и комплексов 
[Cy7.5]-пептид (рис. 2). Отмечено, что стабильность 
пептида Cy7.5-GRP значительно снижается в пер-
вые 48 ч (с 95,7 до 64,5%) и продолжает уменьшать-
ся на протяжении следующих 144 ч, достигая 46,8%. 
Пептиды Cy7.5-BBN/C1-C2 и Cy7.5-U5Stha1 более 
стабильны в фосфатно-солевом буфере при нагре-
вании. Химическая чистота Cy7.5-BBN/C1-C2 снижа-
ется с 96,4 до 87,4% за 144 ч, а Cy7.5-U5Stha1 — с 
95,7 до 82,4%. Анализ стабильности комплексов пеп-
тидов с красителем показал, что в процессе инкуба-
ции в фосфатно-солевом буфере за 144 ч теряется 
около 5% красителя во всех группах.

При визуализации распределения трех молеку-
лярных структур по органам (рис. 3), видно, что на 
2-е сутки основной областью связывания GRP яв-
лялась селезенка, а органом выведения из организ-
ма — почка. Это обусловлено значительно  меньшим 
размером короткого пептида относительно U5-Sth1a 
и BBN/C1-C2. В первые 2 сут наблюдалось накопле-
ние BBN/C1-C2 в области печени и селезенки, а так-
же мочевого пузыря и подчелюстных слюнных желез 
(повышенный сигнал в проекции мочевого пузыря 
всех трех молекул может быть связан с незначи-
тельными остатками свободного красителя). На 5-е 
сутки повышенный сигнал для GRP детектировался 
в проекции органов ЖКТ и поджелудочной железы 
(в  проекции тонкого кишечника был зафиксирован 
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Рис. 1. Масс-спектрограммы GRP (а), U5-Sth1a (б) и BBN/C1-C2 (в)

Рис. 2. Химическая стабильность пептидов Cy7.5-GRP, Cy7.5-BBN/C1-C2 и 
Cy7.5-U5-Sth1a, а также комплексов Cy7.5-пептид в процессе инкубации в 
фосфатно-солевом буфере (pH=7,4) при 37°С
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сигнал остатков корма). U5-Sth1a и BBR/C1-C2 также 
продолжали выводиться мочевыми пузырем, однако 
сигнал в проекции желудка, поджелудочной железы, 
селезенки и печени оставался повышенным. 

При анализе биораспределения на 5-е сутки по-
сле внутривенного введения пептидов наблюдалась 
следующая картина (рис. 4). Анализировали основ-
ные органы. Интенсивность сигнала флуоресценции 
органа была интегрирована, уменьшена с фоновым 
шумом и нормализована с массой органа. Основной 
орган накопления всех трех пептидов — селезенка. 

Короткий пептид GRP помимо селезенки локализо-
вался в желудке и поджелудочной железе. Сигнал 
BBN/C1-C2 детектировался в данных органах зна-
чительно слабее, но был выше, чем сигнал токсина 
U5-Sth1a. Особо стоит отметить повышенный сигнал 
флуоресценции токсина U5-Sth1a и пептида BBN/
C1-C2 в сердце (хотя и в меньшей степени), что, ве-
роятно, связано с природной мишенью выбранного 
токсина. В остальных органах сигнал для всех трех 
молекул детектировался равномерно. 

Отдельно рассматривалась локализация меченых 

Рис. 3. Распределение Cy7.5-GRP (а, г), Cy7.5-
U5-Sth1a (б, д) и Cy7.5-BBN/C1-C2 (в, е) в про-
екции органов у мышей Nu/Nu через 2 дня 
(а–в) и 5 дней (г–е) после внутривенной инъ-
екции в дозе 19 нмоль/кг
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Рис. 4. Полуколичественный анализ распре-
деления GRP, BBR/C1-C2 и U5-Sth1a в дозе 
19 нмоль/кг в основных органах на 5-е сутки 
после их введения
Полуколичественный анализ основан на норма-
лизации интенсивности флуоресценции с массой 
органа. Планки погрешностей представляют со-
бой стандартное отклонение; * p<0,01
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Рис. 5. Визуализация опухоли при введении Cy7.5-GRP (а), Cy7.5-U5-Sth1a (б) и 
Cy7.5-BBN/C1-C2 (в) на 5-е сутки

а б в

пептидов в опухоли на 2-е и 5-е сутки (рис. 5). Видно, 
что на 2-е сутки GRP детектировался в опухоли в 
большей степени, чем BBN/C1-C2, однако на 5-е сут-
ки картина изменилась. Сигнал BBN/C1-C2 стал зна-
чительно превышать сигнал GRP. 

Обсуждение

Пептиды семейства бомбезинов действуют как 
факторы роста для различных типов опухолей. 
Бомбезин и его аналог у млекопитающих — GRP — 
имеют структурное и функциональное сходство. Оба 
пептида выполняют функции желудочно-кишечных 
гормонов, нейротрансмиттеров, а также аутокрин-
ных факторов роста для опухолевых клеток [15]. 
Поскольку рецепторы GRPR сверхэкспрессируются 
в различных опухолях, GRP и BBN активно иссле-
дуются в качестве диагностических и терапевтиче-
ских лигандов, нацеленных на опухолевые клетки. 
Например, было показано значительное накопле-
ние пептидов в клетках линий PC-3, DU-145, MDA-
MB-231, T-47-D, HeLa [16, 17]. 

Ключевой особенностью этих пептидов является 
их способность интернализоваться внутрь клеток, 
выступая в роли агонистов рецептора. На ранних эта-
пах разработки фармпрепаратов данная особенность 
считалась важным условием для высокого и длитель-
ного поглощения препарата опухолью [18, 19]. Однако 
в настоящее время это представляется существен-
ным недостатком, поскольку радиоактивно-меченые 
агонисты обеспечивают высокое поглощение радио
нуклеотидов. Еще одним существенным недостат-
ком лигандов на основе агонистов GRPR является 
их поглощение нормальными неопухолевыми клет-
ками, в частности клетками поджелудочной железы. 
Так, мощный агонист GRPR  — AMBA (DOTA-Gly-4-
аминобензоил-BBN(7–14))  — демонстрирует отлич-
ные результаты при визуализации и терапии в моде-
лях с ксенотрансплантатами рака предстательной и 
молочной желез [20, 21], что делает его одним из эф-
фективных аналогов бомбезина, прошедших широкий 

спектр клинических испытаний. Несмотря на это, у 
пациентов, получавших лечение AMBA, наблюдалось 
значительное поглощение препарата поджелудочной 
железой и желудочно-кишечным трактом [22]. Кроме 
того, исследование фазы I, проведенное у пациен-
тов с метастатическим кастрационно-резистентным 
раком простаты, было прекращено из-за серьезных 
побочных эффектов, вызванных активацией GRPR 
после инъекции терапевтических доз [23]. 

Стимулирующие эффекты агонистов бомбезина 
при нескольких видах рака у человека сформировали 
новый виток в разработке антагонистов GRPR в каче-
стве противоопухолевых препаратов, способных свя-
зываться с рецептором с высокой степенью сродства 
без его активации. Обширные исследования [24–26] 
взаимосвязи структуры и биологической активности 
привели к появлению различных антагонистов GRPR, 
полученных путем модификации пептидного остова 
нативных мотивов BBN или GRP. К  таким модифи-
кациям относят усечения последнего C-концевого 
метионина, алкиламидирование, этерификацию от-
крытой карбоксильной группы предпоследнего остат-
ка, уменьшение пептидных связей, а также замену 
ключевых аминокислот их D-аналогами или другими 
остатками. Это способствовало появлению множест-
ва мощных антагонистов GRPR, демонстрирующих 
антипролиферативную активность в клетках млеко-
питающих, экспрессирующих GRPR, а также в опухо-
лях у мышей [17]. 

На следующем этапе разработок выявляется еще 
одна существенная проблема пептидных лигандов, 
нацеленных на GRPR. Низкая протеолитическая 
стабильность служит ключевым фактором в разра-
ботке фармпрепарата независимо от его биологи-
ческой функции в роли агониста или антагониста. 
Модификации, связанные с превращением агониста 
в антагониста, частично, но недостаточно реша-
ют данную проблему [8, 27–30]. В нашем исследо-
вании в качестве стабилизирующей молекулы был 
использован кноттин — токсин, который способен 
формировать цистиновый узел, стабилизированный 
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несколькими дисульфидными связями, за счет на-
личия нескольких остатков цистеина. Молекула 
бомбезина (BBN) была помещена между первым и 
вторым цистеином с целью повысить стабильность, 
поскольку отличительной особенностью кноттинов 
является протеолитическая устойчивость. Однако, 
встраиваясь в относительно крупную молекулу ток-
сина, бомбезин теряет способность интернализо-
ваться внутрь клетки. В предыдущем исследовании 
[12] мы показали, что BBN/C1-C2 обладает повы-
шенной химической стабильностью с сохранением 
способности связываться с GRPR на поверхности 
клеток без интернализации внутрь. В данном ис-
следовании мы проанализировали биораспределе-
ние  BBN/C1-C2 in vivo и способность связываться с 
клетками опухоли. Исследование проводилось при 
сравнении BBN/C1-C2 с коротким пептидом GRP и 
токсином U5-Sth1a, на основе которых была созда-
на молекула BBN/C1-C2. 

Показано, что зоной локализации пептида GRP, 
нацеленного на GRPR, являются желудок и под-
желудочная железа (см. рис. 3 и 4). Пептид BBR/
C1-C2 также наблюдается в данных органах, но в 
меньшей степени. Анализ динамики интенсивности 
флуоресценции в опухоли дополнительно подтвер-
ждает таргетность BBN/C1-C2. На 5-е сутки после 
введения также фиксировался повышенный сигнал 
BBN/C1-C2 относительно GRP (см. рис. 5). Однако 
возникает проблема, связанная с использованием 
кноттина в качестве каркаса для стабилизации бом-
безина. Токсины из яда членистоногих (U5-Sth1a 
из паука Scytodes thoracica) имеют определенную 
биологическую мишень. В основном такая мишень 
ограничивается конкретным ионным каналом (по-
тенциал-зависимые кальциевые, натриевые, ка-
лиевые и т.д.). При взаимодействии с каналом-ми-
шенью токсины либо вызывают его закрытие, либо 
модулируют его проводимость. В конечном итоге 
такое взаимодействие ведет к изменению мембран-
ного потенциала и концентрации ионов в клетках. 
В нашем случае для токсина U5-Sth1a неизвестна 
биологическая мишень. Однако по параллельным 
исследованиям команды было выяснено, что веро-
ятной мишенью токсина служат кальциевые потен-
циал-зависимые каналы, а сам токсин выступает в 
роли блокатора [31]. Поскольку местом локализации 
потенциал-зависимых кальциевых каналов являет-
ся в том числе и сердечная мышца (а также гладкие 
миоциты в стенках сосудов и любых полых органах, 
таких как желудок, кишечник, мочевой пузырь и др.) 
[32], то мы видим, что не только токсин крепится в 
области сердца (см. рис. 4), но и BBN/C1-C2, хотя и 
в значительно меньшей степени. 

Заключение

Нам удалось получить стабильную молекулу, со-
держащую бомбезин, заключенный в каркас кнот-

тина, способную длительное время удерживаться 
на поверхности опухоли, экспрессирующей GRPR, 
не интернализируясь внутрь. Однако, поскольку в 
качестве каркаса использовался токсин U5-Sth1a, 
тропный к ионным каналам, у полученной молекулы 
сохранился домен, отвечающий за прикрепление 
к каналу-мишени и характерный для кноттина. Это 
может в будущем, при использовании молекулы в 
качестве лиганда для радиотерапии, увеличить ра-
диационную нагрузку на сердце пациента. В связи с 
этим молекула BBN/C1-C2 требует дополнительного 
исследования.
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