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Резюме

Актуальность. Введение некоторых лекарств вызывает нежелательные явления, связанные с сис-
темным воздействием действующего вещества на организм. Селективное нацеливание лекарственного 
средства на пораженную ткань способно избирательно повысить концентрацию вещества именно в зоне 
интереса, тем самым снизив системное влияние и усилив локальный терапевтический эффект. Цель. 
Создание средства направленной доставки тераностических агентов с использованием рекомбинантного 
фактора роста эндотелия сосудов типа А человека (rhVEGF-A121) в качестве направляющего лиганда. 
Материалы и методы. Для создания тераностического комплекса были использованы коммерчески до-
ступные реактивы: рекомбинантный белок rhVEGF-A121 и пирогенный кремнезем Аэросил. Тозильный 
спейсер, соединяющий оба компонента, был синтезирован в условиях лаборатории. Конъюгация белка 
с флуорофорами также проводилась собственными силами. Для иммобилизации взяты индоцианин зе-
леный и Родамин Б. Результаты. В ходе работы проведена функционализация наночастиц кремнезе-
ма (НЧК) Аэросил тозильным спейсером, синтезированы конъюгаты НЧК с rhVEGF-A121, получены 
тераностические конструкции на основе НЧК, включающие rhVEGF-A121, в качестве направляющего 
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Abstract
Background. Administration of certain drugs causes undesirable effects associated with the systemic effect of 

the active substance on the entire body. Selective targeting of the drug to the affected tissue promotes a selective 
increase in the concentration of the substance in the area of interest, thereby reducing the systemic effect and 
enhancing the local therapeutic effect. Objective. Development of a targeted delivery system for theranostic 
agents using recombinant human vascular endothelial growth factor type A (rhVEGF-A121) as a targeting 
ligand. Design and method. To create the theranostic complex, commercially available reagents were used: the 
recombinant protein rhVEGF-A121 (cat.#: PSG140-10, LLC CyStorLab, Skolkovo, Russia) and fumed silica 
Aerosil (A-200, Degussa AG, Germany). The tosyl spacer that interconnects both components was synthesized 
in the laboratory. Protein conjugation with fluorophores was also carried out in-house. Indocyanine green (ICG; 
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лиганда, и ИЦЗ/Родамин Б, в качестве визуализирующей метки. Заключение. В представленном иссле-
довании разработан прототип средства направленной доставки тераностического агента в ткани с ак-
тивно протекающим процессом ангиогенеза, например, в опухолевые и ишемизированные ткани. Для 
решения задачи проведена иммобилизация на поверхности наночастицы кремнезема (НЧК) направляю-
щего лиганда, в качестве которого использован рекомбинантный белок фактора роста эндотелия сосудов 
человека (rhVEGF). Подобная синтетическая конструкция позволит доставлять диагностические и/или 
лекарственные вещества, заключенные в НЧК, непосредственно к клеткам, усиленно экспрессирующим 
экстрацеллюлярные специфические рецепторы для данного фактора роста, а именно протеин-тирозино-
вые киназы семейства VEGFR. В последующих экспериментах in vivo оценка эффективности доставки 
будет оцениваться по накоплению в тканях флуорофоров ИЦЗ и Родамина Б, которые были конъюгиро-
ваны с белком направляющего лиганда.

Ключевые слова: наночастицы кремнезема, направленная доставка, направляющий лиганд, терано-
стические агенты, функционализация наночастиц кремнезема, VEGF-А.

Для цитирования: Чебуркин Ю.В., Шульмейстер Г.А., Бондаренко А.Б. и др. Разработка прототипа 
тераностической системы на основе наночастиц кремнезема с иммобилизированными флуоресцентны-
ми красителями и направляющим лигандом VEGF. Трансляционная медицина. 2023;10(6):522-534. DOI: 
10.18705/2311-4495-2023-10-6-522-534. EDN: JVUYKD
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Список сокращений: ИЦЗ (ICG) — индоциа-
нин зеленый, НЧК (SiNP) — наночастицы крем-
незема, rhVEGF-A121 — рекомбинантный фактор 
роста эндотелия сосудов тип А, изоформа 121 
человека, VEGF — фактор роста эндотелия сосу-
дов, VEGFR — рецептор факторов роста эндоте-
лия сосудов.

Введение
Семейство факторов роста эндотелия сосу-

дов (VEGF) объединяет в себе белки, регулиру-
ющие васкулогенез и ангиогенез в физиологи-
ческих условиях, а также и при патологических 
состояниях, например, при опухолевом росте 
или иных процессах, связанных с неоваскуля-
ризацией. Фактор роста эндотелия сосудов типа 
А (VEGF-А) представляет собой гомодимерный 
гликопротеин, специфичный для эндотелиаль-
ных клеток, существующий в различных изофор-
мах, часть из которых утратила способность свя-
зываться с гепарином [1]. Кроме него в семейство 
VEGF входят белки VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D 
и плацентарный фактор роста. Биологические 
эффекты VEGF опосредованы связыванием этих 
лигандов с тремя рецепторными тирозинкиназа-
ми (VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (KDR) и VEGFR3 
(Flt-4)) и некоторыми несигнальными корецепто-
рами, например, нейропилинами (NRP), модули-
рующими передачу сигналов с помощью VEGF 
[2, 3]. VEGF-A секретируется многими типами 

нормальных клеток (например, эндотелиальны-
ми), а также опухолевыми клетками. Первона-
чально была показана роль VEGF-A в повышении 
проницаемости микрососудов [4], позже была 
установлена его функциональная способность 
стимулировать деление эндотелиоцитов [5, 6]. 
Биологическая активность VEGF-A в основном 
связана с проведением митогенного сигнала че-
рез VEGFR1 и VEGFR2 [7].

Наиболее распространенные изоформы 
VEGF-A, образующиеся в результате альтер-
нативного сплайсинга, включают VEGF-A121, 
VEGF-A165, VEGF-A189 и VEGF-A206, где число-
вой индекс указывает на длину аминокислотной 
последовательности каждого белка: 121, 165, 189 
и 206 аминокислотных остатков соответствен-
но. Каждая изоформа имеет уникальные моле-
кулярные характеристики; при этом VEGF-A165 
является наиболее распространенной изоформой 
и обладает наилучшей биодоступностью и биоак-
тивностью [8, 9]. Со стороны клетки-мишени важ-
нейшую роль в процессе регуляции васкуло- и ан-
гиогенеза играют рецепторы семейства VEGFR, 
имеющие структурные различия, которые опре-
деляют степень их избирательности и сродства 
к различным изоформам и типам VEGF [10].

Поскольку VEGF-A является ключевым регуля-
тором ангиогенеза при росте солидных опухолей, 
снижение уровня VEGF-A стало инновационным 
терапевтическим подходом в онкологии и привело 

Sigma-Aldrich, USA) and rhodamine B (JSC Lenreaktiv, St. Petersburg, Russia) were taken for immobilization. 
Results. In the course of the work, functionalization of silica nanoparticles (SiNPs) with a tosyl spacer was 
carried out, conjugates of SiNPs with rhVEGF-A121 were synthesized, and theranostic constructs based on 
SiNPs were obtained, including rhVEGF-A121 as a targeting ligand, and ICG/Rhodamine B as a visualizing 
label. Conclusion. In the presented study, a prototype of a complex for targeted delivery of a theranostic agent 
to tissues with an active angiogenesis process, for example, to tumor and ischemic tissues, was developed. To 
solve the problem, we immobilized on the surface of SiNP a recombinant protein of human vascular endothelial 
growth factor (rhVEGF) to use as a guide ligand. Such a synthetic construct will help to deliver diagnostic and/
or medicinal substances packed in SiNP directly to cells that overexpress extracellular specific receptors of the 
VEGFR family. In subsequent in vivo experiments, delivery efficiency will be assessed by tissue accumulation 
of the fluorophores ICG and rhodamine B, which have been conjugated to the targeting ligand protein. The 
physicochemical characteristics of the obtained samples were studied by the methods of spectrophotometry and 
dynamic light scattering.

Key words: functionalization of silica nanoparticles, silica nanoparticles, targeted delivery, targeting ligand, 
theranostic agents, VEGF-A.

For citation: Cheburkin YV, Shulmeister GA, Bondarenko AB, et al. Development of a prototype of a 
theranostic system based on silica nanoparticles with immobilized fluorescent dyes and VEGF targeting ligand. 
Translyatsionnaya meditsina=Translational Medicine. 2023;10(6):522-534 (In Russ.) DOI: 10.18705/2311-
4495-2023-10-6-522-534. EDN: JVUYKD



 525том 10 № 6 / 2023

Медицинская химия / Medicinal Chemistry

к разработке первого антиангиогенного препарата 
Авастин (бевацизумаб), представляющего собой 
гуманизированное моноклональное антитело про-
тив VEGF-А, которое было одобрено FDA в каче-
стве препарата первой линии для лечения метаста-
тического колоректального рака [11, 12].

Тонкая настройка процесса ангиогенеза напря-
мую зависит от комбинаторики связывания раз-
личных изоформ (сплайс-вариантов) VEGF-A(ххх) 
и типов рецептора-мишени VEGFR(n). В работе 
S. B. Mamer и соавторов определены кинетика 
и аффинность связывания различных сплайс-ва-
риантов лиганда с двумя типами рецептора. Ки-
нетические константы были получены для каждой 
пары лиганд-рецептор. Было установлено срод-
ство между VEGF-A121 и VEGFR1 с аффинностью 
KD = 3,7 nМ, а также сродство VEGF-A121:VEGFR2 
как KD = 0,66 nМ. Для пары VEGF-A165:VEGFR1 
и VEGF-A165:VEGFR2 аффинность по константе 
диссоциации составила 1,0 pM и 9,8 pМ соответ-
ственно. Константы сродства (KD) рассчитыва-
ли как отношение скоростей ассоциации и дис-
социации [13].

В нашем исследовании лиганд VEGF-A был ис-
пользован для фиксации на наномерном носителе 
в качестве специфического молекулярного «прово-
дника» к тканям с активным ангиогенезом, а значит, 
активно экспрессирующим на поверхности клеток 
рецепторы семейства VEGFR. В качестве пилотно-
го эксперимента при разработке прототипа направ-
ляющего лиганда для тераностического препарата 
была использована изоформа-А121 рекомбинантно-
го человеческого VEGF-A (rhVEGF-A121), облада-
ющая достаточно высоким сродством к рецепторам 
1 и 2 типа, активно участвующим в формировании 
капиллярной сосудистой сети. Нами сделано пред-
положение, что использование НЧК с зафиксиро-
ванным на поверхности направляющим лигандом 
(rhVEGF-A121) позволит обеспечивать таргетную 
доставку необходимых лекарственных средств, за-
ключенных внутри наночастиц кремнезема (НЧК), 
к тканям, усиленно экспрессирующим VEGFR. По-
тенциальными мишенями для разрабатываемого 
тераностического агента могут являться как клетки 
эндотелия сосудов быстрорастущих солидных опу-
холей, так и ишемизированные ткани (например, 
при хронической ишемической болезни сердца, 
хронической артериальной недостаточности ниж-
них конечностей, хронической ишемии головного 
мозга, кишечника и т. д.).

Наночастицы кремнезема состоят из диоксида 
кремния, самого распространенного соединения 
на Земле, и широко используются во многих обла-
стях, например, в пищевой промышленности, меди-

цинской диагностике, доставке лекарств, визуали-
зации топологий [14]. НЧК обладают множеством 
преимуществ, таких как контролируемый размер 
частиц, большая удельная площадь поверхности 
и отличная биосовместимость. Методы синтеза 
НЧК являются технологичными. В многочисленных 
исследованиях показано биомедицинское примене-
ние НЧК, включая поверхностную и структурную 
модификацию для борьбы с различными видами па-
тологий и диагностики заболеваний [15].

Направляющий лиганд и НЧК соединяли посред-
ством синтетического тозильного спейсера, который 
обладает рядом преимуществ. Во-первых, для Аэро-
сила, ввиду его химической инертности, возможна 
модификация различными методами, которые ино-
гда неприменимы для магнитных или органических 
наночастиц. Помимо всего прочего, существуют ра-
боты, в которых этот носитель уже был использован 
для доставки лекарств [16–19]. Также нанопорош-
ки Аэросила допущены для применения в качестве 
энтеросорбентов и абсолютно безопасны для орга-
низма [20, 21]. Для обозначения процесса фиксации 
лиганда на поверхности носителя в данной работе 
использовался термин «иммобилизация» [22].

Для иммобилизации действующего вещества 
на поверхности носителя используется, как прави-
ло, молекула-вставка, называемая спейсером. Такой 
молекулярный спейсер в химическом смысле — это 
подвижная часть молекулы, осуществляющая связь 
между двумя другими частями молекулы.

Иммобилизация действующего вещества по-
средством спейсера осуществляется при помощи 
функциональной группы, которой спейсер должен 
заканчиваться и которая определяет его химиче-
ские свойства. Для органических соединений стар-
шая функциональная группа соединения является 
критерием его отнесения к тому или иному классу 
и определяет его название по системе IUPAC.

Функциональная группа может обеспечивать 
различную природу химической связи спейсера 
с действующим веществом. По этому показателю 
классифицируют типы иммобилизации: адсорб-
ционная, координационно-ионная и ковалентная. 
Есть типы связей, не попадающие в эту классифи-
кацию, например, дисульфидная. Тип иммобили-
зации крайне важен, так как влияет на скорость 
высвобождения действующего вещества и подби-
рается индивидуально.

Для изучения функциональной активности те-
раностического агента, основанного на лиганд- 
опосредованной доставке через систему рецепторов 
семейства VEGFR, можно применить модель хрони-
ческого инфаркта миокарда у крыс. Для этого необ-
ходима достоверная визуализация внутритканевого 
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трафика тераностического агента. Реализация этой 
задачи проходит через функционализацию лиганда 
флуоресцентным красителем. На роль такого кра-
сителя хорошо подходит ИЦЗ (также известный как 
кардиогрин), поскольку он имеет полосы поглоще-
ния и испускания в ближней инфракрасной области 
спектра (700–900 нм), которая является прозрачной 
для биологических тканей. Кроме того, дополни-
тельно можно иммобилизовать второй флуоресцент-
ный краситель, имеющий какие-либо кислотные 
группы, на оставшиеся, не занятые аминогруппы 
белка. Конъюгация направляющего лиганда одно-
временно с двумя флуорофорами, отличающимися 
по длинам волн возбуждения и эмиссии, позволяет 
более точно определить захват молекулярного ком-
плекса лиганд-флуорофор(ы)-НЧК тканями и де-
тально проследить его дальнейшую судьбу. Кроме 
того, такой подход позволит использовать детекти-
рующую аппаратуру с различными техническими 
характеристиками.

Создание конструкции rhVEGF-A121-НЧК — 
это лишь одна из ступеней развития технологии, 
использующей принцип доставки активного веще-
ства с помощью наноносителя, функционализиро-
ванного направляющим лигандом, в роли которого 

могут выступать не только ростовые факторы, но и 
иные молекулы белковой и небелковой природы. 
Лекарственные и диагностические препараты, ос-
нованные на принципах активной лиганд-опосре-
дованной доставки, внедряются в практический 
арсенал методов персонализованной терапии па-
тологических состояний, при развитии которых 
в пораженной ткани обнаруживается специфиче-
ски повышенная дифференциальная экспрессия 
отдельных поверхностных клеточных рецепторов. 
Включение синтетических лигандов к этим ре-
цепторам в состав тераностического комплекса, 
на соответствующем уровне развития технологии, 
превращается в чисто техническую задачу.

Такого рода биотехнологические подходы 
к внедрению в клетку-мишень открывают широ-
кие перспективы в лечении и диагностике целого 
ряда заболеваний, спектр которых не ограничен 
областями кардиологии или онкологии, но также 
распространяется и на другие разделы медицины. 
При этом очевидно, что широта применения по-
добных методов должна сочетаться с избиратель-
ностью воздействия на патологические процессы. 
Решению этих задач и посвящена представленная 
работа.

Рис. 1. Схема синтеза тозильного спейсера: а — реакция с (3-хлорпропил)трихлорсиланом 
и гидроксилирование; б — реакция с пара-толуолсульфонилхлоридом

Figure 1. Scheme for the synthesis of a tosyl spacer: a — reaction with (3-chloropropyl)tritrichlorosilane 
and hydroxylation; b — reaction with para-toluenesulfonyl chloride

а

б
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Материалы и методы
Используемые носитель и спейсер
В работе в качестве носителя действующего 

вещества использованы наночастицы кремнезема 
(НЧК), а именно пирогенный кремнезем Аэросил 
(А-200, Degussa AG, Германия). Для иммобилиза-
ции белка на поверхности НЧК формировался то-
зильный спейсер. Исходя из минимизации стадий 
синтеза, была выбрана схема синтеза тозильного 
спейсера в три стадии (рис. 1):

—  реакция гидроксильных групп НЧК 
с (3-хлорпропил)трихлорсиланом, проводилась:  
а) в бензоле, б) токе аргона при кипячении в тече-
ние 2 часов;

—  гидролиз хлоридной группы в псевдокипя-
щем слое в токе азота и патов воды;

—  реакция гидроксильной группы с пара-то-
луолсульфонилхлоридом в дихлорэтане при тем-
пературе 15 ̊С в течение 12 часов.

В последующем продукт отмывали сначала ци-
клогексаном, затем троекратно этанолом и лиофи-
лизировали на лиофильной сушке VaCo-2 (ZirBus, 
Germany).

Соединение лиганда с носителем осуществили 
посредством тозильного спейсера, синтезирован-
ного на НЧК в условиях лаборатории. Такой спей-
сер обеспечивает ковалентную иммобилизацию 
и максимально длительное время высвобождения 
действующего вещества, причем присоедине-
ние должно проходить по терминальной группе, 
не вызывая изменения конформации белка. Схема 
иммобилизации белка на такой спейсер на приме-
ре аминокислоты лизина приведена на рисунке 2.

Рекомбинантный белок rhVEGF-A121
Для экспериментов был использован лио-

фильно высушенный рекомбинантный белок 

rhVEGF-A121 (кат. №: PSG140-10, производитель 
ООО «СайСторЛаб», Сколково, РФ).

Иммобилизация белка
10 мкг лиофильно высушенного белка 

rhVEGF-A121 разводили в 5 мл воды для инъек-
ций. Из них 1 мл оставляли для контроля и разбав-
ляли 1 мл воды для инъекций. Оставшиеся 4 мл 
использовали для иммобилизации белка. Для этого 
брали 10 мг Аэросила и заливали 4 мл водного рас-
твора белка. Полученную суспензию перемешива-
ли на орбитальном шейкере LS-220 (ЛОИП, РФ) 
в течение 1 часа при частоте 300 мин-1. Продукт 
промывали пятикратно дистиллированной водой 
при центрифугировании в течение 2 мин. при ско-
рости 3000 мин-1. Каждый смыв сохраняли для ис-
следования в нем количества белка. Затем образец 
вновь редиспергировали в 4 мл воды для инъекций.

Изучение физико-химических 
характеристик образцов

Спектры поглощения образцов исследовались 
на двухлучевом спектрофотометре Unico 2802S 
(Unico Sys, США).

Размеры нанообъектов определялись методом 
динамического рассеяния света (DLS) на приборе 
Zeta Sizer Ultra (Malvern, США).

Определение количества белка
В исходном растворе белка, каждом смыве и в 

конечном продукте количество белка определя-
ли с помощью нингидриновой реакции, для чего 
Нингидрин растворяли в ацетоне в концентрации 
0,2 % масс. Затем к 1 мл каждого образца добавля-
ли 1 мл раствора Нингидрина. Полученную смесь 
кипятили на водяной бане в течение 10 мин. После 
естественного охлаждения смеси до комнатной 

Рис. 2. Схема иммобилизации белка на тозильный спейсер на примере аминокислоты лизина

Figure 2. Scheme of protein immobilization on a tosyl spacer using the example of the amino acid lysine
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Рис. 3. Результаты исследования размеров нанообъектов методом DLS

Figure 3. Results of studying the sizes of nanoobjects using the DLS method

температуры образцы анализировали на спектро-
фотометре Unico 2802s (Unico Sys., США) на дли-
не волны 339 нм, что соответствует длине погло-
щения пролина.

Иммобилизация флуорофоров
Иммобилизация флуорофоров, ИЦЗ и Родами-

на Б проводилась по одинаковой схеме. В 15 мл 
пробирку, содержащую суспензию образца A-200-
тозил-rhVEGFA121, добавляли 2 мл водного рас-
твора флуорофора (1 мг/мл). Образец перемеши-
вали на орбитальном шейкере при скорости 300 
мин.-1 в течение 1 часа. Затем образец промывался 
до визуально прозрачной надосадочной жидкости 
с центрифугированием в течение 10 мин. на ско-
рости 3000 мин-1. В результате получали образец 
A-200-тозил- rhVEGFA121-ИЦЗ или A-200-тозил- 
rhVEGF A121-ИЦЗ-Родамин Б соответственно.

Результаты
Средний размер молекул белка составил  

170 нм (рис. 3), средний размер исходных нано-
частиц Аэросила составил 230 нм. При синтезе 
спейсера на поверхности наночастиц их размер 
увеличился до 270 нм, а при иммобилизации бел-
ка — до 900 нм. Также в конечном образце наблю-
далось некоторое количество «неотмытого» сво-
бодного белка. Этим объясняется двумодальное 
распределение нанообъектов по размерам.

Количество иммобилизованного и свободно-
го белка определялось спектрофотометрически 
на длине волны 339 нм, что соответствует длине 
волны пролина, и эта полоса наиболее выражена 
на спектрах поглощения (рис. 4).

Содержание чистого белка в контрольном 
(исходном) образце составило 2 мкг/мл (табл. 1). 
В смывах от 1 по 5 концентрация белка сначала 
растет, а затем уменьшается. Концентрация свя-
занного на поверхности наночастиц белка соста-
вила 0,503 мкг/мл. Сумма количества белка в смы-
вах и связанного белка примерно равна исходному 
количеству белка, соотношение связанного и не-
связанного белка составляет 1:3.

ИЦЗ был иммобилизован сульфогруппами 
на аминогруппы в боковых цепях аминокислот 
белка, как показано на рисунке 5. Родамин Б был 
иммобилизован на оставшиеся свободные амино-
группы в боковых цепях белка карбоксильными 
группами.

Количество связанного с белком ИЦЗ опре-
деляли спектрофотометрически на длине волны 
700 нм. Сравнение спектров поглощения чистого 
ИЦЗ с концентрацией 40 мкг/мл и образца A-200-
тозил-rhVEGF-A121-ИЦЗ показаны на рисунке 6. 
Отчетливо видно, что в инфракрасной области 
спектра наблюдаются лишь полосы поглощения 
ИЦЗ, в то время как полосы поглощения Аэро-
сила и белка лежат в ультрафиолетовой области 
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спектра, что облегчает определение количества 
флуорофора.

Содержание ИЦЗ в образце rhVEGF-A121-ИЦЗ 
составило 2,0 мг или 2,6 мкмоль на 1 грамм но-
сителя, что вполне применимо для исследований 
на флуоресцентном томографе.

Также на рисунке 5 показано, что наиболее ин-
тенсивно с образцом A-200-тозил-rhVEGF-A121 
связывается флуоресцентный краситель Родамин 
Б, поскольку его полоса поглощения 555 нм имеет 
наибольшую интенсивность в образце A-200-то-
зил-rhVEGF-A121-ИЦЗ-Родамин Б. Замечено, что 
Родамин Б постепенно гидролизуется и переходит 
в раствор, ввиду чего такие образцы долго не хра-
нятся, что воспрепятствовало определению точ-
ной концентрации этого флуорофора в получен-
ном нанообъекте.

Обсуждение
Оптимизация активных систем для адресной 

доставки инкапсулированных лекарств являет-
ся нерешенной задачей. Один из путей повыше-
ния эффективности носителей лекарственных 
средств — использование их специфических вза-
имодействий с мембранными рецепторами [23]. 
Выбор факторов роста (или их коротких белковых 
мотивов) в качестве векторов для нацеливания 
тераностического агента в патологический очаг 

очень привлекателен с точки зрения повышения 
такой эффективности, а также снижения систем-
ного воздействия на организм лекарственных 
средств и уменьшения нежелательных явлений, 
что значительно расширяет возможности терапии 
многих заболеваний. Кроме того, целенаправлен-
ная доставка лекарства внутрь клетки-мишени по-
зволяет снизить эффективную дозу, повышая тем 
самым доступность многих дорогостоящих лекар-
ственных препаратов. Решающим фактором в вы-
боре пары лиганд/рецептор служит повышенный 
уровень экспрессии рецепторов в интересующих 
патологических тканях по сравнению с нормаль-
ной тканью, что для генов семейства VEGFR было 
показано, например, в исследовании профилей 
экспрессии рака почки [24]. Достаточная изучен-
ность функции рецепторов и кристаллической 
структуры аффинно-связанных пар лиганд/ре-
цептор делает их пригодными для молекулярного 
моделирования, описывающего массивные кон-
формационные и структурные изменения, проис-
ходящие в момент образования пары. Например, 
перспективными кандидатами для разработки 
систем лиганд/рецептор-опосредованной достав-
ки можно считать пары VEGF/VEGFR [25], EGF/
EGFR [26, 27] и FGF/FGFR [28, 29].

На рынке уже имеется десяток систем, в основ-
ном на основе наноносителей (липосом, полимер-

Рис. 4. Спектр поглощения образца A-200-тозил-rhVEGF-A121

Figure 4. Absorption spectrum of sample A-200-tosyl-rhVEGF-A121
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Таблица 1. Концентрация белка в образцах

Образец Концентрация белка, мкг/мл

Белок чистый 2,000

Смыв 1 0,241

Смыв 2 0,332

Смыв 3 0,532

Смыв 4 0,221

Смыв 5 0,280

Связанный белок 0,503

Всего смывов и связанного белка 2,109

Рис. 5. Возможные пути хемосорбции флуорофоров: а — координационно-ионная 
иммобилизация индоцианина зеленого на аминогруппу лизина; б — структурная формула 

Родамина Б, поясняющая центры иммобилизации

Figure 5. Possible pathways for chemisorption of fluorophores: a — coordination-ionic immobilization 
of indocyanine green on the amino group of lysine; b — structural formula of rhodamine B, explaining 

the immobilization centers

а

б
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ных мицелл и др.), которые могут транспортиро-
вать тераностический агент к очагу заболевания 
за счет взаимодействия между конъюгированны-
ми лигандами и поверхностными рецепторами, 
в большом количестве представленными на мем-
бране клеток-мишеней. Системы активного тарге-
тинга могут быть также основаны на конъюгатах, 
причем под этим понимается прямая конъюгация 
лиганда и молекулы лекарственного средства 
с линкером или без него, хорошо освещенная в ли-
тературе [30].

Связывание направляющего лиганда с наноча-
стицами придает тераностическому комплексу но-
вые свойства, позволяющие повысить степень его 
задержки в целевой области, а также улучшить 
показатели фармакокинетики и фармакодинами-
ки потенциального лекарственного средства. При 
этом прочная ковалентная связь лиганда с наноно-
сителем лекарственного средства позволит избе-
жать нежелательной диссоциации направляющей 
молекулы и средства доставки. Определенные 
сомнения может вызывать способность иммоби-
лизованного лиганда к взаимодействию с целе-
вым рецептором. Полагаем, что тщательный под-
бор связывающего линкера определенной длины 

и пространственной гибкости позволит разрешить 
сомнения в пользу предложенного разработчика-
ми продукта. Также негативное влияние на эф-
фективность лиганда может оказывать гетероген-
ность его сайт-специфической конъюгации с НЧ 
или лекарственным веществом. Для повышения 
гомогенности типов связей можно использовать 
включение неканонических аминокислот с орто-
гонально-реактивной функциональной группой, 
такой как альдегидная, кетоновая, азидо- или ал-
кинильная. Такой подход позволит использовать 
новые биоортогональные химические реакции, 
в которых используются реактивные фрагменты, 
отличные от тиола или амина. Это расширяет раз-
нообразие линкеров, которые можно использовать, 
что приведет к повышению характеристик буду-
щих систем доставки [31]. Также для улучшения 
их дизайна можно применить методы молекуляр-
но-динамического моделирования, которые по-
зволят напрямую визуализировать биологические 
реакции узнавания и связывания между участни-
ками процесса активного нацеливания [32].

Включенный в состав препарата направляющий 
лиганд, являясь по сути сигнальной молекулой, 
может быть также использован в виде активного 

Рис. 6. Спектры поглощения: 1 — ИЦЗ с концентрацией 40 мкг/мл;  
2 — Родамин Б с концентрацией 10 мкг/мл; 3 — образец A-200-тозил-rhVEGF-A121-ИЦЗ;  

4 — образец A-200-тозил-rhVEGF-A121-ИЦЗ-Родамин Б

Figure 6. Absorption spectra: 1 — ICG with a concentration of 40 μg/ml;  
2 — Rhodamine B with a concentration of 10 μg/ml; 3 — sample A-200-tosyl-rhVEGF-A121-ICZ;  

4 — sample A-200-tosyl-rhVEGF-A121-ICZ-Rhodamine B
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или доминант-негативного миметика эндогенного 
сосудистого фактора роста, как, впрочем, и в ка-
честве блокатора его рецептора. Дополняя воздей-
ствие на патологическую ткань доставляемого ди-
агностического вещества или потенцируя эффект 
включенного в состав комплекса лекарственного 
агента, экзогенный лиганд VEGF придает системе 
дополнительные тераностические качества, по-
лезные как для онкологии, так и для кардиологии. 
При этом необходимо обратить особое внимание 
на два аспекта, требующие дальнейшей интеллек-
туальной и экспериментальной проработки.

Первый заключается в возникновении воз-
можной конкуренции с эндогенным VEGF, чья 
экспрессия может повышаться в процессе роста 
опухолевой ткани в связи с необходимостью под-
держания митогенного сигнала в трансформиро-
ванных клетках и стимуляции процесса неоангио-
генеза. Однако в этом случае эндогенный VEGF 
является локальным участником и его воздействие 
может расцениваться в качестве паракринного. 
При системном введении экзогенный лиганд- 
содержащий препарат, скорее всего, получит явное 
количественное преобладание, что обеспечит ему 
конкурентное преимущество, в том числе и из-за 
реципрокного снижения эндогенной экспрессии 
на фоне возросшей конкуренции за рецептор. 

Второй аспект связан с тем, что некоторые 
этапы механизмов стимуляции так называемо-
го биологического шунтирования и опухолевого 
неоангиогенеза, связанные с эффектом VEGF, со-
впадают. Поэтому нельзя исключить, что в слу-
чае использования полученной в ходе нашей 
работы конструкции для доставки препарата 
в ишемизированную ткань сердца у пациентов 
с сопутствующим онкологическим заболевани-
ем, биологически активный rhVEGF может также 
вызывать нежелательную стимуляцию эпителия 
кровеносных сосудов опухоли. В этом случае для 
нейтрализации его собственной биологической 
функции интересным видится ряд генно-инже-
нерных модификаций rhVEGF, которые позволят 
придать этому белку или его пептидному моти-
ву способность блокировать передачу сигнала 
внутрь клетки через VEGFR (выключение мито-
генного потенциала экзогенного рекомбинантно-
го лиганда), а также увеличат его сродство с ре-
цептором (настройка 3-мерной конфигурации) 
для повышения конкурентоспособности против 
эндогенно-экспрессирующегося нативного VEGF. 
Последнее качество — повышение сродства к ре-
цептору — также полезно и в случае с ишемизи-
рованной тканью, хотя в этой ситуации потребу-
ются изменения противоположного характера, 

а именно усиливающие активность лиганда как 
ростового фактора. 

Оба перечисленных выше аспекта могут быть 
оценены только после серии дополнительных экс-
периментов на моделях in vitro и in vivo. Наиболее 
актуальным является поиск решения задачи раз-
деления эффектов рекомбинантного лиганда в си-
стеме, где одновременно требуется стимуляция 
терапевтического ангиогенеза и подавление нео-
ангиогенеза. Результаты дополнительных иссле-
дований покажут путь, по которому следует дви-
гаться для достижения основной цели — создания 
эффективного тераностического агента, поддаю-
щегося настройке и пригодного для использова-
ния в различных разделах медицины и, в первую 
очередь, в кардиологии и онкологии.

Заключение
В ходе выполнения работы нами был решен ряд 

исследовательских задач, а именно:
1.  Проведена функционализация НЧК то-

зильным спейсером;
2.  Синтезированы конъюгаты НЧК 

с rhVEGF-A121;
3.  Получены тераностические конструкции 

на основе НЧК, включающие rhVEGF-A121 в ка-
честве направляющего лиганда (и одновременно 
действующего вещества при ишемии) и ИЦЗ/Ро-
дамин Б в качестве визуализирующей метки.

Модификация препарата сразу двумя флуо-
ресцентными красителями позволяет наиболее 
надежно проследить путь его распространения in 
vivo и приближает нас к созданию контролируе-
мых систем тераностики.

Апробация созданного тераностического аген-
та в дальнейшем будет проведена на моделях in 
vitro и in vivo. Результаты планируемого экспери-
мента, в случае успеха, могут стать еще одним ша-
гом к созданию платформенного решения для ди-
зайна препаратов с иными ростовыми факторами 
в качестве направляющего лиганда, основанного 
на использовании схожих принципов активной 
лиганд-опосредованной доставки. Мы надеемся, 
что получение подобного мощного инструмента 
специфического и избирательного воздействия 
на патологическую ткань сможет найти свое при-
менение в научных исследованиях и доклиниче-
ских испытаниях, а позднее — и в терапии широ-
кого круга патологий.
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