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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

ADCC – антителозависимая клеточная цитотоксичность (antibody-dependent cell-

mediated cytotoxicity) 

ADC – конъюгат антитела с лекарством (antibody-drug conjugate) 

AlfC – α-L-фукозидаза (α-fucosidase) 

BTGase – бактериальная трансглутаминаза (bacterial transglutaminase) 

CDC – комплементзависимая цитотоксичность (complement-dependent cytotoxicity) 

CuAAC – медь-катализируемое циклоприсоединение азидов и алкинов 

DAR – мольное соотношение лекарства и антитела в конъюгате (drug-antibody ratio) 

DCM – дихлорметан (dichloromethane) 

DMC – 2-хлор-1,3-диметилимидазолиния хлорид (1,3-dimethylimidazolium chloride) 

DMF – диметилформамид (dimethylformamide) 

DMSO – диметилсульфоксид (dimethyl sulfoxide) 

DOL – мольное соотношение красителя и антитела в конъюгате (degree of labeling) 

Endo-M – эндогликозидаза M (endoglycosidase M) 

Endo-S – эндогликозидаза S (endoglycosidase S) 

EtOAc – этилацетат (ethyl acetate) 

Fс – концевая часть молекулы иммуноглобулина (fragment crystallizable region) 

FDA – Food and Drug Administration 

FGE – фермент, превращающий цистеин в формилглицин (formylglycine-generating 

enzyme) 

FTase – фарнезилтрансфераза (farnesyltransferase) 

GalA – β1,4-галактозидаза (β1,4-galactosidase) 

GalT – β1,4-галактозилтрансфераза (β1,4-galactosiltransferase) 

GKPP – геранилкетон пирофосфат (geranyl ketone pyrophosphate) 

GOase – галактозооксидаза (galactose oxidase) 

GlcNAc – N-ацетилглюкозамин (N-acetylglucosamine) 

IEDDA – реакция Дильса-Альдера с обращёнными электронными требованиями 

(inverse electron-demand Diels–Alder reaction) 

mAbs – моноклональные антитела (monoclonal antibodies) 

MMAE – монометилауристатин E (monomethyl auristatin E) 

MMAF – монометилауристатин F (monomethyl auristatin F) 

MTGase – микробная трансглутаминаза (microbial transglutaminase) 

NHS – N-гидроксисукцинимид (N-Hydroxysuccinimide) 
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pAcF – p-acetylphenylalanine (п-ацетилфенилаланин) 

PAMAM – полиамидоамин (poly(amidoamine)) 

PBS – натрий-фосфатный буфер (phosphate-buffered saline) 

PLP – пиридоксаль-5-фосфат 

PNGase F – пептид-N-гликозидаза F (peptide-N-glycosidase F) 

PSMA – простатический специфический мембранный антиген (prostate-specific 

membrane antigen) 

SialT – α2,6-сиалилтрансфераза (α2,6-sialyltransferase) 

SPAAC – циклоприсоединение азидов и алкинов, промотируемое напряжением (strain-

promoted azide-alkyne cycloaddition) 

TEMPO – (2,2,6,6-тетраметилпиперидин-1-ил)оксил 

TGase – трансглутаминаза (transglutaminase) 

THF – тетрагидрофуран (tetrahydrofuran) 

UAAs – неприродные аминокислоты (unnatural amino acids) 

WT – дикий тип (wild type) 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

ИФА – иммуноферментный анализ 

мРНК – матричная РНК 

ПЭГ – полиэтиленгликоль 

ПЭТ – позитронная эмиссионная томография 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

тРНК – транспортная РНК 
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ВВЕДЕНИЕ 
Конъюгаты биомолекул являются мощными инструментами исследования в 

молекулярной биологии, а также терапевтическими агентами. Для их получения 

используют разнообразные реакции из арсенала органической химии. Модификация 

биомолекул осуществляется по определённым функциональным группам. Ключевая 

реакция сборки конъюгата должна протекать с высоким выходом в водных растворах при 

физиологической температуре и не должна затрагивать остальные функциональные группы 

в составе ковалентно соединяемых биомолекул. На рубеже веков были сформулированы 

требования к таким реакциям, и с тех пор ведётся поиск новых «биоортогональных» 

реакций и усовершенствование известных методов. 

Википедия даёт разумное определение биоконъюгации: «bioconjugation is a chemical 

strategy to form a stable covalent link between two molecules, at least one of which is a 

biomolecule».1 Соответственно, биоконъюгатами можно считать продукты такой стратегии. 

Что касается определения биомолекулы, то, несмотря на интуитивную понятность, здесь 

едва ли возможно провести чёткие границы. В широкой трактовке к биомолекулам можно 

отнести не только индивидуальные органические молекулы, продуцируемые живыми 

организмами, но и различные биополимеры и супрамолекулярные комплексы. К 

биомолекулам относят и синтетические аналоги биополимеров, например, 

олигонуклеотиды. Иногда биомолекулами называют даже синтетические молекулы с 

выраженной биологической активностью, особенно специфические ингибиторы 

ферментов. 

Разнообразие биоконъюгатов весьма велико; примерами биоконъюгатов являются 

флуоресцентно меченные биомолекулы (олигонуклеотиды, белки и пептиды, липиды, 

углеводы, гормоны, токсины), радиотрейсеры (например, для ПЭТ), ПЭГилированные 

белки, конъюгаты биомолекул с металлохелатами и фотосенсибилизаторами, 

олигонуклеотид-олигонуклеотидные конъюгаты (строительные блоки для ДНК-

наноструктур), антитело-ферментные конъюгаты для ИФА, конъюгаты антитело-ДНК для 

иммуно-ПЦР, конъюгаты антител с противоопухолевыми агентами (ADC) для 

иммунотерапии онкологических заболеваний и др. Важнейшей областью применения 

биоконъюгации является получение вакцин. С помощью биоконъюгатов решают задачи 

детекции/имиджинга/диагностики, доставки, терапии и контролируемого высвобождения 

терапевтического препарата. 

Наряду с используемыми для сборки конъюгатов биоортогональными реакциями, 

большое значение имеет линкер, с помощью которого соединяются друг с другом части 
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конъюгата. В зависимости от типа биоконъюгата и области его использования, к линкеру 

предъявляются различные требования. В большинстве случаев необходимо, чтобы линкер 

был гидрофильным, гибким, достаточно протяжённым и не нарушал функциональность 

соединяемых им молекул. В идеале линкер должен облегчать характеризацию конъюгата. 

Функциональные группы, образующиеся в результате биоортогональных реакций сборки 

конъюгата, входят в состав линкера. Поэтому проблемы выбора ключевой реакции синтеза 

биоконъюгата и выбора линкера решают в связи друг с другом. 

Областью данного исследования является разработка новых и усовершенствованных 

линкеров для получения диагностических и терапевтических конъюгатов антител. Из 

биоортогональных реакций основное место отводится так называемому оксимному 

лигированию, особенности которого обсуждаются в обзоре литературы. 

Основной моделью для применения разрабатываемых линкеров являлось получение 

флуоресцентных диагностических конъюгатов антител, а также конъюгатов антител с 

лекарствами (упомянутые выше ADC). Практическое значение разработки ADC-

препаратов исключительно велико, поскольку с ними сейчас связаны большие надежды в 

области терапии онкологических заболеваний. Едва ли следует говорить о важности 

проблемы борьбы с онкологическими заболеваниями, являющимися в настоящее время 

одной из основных причин смертности населения планеты. 

Методы получения ADC-препаратов разнообразны, но наиболее трудными задачами 

являются контроль стехиометрии и сохранение аффинности антитела. Линкер, 

соединяющий антитело с противоопухолевым антибиотиком (цитотоксическим агентом), 

должен быть гидрофильным, достаточно протяжённым и биоразлагаемым; внутри клетки 

должно происходить высвобождение антибиотика. В работе предложено контролировать 

стехиометрию конъюгата с помощью введения в состав линкера флуоресцентных 

красителей, которые количественно детектируются по электронным спектрам поглощения. 

Разработан усовершенствованный метод оксимного лигирования, в котором реакцию 

карбонильного соединения проводят in situ с N-защищённым O-замещённым 

гидроксиламином. Подход использован также для флуоресцентного мечения антител, 

которые далее могут применяться в диагностике; например, опухолевых антигенов. 

Полученные линкеры и стратегии мечения успешно применены к уникальному 

моноклональному антителу к мембранной форме белка PRAME, которая экспрессируется 

многими видами опухолевых клеток. 
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Таким образом, целью работы является разработка линкерных реагентов для 

модификации антител. Для достижения поставленной цели предполагается решение 

следующих задач:  

1. Дизайн и синтез бифункциональных и полифункциональных линкеров на основе 

олигоэтиленгликолей и пентаэритрита, в т.ч. содержащих 

хромофорный/флуоресцентный фрагмент для контроля стехиометрии конъюгации. 

2. Отработка методики модификации антител с помощью бифункциональных линкеров 

посредством реакций оксимного лигирования, медь-катализируемого и 

некатализируемого (спонтанного) азид-алкинового циклоприсоединения на примере 

получения флуоресцентно меченых антител. 

3. Разработка подходов к синтезу терапевтических конъюгатов антител с помощью 

полифункциональных линкеров и биоортогональных реакций. 

Поскольку основным содержанием работы является сайт-специфическая 

модификация антител флуоресцентными красителями и цитотоксическим агентом с 

помощью улучшенного варианта оксимного лигирования, в литературном обзоре 

рассмотрено приложение метода оксимного лигирования для модификации антител в том 

варианте, когда карбонильная группа тем или иным способом генерируется на антителе. 

Работа выполнена в Лаборатории молекулярного дизайна и синтеза Института 

биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН (ИБХ 

РАН) при взаимодействии с коллегами из других подразделений Института, а также c 

коллегами из Национального медицинского исследовательского центра онкологии 

им. Н.Н. Блохина и ООО «Генотехнология». 

Личное участие соискателя в получении результатов, изложенных в диссертации 

Основные результаты получены лично автором или при его непосредственном 

участии под руководством д.х.н зав. лаб. молекулярного дизайна и синтеза Коршуна В.А. 

Личный вклад автора в представленной работе заключается в непосредственном участии в 

выборе направления научной работы, разработке цели и задач исследования по теме 

диссертационной работы. Автор разрабатывал линкеры и методы их синтеза, нарабатывал 

вещества для изучения их физико-химических характеристик и установления структуры, 

анализировал данные по физико-химическим характеристикам веществ (интерпретировал 

масс-спектры, спектры ЯМР), проводил конъюгацию полученных линкерных молекул с 

антителами, обосновывал полученные результаты, а также участвовал в написании и 
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подготовке к публикации статей и тезисов докладов на научных конференциях по 

результатам исследования. Кроме того, в работе были использованы экспериментальные 

данные, полученные в других лабораториях и в рамках научного сотрудничества с другими 

организациями: НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина (В.А. Мисюрин, А.Е. Бармашов, Ю.П. 

Финашутина), ООО «Генотехнология» (А.В. Алексеева, Н.А. Тихонова, Н.А. Лыжко, А.В. 

Мисюрин), ИБХ РАН (Д.Ю. Рязанцев, Е.В. Рябухина, М.А. Симонова).  
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Глава 1 

ОКСИМНОЕ ЛИГИРОВАНИЕ КАК МЕТОД БИОКОНЪЮГАЦИИ. 

ВВЕДЕНИЕ КАРБОНИЛЬНЫХ ГРУПП В АНТИТЕЛА И ИХ 

МОДИФИКАЦИЯ С ПОМОЩЬЮ ОКСИМНОГО ЛИГИРОВАНИЯ 

(Обзор литературы) 

1.1. Биоконъюгация и основные биоортогональные реакции 

Для получения биоконъюгатов используют разнообразные реакции из арсенала 

органической химии. Модификация биомолекул должна осуществляться по определённым 

функциональным группам. Ключевая реакция сборки конъюгата должна протекать с 

высоким выходом в водных растворах при «физиологической» температуре и не должна 

затрагивать остальные функциональные группы в составе биомолекул или биополимеров. 

Концепция таких реакций была сформулирована Каролин Бертоцци в начале 2000-х гг на 

примере модифицированной реакции Штаудингера, в которой образующийся из 

триарилфосфина и алифатического азида фосфазеновый аддукт реагирует с соседней 

карбоксиметильной группой, давая амидную связь (Схема 1).2,3 

  

Схема 1. Биоконъюгация с помощью реакции Штаудингера 

Вскоре речь пошла о «биоортогональных» функциональных группах,4,5 а затем и 

«биоортогональных» реакциях.6 В дальнейшем был разработан целый арсенал таких 

методов, которые подробно рассмотрены как в ряде монографий по биоконъюгации,7–11 так 

и многочисленных обзорах. Области биоконъюгации посвящены периодические издания 

Glycoconjugate Journal (Springer, с 1984 г.) и Bioconjugate Chemistry (ACS, с 1990 г.). 

Среди наиболее важных биоортогональных реакций можно назвать тиол-

малеимидную реакцию, «бесследное лигирование Штаудингера–Бертоцци»,12–16 медь-

катализируемую реакцию терминальных алкинов и азидов, CuAAC (copper(I)-catalyzed 

azide-alkyne aycloaddition),17–19 реакцию циклооктинов с азидами, SPAAC (strain-promoted 

alkyne-azide cycloaddition),20–23 реакцию тетразинов с транс-циклооктенами и 

циклопропенами, IEDDA (inverse electron-demand Diels–Alder),24–27 «оксимное 

лигирование»28,29 (Схема 2). Постоянно разрабатываются всё новые биоортогональные 
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реакции (например, биоконъюгация с помощью реакции Пикте-Шпенглера),30 но лишь со 

временем становится понятно, какие из них окажутся наиболее удобны для практического 

применения. 

 

Схема 2. Наиболее популярные биоортогональные реакции. (А) тиол-малеимидная реакция; (Б) 

бесследное лигирование Штаудингера–Бертоцци; (В) CuAAC; (Г) SPAAC; (Д) IEDDA с транс-

циклооктенами и циклопропенами; (Е) оксимное лигирование 

Биоортогональность – не абсолютное понятие; например, некоторые биомолекулы 

содержат тиольные, карбонильные и терминальные алкиновые группы, поэтому для них 

тиол-малеимидная реакция, оксимное лигирование и CuAAC, соответственно, нельзя 

назвать биоортогональными реакциями. С другой стороны, для некоторых биомолекул 

даже реакция ацилирования аминогруппы активированным эфиром карбоновой кислоты 

будет биоортогональным процессом. 

1.2. Оксимное лигирование 

Оксимное лигирование (Схема 2 Е) – образование основания Шиффа при реакции 

карбонильных соединений (альдегидов и кетонов) с гидроксиламинами. Такие основания 
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Шиффа называются оксимами. Для биоконъюгации используют O-алкил- или, реже, O-

арилгидроксиламины. Гидролитическая стабильность оксимов из таких гидроксиламинов 

превосходит стабильность гидразонов, что объясняют их повышенной устойчивостью к 

протонированию.31 Различные аспекты применения оксимного лигирования для 

биоконъюгации, особенно вопросы механизма и катализа, рассмотрены в объёмном 

критическом обзоре 2017 г.28 Значение метода можно проиллюстрировать заключительным 

предложением из аннотации этого обзора: «хотя образование гидразонов и оксимов 

традиционно считалось медленной реакцией, разработки последних 5 лет позволили 

полностью преодолеть это ограничение; в самом деле, этот метод в настоящее время 

является одной из самых быстрых и универсальных реакций, доступных для конъюгации 

биомолекул и биоматериалов». Прошедшие с 2017 г. следующие 5 лет подтверждают 

справедливость оптимизма приведённой цитаты. 

Реакция протекает с общим кислотным катализом (Cхема 3). Атака карбонильной 

группы сильным нуклеофилом происходит быстро и не является скорость-лимитирующей. 

При значениях 3<pH<7 катализируемая кислотой дегидратация тетраэдрического 

интермедиата является скорость-лимитирующей стадией. В то же время, в сильнокислой 

среде (pH<3) реакция снова замедляется из-за смещения равновесия в сторону 

протонированной формы (Cхема 3)28. Для того чтобы эффективно ускорить реакцию 

образования оксима необходимо найти оптимальное значение pH, которое позволит 

эффективно катализировать дегидратацию гемиаминаля и при этом не приводить к 

образованию нереакционноспособных протонированных форм нуклеофила. Наиболее 

эффективное типичное значение pH 4.5. Это затрудняет использование этого метода 

лигирования в живых системах, так как обычно pH таких сред является нейтральным, а 

концентрации реагирующих молекул низким.28 

Химическая стабильность оксимов обусловлена стерическими и электронными 

факторами. Конъюгаты, полученные с помощью кетонов, более стабильны, чем с помощью 

альдегидов. Константы равновесия оксимов в среднем более 108 M−1. Константа гидролиза 

оксимов меньше в 160 раз, чем константа гидролиза гидразонов. Термодинамическая 

стабильность оксимов возрастает в следующем порядке: ацетон < циклогексанон < фурфурол 

< бензальдегид < пировиноградная кислота.28 

Среди недавних примеров применения оксимного лигирования можно упомянуть 

флуоресцентное мечение ганглиозидов,32 белков нуклеопоринов,33 дериватизацию 

углеводов для масс-спектрометрии,34,35 циклизацию пептидов,36 синтез конъюгатов 

маннана,37 гонадолиберина,38 декстранов,39 рецептора васкулярного эндотелиального 

фактора роста,40 олигосахарид-липидных конъюгатов,41 углевод-углеводных 
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конъюгатов,42,43 пептид-пептидных конъюгатов,44 конъюгатов 5-[18F]фтор-5-

дезоксиглюкозы с пептидами,45 конъюгатов даунорубицина с пептидами,46 формирование 

модели липидной мембраны из водорастворимых предшественников.47 Применение 

оксимного лигирования для модификации антител будет рассмотрено ниже. 

 

 

 

Схема 3. Стандартный механизм образования оксима из карбонильного соединения и алкоксиамина и 

предполагаемое переходное состояние, приводящее к образованию протонированного интермедиата 

1.3. Катализ оксимного лигирования 

Образование оксимов протекает с приемлемой скоростью в слабокислой среде (pH 4–

5), а при нейтральных значениях pH протекает довольно медленно. Поэтому общий 

кислотный катализ для этой реакции был известен давно, а затем был обнаружен 

нуклеофильный катализ анилином 8 (Рис. 1) и различными его производными.28 После 2017 

г. было выполнено несколько исследований по катализу оксимного лигирования. 

 

Рис. 1. Катализаторы для реакции оксимного лигирования 

На модельной реакции 4-гидроксибензальдегида и ацетона с O-

метилгидроксиламином в водном растворе было показано, что прибавление в раствор 3M 
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NaCl увеличивает скорость реакции в несколько раз.48 Положительный эффект также 

получен при катализе анилином (1 мM). Применимость метода была продемонстрирована 

на живых клетках; клетки HTC116 30 мин обрабатывали 1 мM периодатом в PBS при 4 °С, 

промывали, и проводили реакцию с оксиаминовым производным флуоресцеина в 

присутствии NaCl или/и анилина. Меченые клетки анализировали с помощью 

конфокального микроскопа. Метод применили также для получения клеток для анализа с 

помощью проточной цитометрии (процедура отличалась предварительным трипсинолизом 

поверхности клеток). 

Недавно было показано, что индолин и 6-метоксииндолин (Рис. 1) являются более 

эффективными катализаторами образования оксима, чем анилин.49 Другие исследователи 

обнаружили, что использование 2-диметиламиноэтиламина и 2-аминометилимидазола 

(Рис. 1) в буфере позволяет ускорить реакцию при pH 7 в 100 и более раз.50 В модельной 

реакции бензальдегида с O-бензилгидроксиламином при pH 7.4 константа скорости второго 

порядка реакции в фосфатном буфере составляет 0.0213±0.0013 M-1с-1, а в присутствии 2-

диметиламиноэтиламина и 2-аминометилимидазола – 1.6±0.2 и 2.9±0.2 M-1с-1, 

соответственно. Эти амины обладают низкой токсичностью, поэтому такой катализ может 

применяться при проведении реакций на живых клетках. Амины сами по себе могут 

выступать буферными агентами. Предложен катализ оксимного лигирования в нейтральной 

среде аргинином (Рис. 1).51 Дополнительным достоинством аргининового катализа 

является предохранение белковых субстратов от агрегации. 

1.4. Моноклональные антитела и ADC 

Моноклональные антитела (monoclonal antibodies, mAbs) (Рис. 2) применяются для 

терапии обширного круга заболеваний52 (онкологические,53 аутоиммунные,54 

инфекционные55). Эти универсальные макромолекулы могут быть сконструированы 

аффинными к самым различным антигенам и проявлять разнообразные механизмы 

действия,52 оказывая мощный фармакологический эффект. 

Концепция доставки цитотоксического агента к раковой клетке с помощью 

специфического антитела возникла давно, но в реальность воплотилась в 1990 г.: тогда 

были получены первые ковалентные конъюгаты опухоль-специфичных антител с 

цитотоксическими агентами – ADC (Рис. 3). Концепция оказалась весьма плодотворной и 

жизнеспособной; масштаб исследований в этой области постоянно нарастает. Кроме 

противоопухолевых, появились так же ADC против аутоиммунных заболеваний,56,57 

противовирусные,58 противомикробные,59 противогрибковые60 и даже 
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противопаразитарные.61 По ADC имеется ряд монографий62–67 и более сотни обзоров, из 

которых следует упомянуть наиболее важные.68–82 

Новые разработки в области белковых дисплеев и генной инженерии расширили 

возможности модификации иммуноглобулинов для получения терапевтических 

моноклональных антител и ADC, в т.ч. увеличение аффинности к антигену, модулирование 

фармакокинетики, регулировка эффекторных свойств, подавление иммуногенности.68 

Главными подходами к контролю свойств иммуноглобулинов остаются инженерия 

аминокислотной последовательности и гликозилирования антитела, конструирование 

конъюгатов прочих биомолекул с IgG, в том числе с использованием линкеров, получение 

би- и мультивалентных антител. Зачастую внесение единственного изменения оказывает 

сильное влияние на свойства антитела. Поэтому дизайн потенциального терапевтического 

агента на основе иммуноглобулинов требует тщательного анализа всех структурных 

факторов.68 

Известны пять основных классов иммуноглобулинов млекопитающих: IgA, IgE, IgM, 

IgG и IgE.52 Иммуноглобулины A и G имеют дополнительные изотипы. Все они сильно 

отличаются друг от друга по структуре, функциям и локализации в организме (Таблица 1). 

Антитела класса IgG наиболее популярны для терапевтических целей и в частности для 

конструирования различных флуоресцентных и терапевтических конъюгатов, однако 

следует отметить, что предпринимались отдельные попытки получения конъюгатов 

IgM83,84 и других типов, но они не нашли широкого применения.84 

IgG представляют собой белковую молекулу массой около 150 кДа. Схематическая 

структура типичного полноразмерного моноклонального антитела класса IgG показана на 

рисунке 2. Иммуноглобулин G - это Y-образная белковая молекула размером около 10 нм 

и массой около 150 кДа, состоящая из четырех полипептидных цепей. Две более крупные 

цепи, состоящие из двух доменов примерно по 110 аминокислот каждый, называются 

тяжелыми цепями. В этих цепях каждый домен соединен с другим гибкой полипептидной 

цепью, богатой цистеином и пролином – это так называемая петлевая область. Две тяжелые 

цепи соединены друг с другом в области петли межцепочечными дисульфидными связями 

(от 2 до 11, в зависимости от подтипа IgG), которые малодоступны для растворителя. Две 

легкие цепи, состоящие из одного домена, соединены с одним доменом тяжелых цепей 

аналогичными дисульфидными связями (обычно одна связь между одной тяжелой и одной 

легкой цепью во всех подтипах IgG), образуя так называемые Fab-фрагменты, которые 

непосредственно отвечают за связывание с антигеном. Важно отметить, что такая структура 

обеспечивает исключительную гибкость молекулы антитела, и её сохранение важно в 
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процессе модификации. Fab-области могут поворачиваться вокруг своей оси, отклоняться 

в разные стороны на значительный угол, изгибаться, растягиваться и сжиматься, чтобы 

достичь антигена. Таким образом, угол между Fab-областями модулирует доступность 

антигена в различных плоскостях пространства, и вмешательство в процесс модификации 

может снизить аффинность. То же самое относится и к Fc-фрагменту, но в отношении 

эффекторных свойств, т.е. взаимодействия с иммунной системой, что может быть менее 

важно при получении флуоресцентно меченых или терапевтических конъюгатов антитело-

препарат, в которых антитело играет лишь роль доставки. Однако слишком грубое 

нарушение эффекторных свойств может закономерно приводить к быстрому удалению 

конъюгатов антител из кровотока, а также приводить к повышению иммуногенности, чего 

следует избегать при создании ADC. 

Таблица 1. Основные свойства иммуноглобулинов человека 

Структура 

     

 IgA IgE IgM IgG IgD 

М, кДа 320 200 900 150 180 

Гликозилирование, 

% от массы 
10 12 12 3 13 

Локализация 

Интра-

васкулярная, 

выделения 

Базофилы, 

тучные 

клетки 

слюны и 

носовой 

слизи 

Интра- 

васкулярная 

Интра-, экстра- 

васкулярная 

Поверхность 

лимфоцитов 

Функции Защита слизистой 
Защита от 

паразитов 

Первичный 

ответ 
Вторичный ответ Неизвестна 

Содержание, % от 

всех 
15% 0.002% 10% 75% 0.2% 

Изотипы IgA1 IgGA2 - - IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 - 

Распространенность 
Плазма 

80% 

Секрет 

35% 
- - 66% 23% 7% 4% - 

Проницаемость 

плаценты 
- - - - +++ + + +- - 

Активация 

классического пути 

комплемента 

- - - ++++ ++ + +++ - - 

Активация 

альтернативного 

пути комплемента 

+ - - - - - - - - 

Аффинность к 

тучным клеткам и 

базофилам 

- - +++ - - - - - - 

Связывание с Fc 

рецепторами 

макрофагов 

+ + + + + - + +- - 

Длительность 

циркуляции в 

кровотоке, дни 

4-7 2-3 5-6 21 21 7 21 2-3 

Условные обозначения: ++++ очень сильно; +++ сильно; ++ умеренно; + слабо; +- очень слабо; - 

нет. Красным выделена наиболее распространенная изоформа терапевтических моноклональных 

антител. 
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Иммуноглобулины G имеют четыре подтипа: IgG1, IgG2, IgG3 и IgG4. Подтип IgG1 

остается наиболее популярным для разработки ADC благодаря отличной стабильности в 

кровотоке (~21 день, без агрегации) и способности подключать систему комплемента для 

усиления терапии. Подтип IgG2 менее эффективно запускает систему комплемента и менее 

стабилен, поскольку этот подтип может образовывать ковалентные димеры, которые 

вызывают последующую агрегацию. IgG3 неприменим из-за очень короткого периода 

полураспада в кровеносной системе (~7 дней). IgG4 может образовывать гибридные, 

биспецифические антитела, с неидентичными паратопами в их двух Fab-областях, путем 

обмена одной пары легких и тяжелых цепей с другим IgG4. 

На рисунке 2 также показаны функциональные группы антител природного 

происхождения, доступные для модификации: это N-гликаны, боковые остатки лизинов и 

других аминокислот, дисульфидные связи. Последние делятся на интерцепочечные 

(межцепочечные), которые трудно модифицировать, и интрацепочечные, расположенные 

на поверхности молекулы антитела в количестве 12 штук во всех подтипах IgG. 

Значительные достижения в области ADC области связаны именно с модификацией 

аминокислот иммуноглобулинов (например, конъюгация эфиров N-гидроксисукцинимида 

(NHS-эфиры) по остаткам лизинов или малеимидная конъюгация по остаткам 

интрацепочечных цистеинов): по состоянию на 2022 год FDA (Food and Drug 

Administration, USA) одобрено 12 терапевтических конъюгатов моноклональных антител с 

лекарствами (antibody-drug conjugate, ADC), и все они получены именно упомянутыми 

методами (Рис. 3).85 

Однако вышеупомянутые классические подходы имеют существенные недостатки, к 

которым, например, относится высокая гетерогенность получаемых конъюгатов (Таблица 

2) и потенциальное снижение аффинности антител в результате модификации аминогрупп 

лизина в антигенсвязывающем центре. Всё это объясняет интерес к разработке новых 

биоортогональных реакций и поиску более селективных и сайт-специфичных подходов к 

модификации антител. Среди структур ADC, которые были опубликованы и/или находятся 

в клинических испытаниях, есть и другие варианты модификации антител, в том числе 

полученные с использованием генной инженерии. 
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Рис. 2. Особенности строения иммуноглобулина G 



18 
 

 

Рис. 3. Одобренные к применению FDA (food and drug administration) конъюгаты антител по состоянию на март 2023 года3,86–100 
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Таблица 2. Основные стратегии химической модификации биомолекул101 

Стратегия конъюгации Достоинства Недостатки Селективность 

образование амидов 

 

 

-простота; 

-доступность реагентов; 

-не требуется вмешательства в 

антитело;  

-надежность; 

-хорошо разработанные 

протоколы; 

-очень низкая сайт-специфичность; 

-побочные реакции; 

-низкий выход; 

-чувствительность к воде; 

-гетерогенные продукты; 

-возможность потери аффинности антителом; 

Высокая 

восстановительное 

аминирование 

 

-высокая хемоселективность; 

-простота; 

-множество способов ввести 

карбонильную группу в молекулу; 

-аминогруппы присутствуют в 

нативных белках; 

-медленная кинетика; 

-низкая сайт-специфичность; 

-альдегиды потенциально токсичны для живых 

клеток; 

Высокая 
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Продолжение таблицы 2. Основные стратегии химической модификации биомолекул101 

присоединение по 

тиолам, реакция 

Михаэля 

 

-высокая скорость реакции; 

-варьируемая кинетика; 

-нераспространенность цистеинов 

в нативных белках увеличивает 

селективность реакции; 

-легкость введения цистеиновых 

групп; 

-хорошо разработанная методика; 

-потенциальная обратимость; 

-малеимиды подвергаются гидролизу; 

-тиолы играют важную роль в сохранении 

структурной целостности белков; 

-через некоторое время образуются дисульфиды; 

 

Возможна побочная реакция с 

аминогруппами 

образование 

дисульфидов 

 

-простота 

 

-низкая скорость; 

-образуются смешанные или гомодисульфиды; 

Высокая 

Возможность образования 

смешанных или гомосульфидов 

CuAAC 

 

-высокая хемоселективность; 

-реакционноспособные 

функциональные группы, никогда 

не встречающиеся в нативных 

белках; 

 

-медь потенциально токсична для живых клеток; 

-необходимость введения азидов/алкинов в 

молекулу; 

-большие количества катализатора; 

Высочайшая селективность 

Многие присутствующие в 

белках функциональные группы 

хелатируют медь 

Активированные алкины 

чувствительны к тиоловым 

группам 
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Продолжение таблицы 2. Основные стратегии химической модификации биомолекул101 

SPAAC 

 

-высокая реакционная 

способность; 

-не требуется катализатор; 

-простота; 

-вариабельность кинетики с 

помощью структуры циклооктина; 

-реакционноспособные 

функциональные группы, никогда 

не встречающиеся в нативных 

белках; 

-низкая токсичность; 

-алкины сложно и дорого синтезировать; 

-высокая гидрофобность циклооктинов; 

-низкая скорость относительно метода IEDDA; 

-необходимость ввода алкиновой/азидогруппы в 

молекулу; 

 

Высокая селективность 

Циклооктины вступают в 

побочные реакции с тиолами 

IEDDA 

 

-хорошая скорость; 

-реакционноспособные 

функциональные группы, никогда 

не встречающиеся в нативных 

белках; 

-высокая селективность; 

-некоторые тетразины нестабильны; 

-сложность синтеза алкенов; 

-гидрофобность;  

-необходимость ввода алкеновой/тетразиновой 

группы в биомолекулу; 

Высокая селективность 

Циклооктены могут 

изомеризоваться в присутствии 

тиолов 

образование 

оксима/гидразона 

 

-быстрая конъюгация; 

-гидразины и гидроксиламины не 

присутствуют в белках; 

-множество способов ввести 

карбонильную группу в молекулу; 

-низкая стабильность гидразонов; 

-потенциальная обратимость реакции;  

-необходимость катализатора для ускорения 

реакции; 

-потенциальная токсичность альдегидов для 

живых клеток; 

Гидразоны и оксимы более 

стабильны, чем основания 

Шиффа 
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Продолжение таблицы 2. Основные стратегии химической модификации биомолекул101 

свободнорадикальная 

полимеризация 

 

-функциональные группы в 

биомолекулах устойчивы к 

реакции; 

-широко используется при 

разработке биоматериалов; 

-позволяет осуществлять 

конъюгацию в процессе создания 

биоматериала; 

-необходимо ввести очень реакционноспособные 

функциональные группы в биомолекулу; 

-требуется отсутствие кислорода в реакционной 

массе; 

-процесс полимеризации и избыток мономера 

может быть токсичен; 

-радикалы токсичны для биомолекул и живых 

клеток; 

Толерантна к большинству 

функциональных групп; кросс-

реактивность с присоединением 

Михаэля и IEDDA 
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Для преодоления проблем, связанных с иммуногенностью антител, полученных из 

организмов разных видов, широко применяются рекомбинантные антитела – химерные и 

гуманизированные. Большинство антител, используемых в одобренных FDA (Рис. 3) 

терапевтических конъюгатах, являются гуманизированными мышиными антителами (Рис. 

4). 

 

Рис. 4. Типы антител, применяемые для получения конъюгатов 

Усилия ученых направлены на получение максимально предсказуемых и гомогенных 

конъюгатов биомолекул с сохранением функциональности последних. Среди широкого 

набора биоортогональных реакций большой интерес представляют реакции карбонильной 

группы. Карбонильная группа (альдегиды и кетоны) 1) не встречается в основных классах 

биополимеров (белки, нуклеиновые кислоты, полисахариды); 2) может быть сайт-

специфически введена в биомолекулы (Рис. 5); 3) подходит для реакций биоортогональной 

модификации (например, оксимного лигирования, взаимодействия с гидразидами или 

реакции Пикте-Шпенглера). Карбонильные группы (альдегиды, α-кетоальдегиды, 

алифатические или арилалкилкетоны) могут быть введены в молекулу иммуноглобулина 

различными методами (Рис. 5). Мы рассмотрим получение и применение сайт-

специфических конъюгатов антител, при синтезе которых используется введение 

карбонильных групп в молекулу антитела и их дальнейшая модификация с помощью 

биоортогональных реакций. 
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Рис. 5. Методы введения карбонильной группы в антитело без внесения изменения в структуру антитела генно-инженерным путем 
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1.5. Методы введения карбонильной группы в антитело 

В настоящее время известно большое число методов введения карбонильной группы 

в молекулу антитела. Некоторые из них известны достаточно давно (например, окисление 

периодатом) и первоначально были разработаны для других целей, но затем были 

эффективно распространены на иммуноглобулины и другие гликозилированные белки. 

Некоторые подходы являются относительно новыми (например, генно-инженерное 

введение аминокислот) и сложными в исполнении. Следует отметить, что многие из 

подходов связаны друг с другом (например, гликоинженерные методы и окисление 

периодатом), поэтому их разделение на группы может быть весьма условным.  

Мы решили разделить методы на две группы: более общие подходы, использующие 

только природные особенности антител к модификации, и подходы, вмешивающиеся в 

структуру антител с помощью генной инженерии, а также все подходы, которые 

используют мутантные ферменты для работы с антителами. 

1.5.1. Периодатное окисление 

Известно, что иммуноглобулины G содержат 2–3% углеводов по массе (Таблица 

1).84,102–105 Они существуют в виде разветвленной олигосахаридной цепи, консервативно 

связанной с остатком аспарагина-297 (Asn297, N297, Рис. 2) в области CH2 тяжелой цепи Fc 

фрагмента иммуноглобулина.84,106–109 Локализация углеводов на сериновом или 

треониновом остатке IgG встречается редко.84 Кроме того, олигосахариды всегда сильно 

удалены от антигенсвязывающего центра.110 Таким образом, окисление олигосахаридных 

фрагментов антител с образованием карбонильных групп представляется перспективным 

методом предварительной модификации с последующим лигированием молекулы-

мишени.105 

Взаимодействия между Fc доменом IgG и Fc рецепторами играют важную роль при 

формировании иммунного ответа с участием антител, противовоспалительной активности; 

так же они оказывают влияние на время жизни иммуноглобулина в кровяном русле и на его 

иммуногенность. Эти взаимодействия регулируются N-гликозилированием Fc-

фрагмента.111 Обычно углеводный состав иммуноглобулинов ограничен фукозой, 

маннозой, галактозой, глюкозамином и сиаловой кислотой. Наиболее представлен 

глюкозамин, наименее – сиаловая кислота и фукоза. Соотношение может варьироваться в 
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зависимости от вида организма-продуцента (Рис.6).96,106,107,112 В клеточных 

экспрессирующих системах трудно получить антитела, имеющие однородные изоформы 

гликанов. Это связано с множеством процессов, происходящих в клетке, и активностью 

таких ферментов, как гликозидазы, гликозилтрансферазы и т.д.113 Однако к настоящему 

времени структура гликанов антител хорошо изучена, и имеется несколько обзоров, 

рассматривающих их структуру, свойства и функции.  

 

Рис. 6. Основные гликоформы иммуноглобулинов G109,114–117 

Углеводный остаток Fc-области иммуноглобулина G человека представляет собой 

сложный биантенный N-гликан, в котором N-ацетилглюкозамин (GlcNAc) частично 

галактозилирован, образуя смесь так называемых гликоформ G0, G1 и G2.109,116 G0 не имеет 

галактозы на терминальных N-ацетилглюкозаминах. Гликоформы G1 и G2 имеют один или 

два терминальных остатка галактозы (Рис. 6). Некоторые антитела имеют дополнительные 

терминальные остатки сиаловой кислоты, но человеческие сиалилированы только на 10–

15%.116,117 Сиаловая кислота играет различную роль в различных процессах в иммунной 

системе, особенно воспалении.118 Некоторые антитела имеют дополнительные (бисектные) 

N-ацетилглюкозамины, превращающие их в триантенные. Последние очень важны для 

антителозависимой клеточной цитотоксичности (ADCC) – атаки на клетки-мишени агентов 

иммунной системы, которая запускается при связывании рецепторов лимфоцитов (FcγRs) с 

константной областью (Fc) антител.109 Остаток фукозы также вариабелен и очень важен для 

ADCC.115,119 

Существует два способа окисления углеводов в иммуноглобулинах: ферментативный 

с помощью фермента галактозооксидазы 43,120,121 и химический с помощью метапериодата 

натрия NaIO4 (Рис. 7). Фермент формирует альдегидную группу на С6-атоме терминальной 

галактозы или N-ацетилгалактозамина. Однако у метода есть существенный недостаток по 

спавнению с химическим окислением: так как у большинства гликопротеинов 
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млекопитающих терминальным остатком является сиаловая кислота, то перед обработкой 

галактозооксидазой требуется дополнительная обработка нейраминидазой для удаления 

этого терминального остатка. В случае с окислением периодатом натрия никаких 

дополнительных манипуляций не требуется.120,122–125 Эта реакция хорошо себя 

зарекомендовала на гликопротеинах.106 Окисление периодатом известно с 1928 года и было 

разработано Леоном Малапрадом для селективного окисления вицинальных спиртов и β-

аминоспиртов. 

В случае гликанов окислению подвергаются вицинальные диолы сахаров, причем цис-

диолы окисляются гораздо легче, чем транс-диолы. Так, из перечисленных выше остатков 

сахаров окислению поддаются только сиаловая кислота, галактоза, фукоза и, в меньшей 

степени, остатки маннозы. В некоторых сообщениях манноза не подвергалась окислению в 

наиболее распространенных условиях (10–20 мМ).126 

Окисление периодатом зависит от многих факторов, включая концентрацию 

окислителя, pH, температуру и время.127 При определенных условиях окисление может 

затрагивать только остатки сиаловой кислоты, образуя альдегидную группу на ее 

экзоциклическом атоме С-7, при других условиях затрагивая другие углеводные остатки с 

близлежащими диолами или вообще нежелательно окисляя чувствительные аминокислоты, 

такие как триптофан, тирозин и метионин (Рис.7).102 

При высоких концентрациях периодата (>50 мМ) легко образуются димеры и 

появляется возможность образования олигомеров, особенно если pH буфера более 

щелочной и температура выше), наблюдаются процессы полимеризации антител, 

образующих между собой основания Шиффа.104,127,128 Если в образовании димеров 

участвуют аминокислоты в центре связывания антигена, это приводит к значительной 

потере аффинности.104 Кроме того, возможно так называемое переокисление – процесс, при 

котором олигосахариды разрушаются и отделяются от антитела.102 Поскольку одной из их 

функций является повышение растворимости иммуноглобулина, антитела могут 

агрегировать после потери олигосахаридных цепей (требуется >100 мМ).104,118,129 При 

высоких концентрациях периодата натрия (>50 мМ) чувствительные аминокислоты также 

подвергаются деструктивным процессам, что приводит к снижению аффинности130 и общей 

потере стабильности иммуноглобулина. Следует отметить, что некоторые антитела более 

чувствительны к окислению и очень легко теряют свою способность связываться даже при 
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низких концентрациях периодата натрия (5–10 мМ).127 Это связано с расположением 

чувствительных к окислению аминокислот в антигенсвязывающем центре. Для таких 

антител следует выбирать еще более мягкие условия окисления, например, менее 0.5 мМ 

периодата натрия, охлаждение до 0 °C и более короткое время инкубации.127 Длительная 

инкубация почти полностью снижает аффинность.130 

Наиболее оптимальные условия для селективного окисления олигосахаридов 

следующие: концентрация NaIO4 5–20 мМ, температура 25 °C, ацетатный буфер с pH 5–5.5 

в течение 30 мин. Эти условия можно варьировать, получая заданное количество 

карбонильных групп путем окисления и других доступных сахаров.104,127,131  

В литературе описан эксперимент, в котором чувствительность анти-CPA и анти-HRP 

антител к периодатному окислению была исследована путем инкубирования этих антител 

в буферных системах с различными концентрациями NaIO4 в течение различного времени 

(Рис. 8–10). В результате иммуноглобулины оставались активными после инкубирования с 

низкими концентрациями периодата (до 10 мМ), непродолжительное время (1 ч) и при 

низкой температуре (0 °С). Увеличенная концентрация (100 мМ) или продолжительное 

время инкубирования (16 ч) приводили к снижению аффинности большинства антител 

(Рис. 8). Аналогично, увеличенная температура во время окисления (от 4 °С до комнатной) 

так же приводила к быстрой инактивации наиболее чувствительных антител, однако 

некоторые наиболее стабильные подвиды антител практически не подвергались 

воздействию (Рис. 10).132 

Значение pH, при котором проводится реакция окисления, оказывает влияние на 

степень окисления антитела.133 Как правило, окисление проводится в буферах в диапазоне 

значений pH от 3.6 до 7.2. Однако самые оптимальные значения – это pH 5–5.5.127,133 С 

помощью правильно подобранных значений pH легко контролировать степень мечения 

окисленного антитела. Например, при pH 7, концентрации периодата 10 мМ и времени 

окисления 30 мин образуется 1 альдегидная группа, при pH 5–6 – 2 группы, при pH 4 – 3 и 

при pH 3 – 6 сайтов мечения. Увеличение времени реакции на 30–60 мин не оказывает 

значительного влияния.127,133 
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Рис. 7. Окисление гликанов.109,134 На рисунке показана одна из наиболее распространенных гликоформ. Теоретически максимально достижимая 

степень окисления 24–28 карбонильных групп на одно антитело, в зависимости от структуры гликана. Однако модификация альдегидных групп 

с помощью оксиаминов или гидразидов не приводит к соответствующему числу пригодных для модификации карбонильных групп из-за 

стерических трудностей и способности гидразидов образовывать циклические соединения с двумя соседними альдегидными группами. Степень 

мечения обычно составляет от 2 до 10 молекул на антитело.102,104,107,108,126,127,130,135–142 
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Рис. 8. Степень окисления антитела в зависимости от времени окисления. Черные квадраты – pH 

3.0; незакрашенные квадраты – pH 4.0; черные круги – pH 5.0; треугольники – pH 6.0; 

незакрашенные круги – pH 7.0. Концентрация периодата натрия 10 мМ, комнатная температура.133 

При высоких концентрациях периодата натрия чувствительные аминокислоты также 

подвергаются деструктивным процессам, что приводит к снижению аффинности и в целом 

к потере стабильности иммуноглобулина.83,102,143 

Следует отметить, что при селективном окислении периодатом только остатков 

сиаловой кислоты используются значительно более низкие концентрации периодата (0.25–

0.5 мМ), чем при обычном окислении олигосахаридов (10–20 мМ).133 Окисление остатков 

метионина,102,141 включая остатки Met-252 и Met-428, расположенные в Fc регионе CH3, 

близком к месту связывания неонатального рецептора FcRn,144 может влиять на 

эффективность связывания с последним.129 Частичное окисление (~40%) остатка Met-252 

оказывает незначительный эффект на FcRn – уменьшение связывания на 25%. Данный 

рецептор отвечает за рециркуляцию антитела из лизосом обратно в межклеточное 

пространство и уменьшение взаимодействия с ним значительно снижает время жизни 

иммуноглобулина в крови.129 Этот процесс происходит следующим образом. После 

неспецифического захвата клеткой антитело попадает в кислую лизосому, где связывается 

с неонатальным рецептором при pH<6 и впоследствии высвобождается неповрежденным 
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в межклеточное пространство. Там, при повышении pH до нейтральных значений 7.4, 

антитело высвобождается из рецептора из-за отсутствия связывания. Важно отметить, что 

в этом процессе антитело защищено от ферментативной деградации в лизосоме благодаря 

связыванию с FcRn.144 Нарушение связывания на 60% приводит к 80%-му сокращению 

времени циркуляции иммуноглобулина.131 Следует отметить, что при кислых значениях 

pH риск окисления метионина возрастает. При нейтральных значениях рН окисление Met, 

Tyr и Trp практически не наблюдается. Компромиссный вариант, наиболее популярный в 

литературе – pH 5.0–5.5, как упоминалось выше.102 

 

Рис. 9. Степень окисления антитела в зависимости от концентрации периодата натрия. Черные 

квадраты – 1 мМ; черные круги – 5 мМ; незакрашенные квадраты – 10 мМ; треугольники – 50 мМ; 

незакрашенные круги – 100 мМ. pH 5.0, комнатная температура133 

Температура также в значительной мере влияет на процесс окисления (Рис. 10), но 

температурные условия следует подбирать индивидуально для каждого антитела. В 

большинстве источников упоминается либо окисление при комнатной температуре, либо 

при охлаждении до 0–4 °C.127 
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Рис. 10. Степень окисления антитела в зависимости от температуры. Черные квадраты – 4оС; 

незакрашенные круги – 15оС; незакрашенные квадраты – 25оС; черные круги – 37оС. pH 5.0, 

концентрация периодата 10 мМ133 

Впервые периодатное окисление -глобулинов, к которым относятся в том числе и 

иммуноглобулины, было описано в 1963 году. Оно было проведено с целью изучения 

строения олигосахаридной цепи антител.106 

Однако периодатное окисление является не только инструментом исследования 

состава и строения олигосахаридов гликанов. Мягкое окисление углеводов позволяет 

ввести в молекулу гликозилированного белка карбонильную группу для последующей 

модификации.145 

В 1973 г. появилась первая работа, продемонстрировавшая возможность такого 

подхода.146 Пероксидаза хрена (HRP, имеет в составе 18% углеводов, не влияющих на 

ферментативную активность белка) была окислена периодатом натрия по углеводным 

фрагментам с образованием альдегидных групп, а затем было осуществлено лигирование 

этих альдегидов и аминогрупп иммуноглобулина G через основание Шиффа, которое 

затем мягко восстановили NaBH4. Получившийся стабильный конъюгат полностью 

сохранил исходную аффинность антитела. Спектрофотометрически так же было 
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установлено соотношение полезная нагрузка-антитело (иногда лекарство-антитело, drug-

antibody ratio, DAR). В отличие от конъюгатов, полученных с помощью иных доступных в 

то время способов – например, сшивка с помощью глутарового альдегида – значение DAR 

составило 5–6 молекул пероксидазы на одно антитело.146 

В 1977 году подход был применен непосредственно к антителу. В окисленное 

периодатом антитело была введена спин-метка – TEMPO ((2,2,6,6-тетраметилпиперидин-

1-ил)оксил) с целью изучения конформационных изменений в Fc фрагменте 

иммуноглобулина после связывания с антигеном.108 

Однако введение карбонильной группы в молекулу антитела открывает возможности 

для создания т.н. иммунотоксических препаратов: иммуноглобулинов, связанных с 

молекулой лекарства или токсина. В данном случае IgG выступает в качестве агента для 

селективной доставки препарата к месту действия. Упоминание подобного подхода 

встречается в 1983 году в связи с получением конъюгата антитела и противоопухолевого 

препарата даунорубицина и доксорубицина.103 Это можно считать первым, простейшим 

примером терапевтического конъюгата антитела-лекарства (antibody-drug conjugate, ADC). 

Авторы выделяют три возможных пути для получения препарата. Иммуноглобулин 

может быть связан с лекарством с использованием периодатного окисления: а) 

углеводного остатка лекарства через образование основания Шиффа с аминогруппой 

иммуноглобулина и последующим восстановлением; б) углеводного остатка 

иммуноглобулина с последующей конденсацией с аминогруппой лекарства и 

восстановлением; в) через амино- или карбонилсодержащие молекулы-линкеры. В 

результате оказалось, что конъюгаты полученные через окисление дауно- и 

доксорубицина, теряли свою активность in vitro и in vivo.103,147 

Третий путь – конъюгация с использованием молекулы-линкера – может быть 

применим в том случае, если необходимо разнесение антитела и лекарства в пространстве 

в силу стерических затруднений.103,148 Линкер может быть гомо- или 

гетерофункциональным (Рис. 11). 
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Рис. 11. Гомо- и гетеробифункциональные линкеры для получения конъюгатов 

Большинство коммерчески доступных линкеров синтезированы для сшивки с амино- 

или сульфгидрильными группами, и базируются на основе малеимидов, N-

гидроксисукцинимида (NHS-эфиры), пиридилдисульфидов, -галогенацетилов 

(ацетамидов). Недостатком конъюгации по боковой аминогруппе лизина является низкая 

сайт-специфичность; в частности, остатки лизина могут находиться в 

антигенсвязывающих центрах. Остатки же цистеина зачастую задействованы в 

организации третичной структуры антитела. Другим недостатком подхода является 

возможность образования полимеров антител, сшитых друг с другом.148 Исходя из этих 

соображений, больший интерес представляют линкеры, которые задействуют 

функциональные группы, несвойственные белкам или хотя бы менее распространенные в 

их структуре – биоортогональные. Последнее время развитие биортогональной химии идет 

полным ходом. Например, описаны сшитые с IgG PAMAM-дендримеры, использующие 

линкер на основе аминокапроновой кислоты, с гидразидной аминогруппой с одной 

стороны, формирующий стабильный гидразон с окисленным антителом, и с флуоро-

нитроароматическим остатком с другой стороны для реакции с нуклеофилами типа 

аминов.148 

Однако так как в Fc фрагменте аминогруппы присутствуют в большом количестве, 

этот линкер нельзя в полной мере назвать биоортогональным. Однако разработано 

большое количество подобных ему, несущих гидразид для взаимодействия с окисленным 

антителом и какую-либо неприродную функцональную группу – азид или алкин, по 

которой может быть произведена дальнейшая, исключительно селективная и сайт-

специфическая модификация с помощью клик-химии.148 
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Несмотря на то, что наибольшее распространение для модификации получил класс 

антител IgG, существуют примеры применения и других типов, например, IgM83. 

Последний отличается самой высокой степенью гликозилирования среди 

иммуноглобулинов – 13%.83,84,102,103 Окисление человеческого IgM в течение 4 ч приводило 

к образованию 35 (!) альдегидных групп, а мышиного – к 20 группам при окислении в 

течение 1 ч. Однако такое длительное воздействие периодата натрия может приводить к 

повреждению чувствительных к окислению аминокислот: метионина, тирозина и 

триптофана. Наиболее оптимальным является 30-минутное окисление: никакой потери 

аффинности IgM не было обнаружено, а количество образовавшихся карбонильных групп 

достаточно для эффективной модификации.83,102 

Однако следует отметить, что метод конъюгации через образование основание 

Шиффа с аминогруппами имеет ряд недостатков. Этот метод требует обязательного 

восстановления образовавшейся связи с помощью боргидрида натрия или цианборгидрида 

натрия. Известно, что pKa гидразидов равна приблизительно 2.6, в то время как pKa 

аминов – 8–9. Реакции с гидразидами и оксиаминами можно проводить в условиях, не 

слишком подходящих для аминов, а именно при значениях pH около 5–5.5 (Рис. 12).132 При 

такой кислотности среды не происходит полимеризации окисленных антител.132 Кроме 

того, образующиеся гидразоны достаточно стабильны и не требуют восстановления.102 

Поэтому гидразиды, гидразины, семикарбазиды используются вместо аминов.110,149 

Например, для биотинилирования окисленных периодатом иммуноглобулинов был 

использован биотингидразид. В результате был получен конъюгат с полностью 

сохранённой аффинностью. Методология применена к классам IgG и IgM моноклональных 

мышиных антител и к человеческим моноклональным IgG. Показана возможность 

получить поликлональные и моноклональные флуоресцентные антитела, непосредственно 

меченные красителем – флуоресцеином,126,133,150 техасским красным126,150 и родамином, без 

использования пары биотин-авидин и без потери иммунологической активности.143,150 
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Рис. 12. Схема периодатного окисления и последующего лигирования74,102,104,108,110,126,133,151–154 

Следует отметить так же высокую стабильность гидразонов in vivo. Их время жизни 

в кровотоке составляет до 18 ч, чего достаточно для транспорта и накопления в целевой 

опухолевой ткани.126 

Другой областью применения периодатного окисления является получение 

иммунологических матриц для аффинной хроматографии. Благодаря тому, что 

олигосахаридная цепь находится на Fc фрагменте и удалена от центра связывания 

антигена, антитело иммобилизуется на подложке ориентированно и сохраняет высокую 

аффинность. Этого не получается достичь при других способах связывания, например, 

через аминогруппы лизина, так как процесс происходит статистически и в результате 

неудачной ориентации иммуноглобулина относительно подложки центр связывания 

антигена становится недоступен.102,132,149,150,155,156 Следует отметить так же, что для 

некоторых антител возможна иммобилизация на подложку в варианте one pot – окисление 

и лигирование с гидразидом одновременно.155 

Нахождение олигосахаридных фрагментов между двух тяжелых цепей обеспечивает 

экранирование конъюгатов от ферментов, циркулирующих в кровяном русле при 
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исследованиях in vivo. При модификации антител радиоактивной меткой 125I было 

обнаружено, что иммуноконъюгаты полученные с помощью лигирования по окисленным 

углеводом в среднем в 18 раз более активны in vivo в течение суток, чем аналоги, 

полученные через неселективное мечение лизинов или тирозинов. Последние 

подвергаются дегалогенированию ферментами, в то время как более 80% меченых по 

остаткам сахаров остаются интактными, что объясняется возможной недоступностью 

метки, углубленной между тяжелых цепей антитела.110 

Некоторые иммуноглобулины могут интернализоваться внутрь клетки после 

связывания с антигеном на поверхности мембраны, некоторые не нуждаются в этом 

механизме для проявления терапевтических свойств.126 ADC на основе последних 

представлены в меньшинстве. Например, антитело к опухолевому поверхностному 

антигену с фотосенсибилизатором в качестве полезной нагрузки может эффективно 

ингибировать рост опухоли за счет селективного разрушения ее сосудистой системы.126 

Для создания этого препарата использовались IgG, в составе олигосахаридной цепи 

которых присутствовал остаток фукозы вблизи сайта N-гликозилирования. Этот углевод 

так же имеет цис-диольный фрагмент, подходящий для периодатного окисления и 

последующего образования стабильного гидразона с молекулой красителя или лекарства 

– доластатина. На одно антитело приходилось 2 молекулы полезной нагрузки.126 

1.5.2. Окисление N-концевых аминокислот 

Некоторые антитела могут содержать терминальные остатки серина, треонина и 

пролина на N-конце полипептидных цепей (Рис. 13). Эти аминокислоты могут быть 

селективно химически окислены до карбонильных соединений. Следует отметить, что 

скорость окисления β-аминоспиртов, а N-концевые аминокислоты с OH-группой в боковой 

цепи являются именно такими, в 102–104 раза выше, чем скорость окисления диолов в 

сахарах. Однако окисление аминоспиртов сильно зависит от значений рН. Так, при кислых 

значениях среды окисление аминоспиртов сахаров почти полностью подавляется из-за 

протонирования аминогруппы. Кроме того, при кислых значениях рН возрастает риск 

окисления метионина, как уже упоминалось выше. При нейтральных значениях pH 

окисление Met, Tyr и Trp практически не наблюдается. 
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Рис. 13. Схема окисления N-терминальных концов полипептидных цепей157 

Однако чаще всего серин и треонин вводятся на N-конце легкой цепи антитела с 

помощью генной инженерии, а затем окисляются. Этот подход обсуждается ниже.157 

1.5.3. Трансаминирование N-концевых аминокислот 

Существуют также так называемые реакции трансаминирования, которые 

позволяют вводить карбонильную группу на N-конец практически любого антитела 

любого происхождения. В реакции участвует пиридоксаль-5-фосфат (PLP) при 37–50oC в 

водном растворе или его аналоги (Рис. 14).158,159 Для селективного окисления антител с 

генетически модифицированными остатками глутамина, введенными в N-концевую 

область, также был разработан аналог PLP с лучшей эффективностью – N-

метилпиридиний-4-карбоксальдегид бензенсульфонатная соль (соль Рапопорта, RS).160 

Преимуществом метода является селективность – введение карбонила селективно 

для N-конца, не затрагивая антигенсвязывающий центр. Недостатком является 

ограниченное количество сайтов модификации (один сайт каждой цепи, 4 сайта для всего 

антитела) и, следовательно, низкая загрузка целевой цитотоксической молекулы.158 Так же 

к минусам можно отнести различную чувствительность концевых аминокислот к 

трансаминированию.161 Кроме того, реакция трансаминирования лучше всего протекает 

при нагревании до 50 °C, что практически исключено при работе с антителами. Мечение 

осуществляется непосредственно в области антигенсвязывающего центра, что также 

может быть критичным для сохранения аффинности. Однако эксперименты по 

связыванию меченого антитела с антигеном показали полное сохранение свойств антитела 
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после введения карбонильной группы и мечения. Аминогруппы боковых цепей лизинов не 

подвергаются трансаминированию.158 Тем не менее метод был успешно применен для 

создания терапевтических фрагментов Fc-антител с лекарственной нагрузкой.159 

 

Рис. 14. Схема трансаминирования N-терминальных концов полипептидных цепей с помощью 

PLP158 

1.5.4. Ремоделинг гликанов 

В эту группу методов отнесены методы, позволяющие вводить карбонильную группу 

в антитело путем изменения состава и структуры гликанов ферментативным способом без 

дополнительной генной инженерии.  

Существует классический и хорошо известный ферментативный способ окисления с 

использованием фермента галактозооксидазы (Рис. 5, 7, 15), упомянутого выше. Этот 

фермент образует альдегидную группу на С6-атоме терминальной галактозы или N-

ацетилгалактозамина. Однако этот метод имеет существенный недостаток относительно 

химического окисления: поскольку в гликопротеинах млекопитающих терминальным 

остатком часто является сиаловая кислота (но у человека в среднем обычно составляет 

менее 10–15%,116,117 перед обработкой галактозооксидазой требуется дополнительная 

обработка нейраминидазой для удаления этого терминального остатка. В случае окисления 

периодатом натрия дополнительных манипуляций не требуется.102 

В качестве альтернативы может быть использована посттрансляционная инженерия 

гликанов, расположенных на остатке аспарагина Asn-297 между двумя тяжелыми цепями 
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Fc-фрагмента. Она включает ферментативное введение остатков сиаловой кислоты с 

последующим их мягким окислением метапериодатом натрия (0.25–0.5 мМ) до 

карбонильных групп (Рис. 15).107,129 

Одним из существенных преимуществ метода является то, что сиаловая кислота 

окисляется в очень мягких условиях. Например, при концентрациях менее 1 мМ не 

наблюдается значительной потери связывания (менее 15%) с рецептором FcRn из-за 

окисления метионина для терапевтического антитела трастузумаба. При концентрациях 

более 4 мМ наблюдается 40%-ная потеря связывания.129 Более детальный анализ антитела 

трастузумаба, окисленного при 1 мМ периодата показал, что наиболее важными остатками 

метионина для связывания с FcRn являются ~30% Met-252 и <10% Met-428. 

Чувствительность антител к окислению, как упоминалось выше, зависит от 

аминокислотного состава и структуры и может варьироваться.129 

Метод привлекателен благодаря очень мягкому окислению <0.5 мМ периодата 

натрия для селективного окисления сиаловой кислоты. В этих условиях практически 

отсутствует нежелательное окисление аминокислот, особенно метионина, что важно для 

времени циркуляции антитела. Кроме того, при селективном окислении остатков сиаловой 

кислоты антитела не теряют стабильности и не склонны к агрегации, для трастузумаба 

агрегация наблюдалась при чуть более жестких условиях (7.5 мМ периодата).129 Если 

исходное нативное антитело не имеет остатков сиаловой кислоты в качестве 

терминального углевода олигосахаридов Fc-цепи и бедного галактозой и фукозой 

основного скелета, его можно использовать для получения конъюгатов с хорошей 

гомогенностью.107,129 
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Рис. 15. Посттрансляционная ферментативная инженерия гликанов102,116,129,162–164 
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1.5.5. Удаление гликанов и лигирование с помошью микробной 

трансглутаминазы  

Существует также ряд методов, которые не вводят непосредственно карбонильную 

группу в молекулу антитела, но, тем не менее, вовлекают гликаны. К таким методам 

относится использование микробной трансглутаминазы (MTGase, BTGase).165–167 

Микробная трансглутаминаза относится к ферментам семейства трансглутаминаз (TGase, 

EC 2.3.2.13), которые катализируют образование стабильной ковалентной связи между 

боковой цепью глутамина и аминогруппой лизина с образованием аммиака.165,168 Эти 

ферменты широко используются в биотехнологии для модификации белков, но 

исследований по модификации ими антител мало.165,165,167–173 

Следует отметить, что MTGase позволяет метить глутаминсодержащими линкерами 

лизиновые боковые группы в антителах, которые имеют принципиально сходные 

недостатки по сравнению с известным статистическим маркированием лизинами с 

помощью NHS-эфиров.165 

Гораздо более интересным с точки зрения гомогенности и сайт-специфичности 

является мечение боковых групп глутамина, аминокислоты, которая ранее не могла быть 

модифицирована в иммуноглобулинах, с использованием MTGase и аминосодержащих 

линкеров (Рис. 16).167–173 

Микробная трансглутаминаза избирательно лигирует аминолинкер или 

оксиаминолинкер175 к глутамину Q295.167 Для эффективной работы MTGase гликаны 

должны быть удалены из Fc-фрагмента. Это может быть реализовано с помощью других 

ферментов, таких как пептид-N-гликозидаза F (PNGase F),167 или могут быть использованы 

генетически сконструированные антитела без гликанов.168,168,171 Последний подход 

требует мутагенеза – замены аспарагина N297, где локализованы олигосахариды антитела, 

на глутамин N297Q (4 сайта для дальнейшей модификации в антителе, Q295 и Q297171 в 

каждой тяжелой цепи в области Fc) или аланин N297A (2 сайта для дальнейшей 

модификации в антителе, Q295 только в каждой тяжелой цепи в области Fc.169,171 В этом 

подходе вмешательство в структуру антитела позволяет пропустить этап ферментативного 

удаления N-гликанов с аспарагина N297, который необходим для последующей работы 

микробной трансглутаминазы.169,171 
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Рис. 16. Мечение антител с помощью MTGase167,169,171,172,174 



 
 

Метод требует нескольких ферментативных стадий167 или генной инженерии,171 но, 

тем не менее, позволяет конъюгировать антитела как с линейными, так и с очень 

громоздкими разветвленными линкерами, увеличивая нагрузку на одно антитело до 8 

молекул.169–171 Как и большинство ферментативных или генно-инженерных методов, этот 

метод дает конъюгаты с очень высокой однородностью.169,172,172,174 

С помощью этого подхода также удается получить двойные ADC с двумя разными 

препаратами или красителями. Для этого используются разветвленные линкеры с двумя 

различными функциональными группами и с первичной аминогруппой для лигирования к 

антителу с помощью микробной трансглутаминазы (Рис. 16).169,171 

1.5.6. Встраивание аминокислот с биоортогональными функциональными 

группами 

Более сложным методом введения карбонильной группы в молекулу антитела 

является использование модифицированных аминокислот.176 Неприродные аминокислоты 

(UAAs), содержащие карбонильную группу, могут быть включены в антитело в строго 

определенных местах с помощью генной инженерии. Существует два основных подхода к 

получению таких генно-инженерных антител: клеточный метод (Рис. 17) и бесклеточный 

метод. Подробному рассмотрению особенностей этих методов посвящено несколько 

обзоров.177,178 Мы кратко рассмотрим только клеточный метод получения антител с UAAs, 

так как он более широко используется на практике и более разработан. 

В целом, процесс начинается с распознавания антикодоном тРНК кодона в мРНК в 

рибосоме. Обычно UAA кодируется в мРНК нонсенс-кодоном, часто янтарным или UAG в 

зависимости от клеток.177 Заряженная UAA ортогональная тРНК способна распознать этот 

кодон и включить UAA в растущую полипептидную цепь. Мутантные тРНК-синтетазы 

(RS) избирательно ацилируют неестественной аминокислотой только соответствующую 

ортогональную тРНК. Селективность пары тРНК/RS должна быть очень высокой. 

Мутантные RS/тРНК гены антител вводятся в клетки E. coli с помощью плазмид или в 

клетки млекопитающих с помощью векторов.178–182 

В случае клеточного метода получения генно-инженерных антител важно, чтобы 

аминокислота, содержащая карбонильную группу, могла пересекать клеточную мембрану 

и накапливаться в цитозоле. Неприродная аминокислота просто добавляется в среду 

клеточной культуры.  
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Рис. 17. Упрощенная схема процесса инкорпорации неприродных аминокислот (UAAs) в 

антитело176,178,179 

Для введения карбонильной группы обычно используется п-ацетилфенилаланин 

pAcF, но существуют и другие аналоги (Рис. 18)178.  

 

Рис. 18. Примеры неприродных аминокислот, содержащих карбонильную группу36,177,180,183–190 
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В качестве примера, мутантный анти-HER2 иммуноглобулин с pAcF был получен в 

Escherichia coli с янтарным нонсенс-кодоном TAG с ортогональной супрессорной парой 

аминоацил-тРНК синтетаза/тРНК, полученной из Methanococcus jannaschii.184–186,188,191–194 

Также был разработан метод введения неприродных аминокислот с защищенной α-

оксоальдегидной группой с последующим деблокированием (Рис. 19),195–197 а так же мягкое 

окисление терминального N-фенилглицина кислородом воздуха в нейтральной среде.44,187 

Существует так же подход, использующий введение природных аминокислот с 

последующей модификацией до карбонильной группы – например, ферментативная 

модификация цистеина до формилглицина (Рис. 20)30,198–201 или химическое окисление N-

концевых серина,157,202–206 треонина и пролина,207 как описано ранее (Рис. 13). 

 

Рис. 19. Защищенные генно-инженерные аминокислоты с защищенной α-оксоальдегидной 

группой195–197 

 

Рис. 20. Ферментативное окисление введенного генно-инженерным путем цистеина30,198–201 

Несмотря на высокую гомогенность получаемых препаратов, метод имеет 

существенные недостатки: он требует инженерии аминокислотной последовательности 
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антитела и последующего биотехнологического производства целевого белка, что в свою 

очередь требует оптимизации клеточной культуры и т.д. Это делает подход трудоемким и 

дорогостоящим.101,129 

1.5.7. Модификация олигосахаридов 

Инженерия гликозилирования Fc-фрагмента антитела является хорошей стратегией 

для повышения безопасности и эффективности терапевтических IgG-антител. Как 

упоминалось выше, гликаны во многом определяют эффекторные свойства антитела, такие 

как ADCC (антитело-опосредованная цитотоксичность) и CDC (комплемент-

опосредованная цитотоксичность).109,115 Таким образом, манипулируя гликанами, следует 

ожидать изменения этих свойств. Помимо периодатного окисления гликанов и 

классического ремоделирования с помощью природных ферментов, существует также ряд 

методов посттрансляционной модификации с использованием мутантных ферментов, таких 

как мутантная β1,4-галактозилтрансфераза131 и эндогликозидаза EndoS.107 Эти ферменты 

позволяют вводить в гликаны неприродные сахара (для введения карбонильной группы 

обычно используют кето-галактозу)131 с целевой функциональной группой или 

модифицировать структуру гликанов с последующим окислением периодатом.107 В 

настоящее время набор таких групп широк, но в данном обзоре будут рассмотрены только 

подходы, связанные с введением карбонильных групп.131 

Широко распространенным подходом является введение реакционноспособной кето-

галактозы в антитело с помощью мутантной β1,4-галактозилтрансферазы (Рис. 21). Этот 

подход позволяет вводить большее количество молекул полезной нагрузки – 4 против 1.6 

при введении остатков сиаловой кислоты, описанных выше.131 

 

Рис. 21. Посттрансляционная ферментативная инженерия гликанов107,131 
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Альтернативный метод: хемоферментный синтез гликоинженерных IgG – gsADCs с 

полезной нагрузкой (Рис. 22).107,111,208,209 С использованием мутантной гликозидазы Endo-S 

D233Q и неприродных N-гликановых оксазолинов в качестве субстрата карбонильные 

группы также могут быть введены с помощью периодатного окисления для последующего 

оксимного лигирования.111 Различные подходы к образованию N-гликановых оксазолинов 

рассмотрены в обзоре.210  

 

Рис. 22. Посттрансляционная модификация гликанов107,111,131,208 

После этой ферментативной процедуры на гликопротеинах остаётся лишь GlcNAc 

(Рис. 22). Далее другой фермент, мутантная эндогликозидаза, также известная как 

гликосинтаза, лишенная гидролитической активности, но обладающая высокой 

способностью к трансгликозилированию, используется для присоединения предварительно 
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синтезированного оксазолина N-гликана с соответствующей биоортогональной 

функциональной группой (например, карбонильной). Этот гликан был присоединен к 

участку GlcNAc антитела, предварительно агликозилированного WT-ферментом, как 

описано выше. Если требуется афукозилирование, на этапе агликозилирования можно 

дополнительно использовать фукозидазу AlfC из Lactobacillus casei (Рис. 22).212 Вся эта 

процедура быть выполнена в один этап.111 

Эндо-β-N-ацетилглюкозаминидаза из Streptococcus pyogenes (Endo-S) – хорошо 

известный эндогликозидазный фермент,212–216 который распознает N-гликаны на Fc 

фрагменте IgG и который давно используется для ремоделирования гликанов антител. Его 

субстратами является широкий спектр гликанов. В настоящее время получено большое 

количество мутантных вариантов фермента, которые позволяют присоединять к антителу 

даже богатые маннозой и сложные гликаны. В качестве примера можно привести Endo-

S2208,209 или Endo-S D233Q.111 В настоящее время метод гликановой инженерии с 

использованием мутантной глюкозаминидазы является предметом большого количества 

обзоров.217–220 

Субстратом для мутанта Endo-S D233Q являются производные оксазолинового 

гликана (Рис. 22). Они могут быть получены one pot из природных гликопептидов, таких 

как сиалилгликопептид яичного желтка (SGP), с помощью эндогликозидазы Endo-M из 

Mucor hiemalis и последовательного образования оксазолина в водном растворе в 

присутствии 2-хлор-1,3-диметилимидазолиний хлорида (DMC).111 

Присоединение карбонильной группы к гликанам может быть осуществлено с 

помощью периодатного окисления (15 мМ NaIO4, фосфатный буфер, pH 7.0), однако перед 

модификацией оксазолином необходимо последующее лигирование оксима.111 Окисление 

гликанов и оксимное лигирование можно проводить таким же образом после сборки 

гликанов и антитела, но с меньшей концентрацией периодата.221 

Интересным примером, демонстрирующим широкие возможности генной 

инженерии, является ремоделирование гликанов, при котором полностью исключается 

использование природных ферментов, вместо этого используется мутант Endo-S D233Q и 

генно-инженерное антитело, содержащее карбонильную группу, которая в свою очередь 

получается ферментативным окислением генетически включенного вместо N297 цистеина 

с помощью FGE до формилглицина, как описано выше (Рис. 23).222 



50 
 

 

 

Рис. 23. Посттрансляционная ферментативная инженерия гликанов в сочетании с генной 

инженерией антител222 

1.5.8. Генноинженерные ферменты 

В настоящее время известно несколько примеров введения карбонильной группы с 

помощью ферментов.223,224 Эти методы чрезвычайно громоздки. В первом случае в С-конец 

легкой цепи антитела путем генной инженерии вводится гибкий глициновый линкер (G7) и 

специальный мотив CaaX (Cys-Val-Ile-Met), способный распознавать фермент 

фарнезилтрансферазу (FTase, EC 2.5.1.58). Затем он используется для присоединения 

пирофосфата геранилкетона, содержащего карбонильную группу, к антителу 

(Рис. 24.).223,224 Метод очень сайт-специфичен, поскольку пренилирование осуществляется 

строго в соответствии с последовательностью, которую распознает фермент. Два фрагмента 

с карбонильной группой могут быть введены в одну молекулу антитела. В процессе 

модификации не наблюдается повреждающего действия на антитело; сайт модификации 

локализован на расстоянии от центра связывания антигена, поэтому не происходит 

снижения аффинности. Однако введение дополнительных аминокислотных 

последовательностей в молекулу антитела накладывает определенные ограничения на 

метод.223,224 

1.6.Модификация антител по карбонильным группам 

Карбонильная группа в составе антитела открывает широкий путь для дальнейших 

модификаций с помощью оксимного лигирования. Самым простым и доступным 

вариантом является лигирование по карбонильной группе иммуноглобулина 

гидрофильного протяженного линкера (Рис.25), несущего биоортогональную 

функциональную группу, например, азид111,125,225,226 или циклооктин,111,226 алкин,111 или 

даже снова оксиамин.181  
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Рис. 24. Введение карбонильной группы в антитело с использованием фарнезилтрансферазы 

(FTase)223,224 

Такая модификация позволяет проводить дальнейшую модификацию красителем или 

цитотоксическим препаратом, избегая стерических затруднений и снижения растворимости 

получаемого конъюгата последовательно шаг за шагом (Рис. 26). 

 

 

Рис. 25. Примеры бифункциоанальных оксиаминовых линкеров 
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Рис. 26. Два подхода модификации антител по карбонильным группам с помощью линкерных 

молекул. Слева: последовательная сборка. Справа: лигирование «в один шаг» по функциональным 

группам антитела.  

С другой стороны, карбонильная группа открывает возможность лигирования 

целевой молекулы непосредственно на антитело в один шаг, без дополнительных процедур 

(Рис.26, 27).  

 

Рис. 27. Примеры конъюгатов, полученного по стратегии присоединения к молекуле антитела 

линкера с полезной нагрузкой в один шаг  с помощью оксимного лигирования. 
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Таким образом получены конъюгаты антитела с красителями186,199,226 с цитотоксическими 

препаратами, например, из группы монометилауристатинов131,191,194,224,227 с фолиевой кислотой,228 

PSMA-лигандом,193 агонистами LXR,229 пирролобензодиазепинами223 и другими малыми 

молекулами. Существует так же множество конъюгатов антител с олигонуклеотидами.184,185,192,230 

Таким образом, оксимное лигирование является достаточно удобной 

биоортогональной реакцией, применимой в том числе для модификации антител с целью 

получения ADC. 
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Глава 2 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 

Белок PRAME (Preferentially expressed antigen in melanoma, CT130, MAPE, OIP-4, 

OIP4),231,232 относящийся к раково-тестикулярным антигенам, сверхэкспрессируется при 

ряде онкологических заболеваний.233 Впервые этот белок был обнаружен в 1997 году 

H. Ikeda и соавторами в клетках миеломы.232 Согласно медицинской базе публикационных 

данных PubMed, интерес к PRAME непрерывно растет: с 1997 по 2023 год опубликовано 

около 500 статей, упоминающих этот опухолевый антиген (Рис. 28). При этом в первые 3 

месяца 2023 года было опубликовано 32 статьи, демонстрирующие исключительную 

важность PRAME в качестве маркера злокачественного процесса при развитии солидных 

опухолей: шейки матки,234 эндометрия,235 мочевого пузыря,236 гортани,237 меланомах,238–249 

в том числе и меланоме глаза,250 остеосаркоме,251 синовиальной саркоме,252 опухолях 

головы и шеи,253 груди.254 Ранее было также показано, что PRAME экспрессируется при 

онкологических заболеваниях крови.255–258 

Рис. 28. Число публикаций в системе PubMed, связанных с опухолевым антигеном PRAME 

Наиболее часто PRAME-положительны меланомы (91%), карциномы легкого (78%), 

аденокарциномы (46%), почечные карциномы (41%), саркомы (39%), в том числе 

карциномы головы и шеи (39%) и острые лейкозы (33%).232 

Кроме того, что этот белок является перспективным маркером для диагностики 

злокачественного процесса в тканях,259 он пригоден для оценки дальнейшего течения 

болезни и выбора противоопухолевой терапии, так как при многих видах рака его 

экспрессия коррелирует с дальнейшим прогнозом, например, при детских,260,261 и взрослых 

острых миелоидных и лимфобластных лейкозах (ОМЛ и ОЛЛ),255 и хронических 
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миелоидных лейкозах (ХМЛ),262 а также раке легкого,263,264 и рака молочной железы 

(РМЖ).254 Также рост экспрессии PRAME наблюдается при начале развития рецидива 

заболевания, еще до появления клинических признаков, что может быть полезно для его 

экстренного купирования.261,265 

В нормальных тканях экспрессия PRAME наблюдается в незначительном количестве 

только в тканях семенников и еще на меньшем уровне в тканях эндометрия.232 Роль белка 

в этих тканях недостаточно ясна, однако предполагается, что белок участвует в регуляции 

передачи сигнала в рецепторах ретиноевой кислоты.266 Недавно также была показано 

структурное сходство PRAME с рецепторами TLR и его участие в различных иммунных 

процессах, а также индукция его экспрессии INF-γ.267 В этой статье высказывается 

предположение, что PRAME может быть сенсором внутриклеточной инфекции. Его 

быстрая экспрессия и деградация делает его не детектируемым в нормальных соматических 

клетках. Однако исходя из того, что хроническое воспаление часто присутствует при 

патогенезе многих опухолевых заболеваний, например, лимфом и лейкозов, авторы 

предполагают, что постоянная активность провоспалительных клеточных путей может 

приводить к оверэкспрессии PRAME. Авторы указывают, что в промоторе найдены 

регуляторные элементы, подчиняющиеся NEκB, IRFs и STAT.267 Также в 2023 году 

показана связь PRAME и пары Wnt/β-катенин в опухолевой трансформации при развитии 

рака шейки матки.234 

Однако в норме белок PRAME не экспрессируется на мембране клетки и 

преимущественно находится цитозоле и в небольшом количестве в ядре, в то время как при 

развитии патологии, наблюдается увеличение его количества в ядре и появление на 

мембране клетки.262,268,269 Таким образом достоверно подтвержденное наличие PRAME на 

мембране является важным индикатором развития онкологического процесса в клетке.256–

259 Наличие белка PRAME наблюдалось на поверхности лейкозных клеток K562,256,260–262 

что позволило предположить возможность использования PRAME в качестве мишени для 

иммунотерапии.257–259,270 Также было показано, что PRAME присутствует на мембране 

других клеточных линий, например, острого моноцитарного лейкоза THP-1268 и солидных 

опухолей, например, меланомы mel P,232 рака легких А549.264 Поскольку экспрессия 

PRAME не ограничивается лейкозами, наблюдение за его экспрессией в клетках солидных 

опухолей позволит разрабатывать новые препараты также и для этих заболеваний.233,259 

Недавно появилось сообщение о разработке CAR-T терапии на основе PRAME.271 

В литературе описано несколько попыток получить моноклональное антитело к 

мембранной форме белка PRAME.268,269 Коллегами из Национального медицинского 

исследовательского центра онкологии им. Н.Н. Блохина (В.А. Мисюрин, А.Е. Бармашов, 
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Ю.П. Финашутина) совместно с ООО «Генотехнология» (А.В. Алексеева, Н.А. Тихонова, 

Н.А. Лыжко, А.В. Мисюрин) была выделена мембранная форма PRAME и получено 

несколько уникальных моноклональных антител изоформы IgG1 к различным эпитопам, 

мышиных 5D3 и 6H8, так и гуманизированных hu5D3 и hu6H8.272,273 Подобное антитело 

может быть использовано как для детекции этого белка, так и для разработки 

терапевтических препаратов в случае, если PRAME способен к интернализации после 

связывания с антителом. В литературе есть сообщения, подтверждающие 

интернализуемость такого комплекса.268 

2.1. Мечение антител флуоресцентными красителями 

В первую очередь представляет интерес прямая детекция связывания антитела с 

PRAME, что возможно с помощью проточной цитометрии, если антитела содержат 

флуоресцентную метку. Существуют примеры окрашивания мембран клеток К562 с 

помощью PRAME-распознающих антител268. Однако все эти исследования выполнены с 

помощью вторичных флуоресцентных антител к интактным анти-PRAME первичным 

антителам. Для проточного цитометра подобная конструкция является громоздкой. 

Поэтому возникла необходимость разработки надежной процедуры флуоресцентного 

мечения моноклонального антитела, сохраняющей его аффинность к PRAME. При синтезе 

флуоресцентного конъюгата существует ряд определяющих его финальные свойства 

условий: сайт конъюгации с антителом, биоортогональность применяемых реакций, 

природа линкера и красителя, а также степень мечения (число молекул полезной нагрузки, 

degree of labeling – DOL или drug-antibody ratio – DAR) (Рис. 29).  

Рис. 29. Общая схема конъюгата антитела и его важнейшие особенности. Свойства конъюгата 

определяются сайтом конъюгации, биоортогональностью применяемых при синтезе реакций, 

природой линкера, а также степенью мечения (DOL, degree of labeling; DAR, drug-antibody ratio). 

В настоящее время разработано большое количество методов, позволяющих 

проводить конъюгацию антител и флуоресцентных красителей.274 Наиболее 

распространенным является мечение по боковым группам аминокислоты лизина275 с 

помощью NHS-эфиров коммерчески доступных красителей, а также мечение по 
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предварительно восстановленным интра-276 и интерцепочечным277 дисульфидам 

малеимидами. Однако эти методы имеют недостатки, основным из которых является 

получение гетерогенных конъюгатов278,279 и непредсказуемое распределение участков 

мечения в антителе. Последнее может приводить к существенному снижению аффинности 

и стабильности антитела.279 В связи с этим существует запрос на альтернативные сайт-

специфические подходы к мечению антител. 

Периодатное окисление гликанов иммуноглобулина давно известно и представляет 

интерес для сайт-специфической модификации, поскольку гликаны присоединениы к 

тяжелой цепи вдали от антигенсвязывающего участка (см. Обзор литературы). 

Последующая модификация образующихся альдегидных групп может быть осуществлена 

реакцией с бифункциональным или полифункциональным линкером, содержащим 

оксиаминовую группу. Такой метод позволяет вводить в антитело биоортогональные 

функциональные группы, по которым можно проводить дальнейшую модификацию 

антитела подходящим производным флуоресцентного красителя.  

Таким образом, для флуоресцентного мечения был выбран подход, связанный с 

модификацией углеводного фрагмента антитела. Данный способ обладает несколькими 

преимуществами 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. Как отмечалось выше, сайт гликозилирования 

находится в отдалении от узнающего антеген сайта, в Fc-фрагменте. Таким образом, 

конъюгация антител с низкомолекулярными соединениями через углеводный участок не 

должна оказывать значительного влияния на аффинность антитела к антигену. Для выбора 

наиболее оптимальных условий периодатного окисления, а именно температуры, 

концентрации окислителя и времени проведения реакции, мышиные антитела к 

мембранной форме белка PRAME 6Н8, переданные коллегами из НМИЦ Н.Н. Блохина, 

были подвергнуты модификации при различных условиях (Рис. 30). 
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Рис. 30. Общая схема окисления периодатом и дальнейшее лигирование по карбонильным группам 

антитела 

Антитело 6H8 окисляли при двух различных концентрациях периодата, 5 мМ и 20 мМ, 

при комнатной температуре и при 0 °C (Рис. 31). В качестве буфера был выбран 20 мМ 

ацетат с pH 5.0 и 150 мМ NaCl. Во всех случаях реакция продолжалась в течение 30 мин. 

После этого избыток периодата гасили 20%-ным раствором глицерина в воде. Антитела 

очищали гель-фильтрацией, а затем инкубировали с семикарбазидом в течение 60 мин в 

ацетатном буфере при pH 5.0. Модифицированные антитела анализировались методом 

ИФА.1 Было обнаружено, что в случае антитела 6H8 концентрация периодата в диапазоне 

5–20 мМ не оказывала существенного влияния на аффинность. Аналогично, температура 

реакции также не оказывала существенного влияния, и во всех случаях антитело сохраняло 

свою аффинность. Основываясь на полученных данных, мы выбрали концентрацию 

периодата натрия 20 мМ, комнатную температуру, инкубацию в течение 30 мин и 

ацетатный буфер с pH 5.0 для получения антител с карбонильными группами, пригодных 

для дальнейшей модификации с целью получения флуоресцентных конъюгатов. 

 
1 ИФА выполнен М.А. Симоновой (Лаборатория молекулярной диагностики ИБХ РАН) 
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Рис. 31. ИФА окисленных антител 6Н8 к опухолевому антигену PRAME. Окисление проводилось 

при различных концентрациях периодата натрия NaIO4 (5 и 20 мМ); различных температурах (0 и 

23 оС); в течение 30 мин. После окончания реакции все антитела были обработаны семикарбазидом 

(2 мМ, pH 5.0, 60 мин, 23°С) для превращения реакционноспособных альдегидных групп в 

гидразиды. 

После окисления углеводной части иммуноглобулина периодатом его 

последовательно обрабатывали бифункциональным азидо-оксиаминовым реагентом 3 и 

алкиновым производным сульфированного цианинового красителя sCy3 4 в условиях 

биоортогональной клик-реакции (Схема 4). Этот подход основан на широко используемых 

методах: модификации карбонильных соединений O-алкилгидроксиламинами и Cu(I)-

катализируемом циклоприсоединении терминальных алкинов к азидам. 

 
Схема 4. Получение флуоресцентно меченого антитела. Схематически изображено окисление L-

фукозы в альдегидо-кислоту. 
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Синтез азидо-оксиаминового реагента 3 осуществляли из известного280 азидоспирта 1 

с использованием этоксиэтилиденовой защитной группы для гидроксиламина (Схема 4). 

Ранее в превращении вещества 1 в реагент 2 защищенный гидроксиламин использовали 

трет-бутоксикарбонильную и фталимидную защитые группы; мы нашли, что более 

удобной защитой является этоксиэтилиденовая группа. Алкилирование этил-N-

гидроксиацетимидата натрия мезилатами спиртов с последующим деблокированием 

является удобным методом получения соответствующих O-алкилгидроксиламинов.281 

Проведение реакции в смеси трет-бутанола и изопропанола (1:1) позволило получить 

защищенное производное 2 с хорошим выходом (при проведении реакции в метаноле 

наблюдалось образование значительных количеств продукта алкилирования метанола). 

Обработка соединения 2 соляной кислотой в метаноле с последующим упариванием 

приводила к бифункциональному соединению 3 (в виде гидрохлорида) с высоким выходом. 

Очищенное окисленное антитело затем может вступать в реакцию с оксиамином 3, 

также в слабокислых условиях (pH 5.0). Реакция соединения 3 с карбонильными группами 

моноклонального антитела протекает достаточно быстро (1 ч) и приводит к образованию 

модифицированного антитела 5, несущего в своем составе азидные группы, связанные 

ковалентно посредством тетраэтиленгликольного гидрофильного линкера с сайтом 

гликозилирования. 

Очищенное гель-фильтрацией азидированное антитело затем вводилось в Cu(I)-

катализируемую реакцию азид-алкинового циклоприсоединения с алкиновым 

производным сульфированного красителя Cy3 4. Для снижения неспецифического 

связывания был использован гидрофильный водорастворимый лиганд THPTA, 

образующий комплекс с медью(I) и легко отделяющийся гель-фильтрацией. Образующееся 

Cy3-меченое антитело удобно выделять на сефадексе G-50, поскольку оно окрашено и 

протекание хроматографии легко визуализируется. 

Дальнейший анализ конъюгата производился спектрофотометрически.282 Для этого был 

получен спектр поглощения в УФ и видимой области. Поскольку на одну молекулу 

антитела после конъюгации приходилось несколько молекул красителя, то эти красители 

начинали между собой взаимодействовать из-за близкого расположения и образовывать H-

агрегаты.283 Такие взаимодействия отражались на форме спектра поглощения в области 550 

нм. При этом агрегации антител не наблюдалось и раствор конъюгата оставался 

стабильным длительное время. Для получения правильной формы пика поглощения 

красителя в составе конъюгата был подобран буфер, содержащий 10% додецилсульфата. 

Такое решение позволило разрушить внутримолекулярные агрегаты красителей и 

восстановить правильную форму спектров поглощения в области 550 нм (Рис. 32). Далее 



61 
 

 

по соотношению интенсивности поглощения на максимумах и молярных коэффициентов 

поглощения была определена нагрузка N красителя 4 на одну молекулу антитела (DOL), 

которая составила 6. Далее меченные антитела были проверены на сохранность 

аффинности и способности эффективно окрашивать клетки PRAME-экспрессирующих 

меланомных линий. 

 
Рис. 32. Спектр поглощения конъюгата антитела с сульфированным красителем Cy3 и определение 

стехиометрии (нагрузки, N) модификации антитела красителем 

Для определения способности антител 6H8, меченых красителем сульфо-Cy3, 

распознавать белок PRAME, использовались клетки линии K562. Как было упомянуто 

выше, эта клеточная линия экспрессирует мембранную форму белка PRAME,256,260–262 так 

же как и клеточная линия меланомы mel P.232 Кроме того, коллеги из НМИЦ им. Блохина 

дополнительно определили, что в исследуемых линиях ген PRAME был стабильно активен, 

и его уровень экспрессии находился в диапазоне от 6000% до 7000% в клетках линии K562 

и от 6000 до 7500% в клетках линии mel P. Таким образом, клетки могли быть использованы 

для определения уровня экспрессии белка PRAME.  

Серия экспериментов на проточном цитометре2 показала, что антитела связывались с 

цитоплазмой более чем 98% пермеабилизованных клеток (Рис. 33). Эти же антитела были 

использованы для окрашивания цитоплазмы клеток mel P, причем связывание также было 

зафиксировано с цитоплазмой более 98% клеток (Рис. 34). Таким образом, антитела 

сохранили способность связываться с нативным белком PRAME, находящимся в 

цитоплазме клеток. Клетки мышиной меланомы не окрашивались. 

 
2 Выполнены коллегами в НМИЦ им. Блохина 



62 
 

 

 

Рис. 33. Пример окрашивания клеток K562 антителом 6H8, меченым сульфо-Cy. A – неокрашенные 

клетки, B – окрашенные клетки  

 

 
Рис. 34. Пример окрашивания клеток mel P антителом 6H8, меченым сульфо-Cy. A – неокрашенные 

клетки, B – окрашенные клетки 

 

Антитела 6H8, меченые сульфо-Cy3, связывались с поверхностью клеток K562 и 

mel P. Интенсивность связывания была очень низкая, и практически не визуализировалась 

на скейтерограммах, однако связывание было доказано по изменению интенсивности 

флуоресценции клеток, выраженной в безразмерных единицах (Рис. 35). 
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Рис. 35. Интенсивность флуоресценции клеток K562 и mel P, окрашенных антителом 6H8, меченым 

сульфо-Cy3. Антитело добавлено в концентрациях 2000, 500 и 125 пг на пробу 

Интенсивность окрашивания снижалась при разведении антител. Таким образом, 

антитела связываются с поверхностью PRAME-экспрессирующих клеток линий K562 и 

mel P, что свидетельствует о наличии белка PRAME на мембране данных клеток. 

Дополнительно была определена интенсивность флуоресценции CD20-

экспрессирующих клеток хронического B-клеточного лимфоидного лейкоза, окрашенных 

антителами, распознающими CD20. Аномальность этих клеток была доказана при их 

окраске антителами к антигенам CD22, CD19, CD5 и CD23, так также антителами к легкой 

цепи иммуноглобулина.284 Интенсивность флуоресценции неокрашенных лейкозных B-

клеток составила 183 ед. Окрашенные лимфоциты обладали интенсивностью 

флуоресценции на уровне 261 ед. Это позволяет сделать вывод, что известный антиген 

CD20, использующийся в качестве мишени, обладает сопоставимым с PRAME уровнем 

экспрессии на клеточной мембране. Это подтверждают литературные данные.269 

Таким образом, впервые получены данные, подтверждающие наличие белка PRAME на 

поверхности клеток метастатической меланомы. Мембранная локализация характерна для 

всех клеток популяции. При этом количество белка на каждой из клеток всегда небольшое. 

Подобный уровень экспрессии характерен, например, для антигена CD23 на поверхности 

активированных B-лимфоцитов. Столь низкий уровень экспрессии PRAME объясняет 

трудности его обнаружения в данном клеточном компартменте, в то время как наблюдений 

наличия этого белка в цитоплазме гораздо больше. 

Была обнаружена еще одна особенность, которую нужно учитывать при определении 

поверхностной локализации PRAME – возможность принять цитоплазматический белок за 

мембранный. Это может произойти в случае повреждения мембраны погибших клеток во 
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время центрифугирования при пробоподготовке. В этом случае цитоплазма, богатая белком 

PRAME, окрашивается, и такие клетки имеют очень сильный сигнал (Рис. 36). 

 

Рис. 36. Интенсивность флуоресценции клеток K562, окрашенных антителом 6H8, меченым 

сульфо-Cy3. A – окраска клеток 7aad, B – окраска 7aad-негативных клеток антителом 6H8, С – 

окраска 7aad-позитивных клеток антителом 6H8 

Избежать подобного можно при использовании ДНК-тропных интеркалирующих 

красителей. В данном исследовании использовался краситель 7-aad, пик эмиссии которого 

отличался от пика сульфо-Cy3. Применение 7-aad показало, что действительно, все клетки, 

обладающие сильным сигналом при окрашивании сульфо-Cy3, окрашивались 7-aad, что 

свидетельствует о проницаемости их мембран и опосредованного этим окрашивания 

цитоплазматического белка PRAME. Таким образом, при оценке активности PRAME на 

поверхности опухолевых клеток следует всегда использовать интеркалирующий краситель 

для исключения ложноположительного сигнала. 

Проблема может быть также решена посредством создания антител, распознающих 

только мембранную форму белка PRAME, но не цитоплазматическую. Примером такого 

решения служит антиген CD3, который мембранная экспрессия которого выявляется 

клоном антител HIT3a. При этом HIT3a не связывается с цитоплазматической 

детерминантой CD3, которая может быть выявлена другим клоном – UCHT1. На настоящий 

момент, однако, неизвестно, каким образом лишенный трансмембранного домена PRAME 
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удерживается на клеточной мембране, и невозможно определить последовательности 

белка, к которым можно разработать антитела для выявления мембранной локализации. 

Мембранная локализация PRAME при меланоме открывает возможность по 

разработке нового подхода иммунотерапии данного заболевания. Поскольку PRAME не 

представлен в нормальных соматических клетках, но присутствует на клетках меланомы, 

он может специфически распознаваться лекарственным антителом. Само антитело будет 

привлекать молекулы системы комплимента либо киллерных клеток, что вызовет лизис 

клеток меланомы.273,285 

Далее мы обнаружили, что этоксиэтилиденовая защитная группа может быть 

удалена в слабокислом буфере (значения pH 4.5 и менее) приемлемом для антител. Это 

позволило нам получить ранее недоступные красители – более яркие и стабильные 

спектральные аналоги флуоресцеина – Alexa488 и BDP-FL, функционализированные 

защищенной оксиаминовой группой. Свободный оксиамин в составе молекулы, будучи 

очень реакционноспособным, даже в виде соли разрушает ядро красителя, в то время как те 

же самые краски, несущие защищенный оксиамин, хранятся сколь угодно долго как в 

растворе, так и в сухом виде. При инкубировании в кислых буферах происходит быстрое 

деблокирование оксиамина и последующее лигирование с карбонилами окисленных 

антител (Рис. 37).  

 

Рис. 37. Методология подхода деблокирования защищенного оксиамина in situ и последующего 

лигирования по карбонилам окисленных антител 

Кроме того, этоксиэтилиденовая защитная группа устойчива при большинстве 

условий, кроме кислых значений pH, что открывает возможности по дальнейшей 

функционализации молекулы (Схема 5). 
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Схема 5. Синтез этоксиэтилиден-защищенных оксиаминовых производных флуоресцентных 

красителей. Реагенты и условия: (i) PPh3, THF, 2 ч, далее H2O; (ii) краситель NHS-эфир, DMF, 

DIPEA, 0 °C 

Бифункциональный линкер 2 был далее использован в качестве исходного 

соединения. С помощью селективного восстановления трифенилфосфином был получен 

бифункциональный реагент 6, содержащий аминогруппу и защищенный оксиамин. Далее 

его аминогруппа была проацилирована N-оксисукцинимидными эфирами (NHS-эфиры) 

целевых красителей – BODIPY FL (BDP-FL), 6-карбоксифлуоресцеина (FAM) и Alexa488 

(AF488). В результате были получены защищенные оксиаминовые производные 7–9 (Схема 

5). При попытке деблокировать оксиаминовую группу и получить красители со свободным 

оксиамином происходило быстрое разрушение хромофора. При этом защищенные 

производные были устойчивы. 

Далее полученными красителями были промодифицированы моноклональные 

анти-PRAME антитела. Мечение проводилось в точности по описанному выше протоколу, 

за исключением буфера, в котором проводилось непосредственно оксимное лигирование. 

В ходе экспериментов было установлено, что наилучший буфер для эффективного 

деблокирования красителя in situ и последующей реакции оксиамина с карбонилом 

антитела, это 20 мМ цитратный буфер с pH 3.0–3.5 и 150 мМ NaCl. В таких условиях 

лигирование полностью протекает за 2 ч. Видимых следов агрегации иммуноглобулинов не 

наблюдалось.  

Степень мечения антитела красителем была определена по спектрам поглощения. 

Для FAM-конъюгата она составила 4, для BDP-Fl – 2 и для Alexa488 – 2.5 молекулы 
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красителя на одно антитело. Максимумы поглощения (Рис. 38А) флуоресцентных антител 

находятся на тех же длинах волн, что и у исходных красителей FAM и AF488 (520 нм), и 

BDP-FL (509 нм). Флуоресценция также сохранена (Рис. 38В).  

Рис. 38. A) Нормализованные спектры поглощения флуоресцентно меченных антител; B) 
Нормализованные спектры флуоресценции меченных красителями антител (λex = 484 nm) 

Таким образом, данный метод in situ мечения окисленных антител красителями в 

кислых буферах позволяет получить конъюгаты с полезной нагрузкой 2–4 молекулы на 

антитело. При этом флуоресцентные красители полностью сохраняют свои оптические 

свойства в этих условиях (Рис. 38 А и В). 

Для детекции с помощью проточной цитометрии были использованы две PRAME-

положительные клеточные линии K562 и AMO-1. Клетки были окрашены флуоресцентно 

меченными антителами и протестированы (Рис. 39). 

Рис. 39. Детекция PRAME с помощью проточного цитометра 
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Данные проточной цитометрии показали, что клетки этих линий, окрашенные 

флуоресцентными антителами, дают значительно более сильный сигнал, чем клетки, 

окрашенные изотипическим контролем (Рис. 40). 

Рис. 40. Проточная цитометрия клеточных линий K562 (A) и AMO-1 (B) 

Уровень экспрессии белка PRAME в клеточных линиях К562 и АМО-1 составляет 

примерно 1393±83% и 414±29% относительно белка ABL,286 соответственно. Исследования 

активности PRAME в клеточной линии AMO-1, модели множественной миеломы, ранее не 

проводились. Она была выбрана коллегами из НМИЦ им. Блохина по причине высокой 

частоты случаев экспрессии PRAME клетками множественной миеломы.287 Это может 

являться хорошим диагностическим подходом.  

Активность гена PRAME и интенсивность окрашивания мембраны клеток AMO-1 

оказалась ниже, чем у клеток К562 (Рис. 40). Это было ожидаемо, так как уровень мРНК 

PRAME и количество белка находятся в прямой зависимости: чем меньше мРНК, тем 

меньше зрелого белка.265,267 

Наиболее высокая интенсивность окраски была получена с помощью антител, 

меченных BDP-Fl и FAM красителями. Поэтому для дальнейших экспериментов были 

отобраны FAM-антитела. Были проведены исследования на образцах костного мозга 

пациентов с онкогематологическими заболеваниями.3 Бластные клетки пациентов с острой 

 
3 Выполнены коллегами в НМИЦ им. Блохина 



69 
 

 

миелоидной лейкемией были успешно окрашены флуоресцентными антителами (Таблица 

3). 

Таблица 3. Окрашивание клеток костного мозга больных острой миелоидной лейкемией; 

данные представлены в единицах средней флуоресцентной интенсивности 

Пациент 

Уровень 

экспрессии гена  

(% относительно 

ABL) 

Флуоресценция 

бластных клеток 

Флуоресценция 

лимфоцитов 

Изотипический 

контроль  

7 Изотипический 

контроль 

7 

M2 255 324 6872 113 124 

M4-53 13 352 580 1453 1428 

M4-40 378 295 8656 1135 1156 

В результате обнаружено, что бластные клетки пациентов с более высоким уровнем 

экспрессии PRAME окрашивались более интенсивно. В то же время, флуоресценция 

лимфоцитов в изучаемых образцах не изменилась. Не было обнаружено изменений во 

флуоресценции клеток у пациентов в ремиссии и тех пациентов, у которых бластные клетки 

имели нормальный иммунофенотип. 

Затем было решено получить более высоконагруженные конъюгаты антител с 

красителями на основе разветвленных линкеров. Предполагалось, что подобные 

флуоресцентные антитела к белку PRAME, экспрессия которого на мембране клеток не 

велика, позволит улучшить его детекцию с помощью проточного цитометра. 

Для получения таких антител мы также использовали периодатное окисление и 

последующее оксимное лигирование с целью введения азидогрупп в антитело, с 

дальнейшей модификацией красителями с помощью промотируемой напряжением цикла 

реакцией циклоприсоединения (SPAAC)288 вместо медь-катализируемоей реакции 

циклоприсоединения (CuAAC). SPAAC был выбран, так как он с меньшей вероятностью 

нарушит аффинность антитела по сравнению с катализируемым медью азид-алкиновым 

циклоприсоединением (CuAAC).20 

Этот подход позволил нам получить сайт-специфически модифицированные 

флуоресцентные антитела с контролируемой стехиометрией. В частности, использование 

бифункциональных реакционноспособных производных красителей и разветвляющих 

реагентов позволило получить конъюгаты с повышенной степенью мечения. Для проверки 

гипотезы об усилении сигнала за счет большей нагруженности антитела красителем, было 

решено сравнить их с линейными бифункциональными реагентами аналогичной 

структуры. Поскольку наиболее распространенные лазерные каналы совместимы с 
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красителями FAM, Cy3 и Cy5, были выбраны эти три красителя для модельных конъюгатов 

(Рис. 41). 

В качестве исходного материала для создания новых бифункциональных 

разветвленных ядер был использован ранее полученный триазид 23 на основе 

пентаэритрита289 (Схема 6 А). Синтез начался с получения ключевого мезилата 24, 

который был синтезирован из спирта 23 с помощью мезилхлорида и соответствующего 

основания. Далее мы получили защищенный этоксиэтилиденовой защитной группой 

оксиамин 25 из мезилата 22 и натриевой соли этил-N-гидроксиацетимидата281 в 

соответствии с ранее описанным методом (Схема 4).  

Как было описано ранее, защитная группа может быть удалена в кислом буфере при 

pH 3–4.5, после чего происходит мгновенное лигирование с карбонильной группой 

антител. Это удобный метод для красителей, нестабильных в присутствии свободной 

оксиаминогруппы, например, флуоресцеина. Следует отметить, однако, что длительная 

инкубация антител при значениях pH 3 или ниже может привести к снижению 

аффинности.  

В связи с этим мы обнаружили, что оптимальное значение pH для 

деблокирования/оксимного лигирования in situ составляет 4.0. При таком pH 

деблокирование оксиамина и последующее лигирование происходит без существенного 

нарушения целостности антитела. При достаточном избытке красителя (~100 экв.) и 

времени инкубации около 1 ч можно достичь степени модификации (DOL) антитела 2–4. 



 
 

 
Рис. 41. Общая схема получения флуоресцентных конъюгатов с увеличенной нагрузкой 



 
 

С другой стороны, многие красители могут переносить присутствие 

протонированной/свободной аминоокси-группы в течение некоторого периода времени. 

Если такие красители используются для мечения, то возможна инкубация антитела при 

более основном pH. Подходящим буфером для оксимного лигирования является 

ацетатный буфер с pH 5.0. При таком значении pH окисление периодатом протекает 

наилучшим образом, а побочная реакция образования оснований Шиффа карбонильных 

групп с остатками лизина подавляется. В отличие от образования оснований Шиффа, 

которое лучше протекает в слабощелочной среде, реакции оксимного лигирования лучше 

всего протекают в кислых условиях. Учитывая это, мы также получили деблокированное 

разветвленное производное 13 из 25 путем инкубации в метанольном растворе HCl (схема 

6 А). 

 

Схема 6. Получение разветвленных линкеров 
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Из мезилата 24 мы получили другой разветвленный бифункциональный линкер 27 с 

аминогруппой вместо оксиаминогруппы. Для этого мезилат 24 был превращен во 

фталимид 26, после чего деблокирован гидразином (схема 6, А). Бифункциональный 

линкер 27 сам по себе может быть интересен для различных применений. В нашем случае 

он был соединен с производным сульфо-Cy3 28 с получением бифункционального 

флуоресцентного линкера 20 (схема 6, В). 

 

Схема 7. Получение бифункционального линкера с красителем и модельного конъюгата 

красителей Cy3 и Cy5 

Превращение 28 в 31 проводилось с использованием конденсирующего реагента 

TSTU в тройной системе растворителей DMF–1,4-диоксан–H2O. Эта комбинация 

растворителей была выбрана для улучшения растворимости соли 28. Сначала был получен 

продукт моноконденсации 29 в формате десимметризации (синтезирована смесь моно- и 
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бис-продуктов и разделена колоночной хроматографией). Затем он прореагировал с 

реагентом 6 с получением 30 (схема 6 В). Кислотная депротекция дала свободный 

оксиаминовый вариант 20 флуоресцентного линкера 30, аналогичным образом получен 

линкер 16 (Схема 7 А). 

Сначала мы получили антитела, меченные разветвленным реагентом 13 (Схема 6 A, 

B). Для сравнения мы также получили антитело, меченное линейным линкером 3, по 

отработанной нами методике. Полученные конъюгаты были очищены и введены в 

реакцию с флуоресцеиновым производным дибензоциклооктина (DBCO) 11, которое 

подходит для реакции клика с азидами в биомолекулах, и получением линейных и 

разветвленных FAM-конъюгатов 12 и 15. Аналогичным образом мы получили конъюгаты 

17 и 21 с флуоресцентными линкерами 16 и 20, соответственно (Схема 6 C,D). Затем они 

были модифицированы сульфо-Cy5-DBCO красителем 18. Из-за гидрофобности групп 

DBCO конечные конъюгаты проявляли нестабильность и были склонны к агрегации в PBS. 

Чтобы преодолеть эту проблему, мы использовали 0.01% Tween 80 в PBS в качестве 

стабилизатора для линейных конъюгатов (12, 19) и 0.05% Tween 80 для разветвленных (19, 

22). Было установлено, что в присутствии Tween 80 конъюгаты остаются стабильными в 

течение как минимум недели при +4 °C. 

Стехиометрия конъюгатов красителей была определена методом UV-Vis 

спектрофотометрии с использованием молярных коэффициентов поглощения, 

перечисленных в Таблице 4. 

Таблица 4. Молярные коэффициенты поглощения 
 ε280, M−1cm−1 εmax long wave, M−1cm−1 

6H8 2.10 × 105 - 

FAM-DBCO 2.17 × 104 7.40 × 104 

sCy3 9.72 × 103 1.62 × 105 

sCy5-DBCO 1.08 × 104 2.71 × 105 

Степень модификации конъюгатов 10 и 14 не могла быть измерена этим методом, 

поэтому ее оценивали косвенно, измеряя DOL их флуоресцеиновых производных 12 и 15. 

Несколько удивительно, что, хотя 10 и 14 были синтезированы практически в одинаковых 

условиях, 14 оказался сильнее модифицированным, что привело к образованию конъюгата 

15 с DOL не менее 21 по сравнению с его линейным аналогом 12 (DOL = 3.7) (Рис. 42 А и 

В). 
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Рис. 42. (А-С) UV-Vis спектры FAM-конъюгатов (12-15) и sCy3-sCy5 (19-22) антитела 6Н8, 

нормализованных по концентрации антитела. (D) Спектр поглощения конъюгата sCy3-sCy5 33 

Напротив, конъюгаты 17 и 21, синтезированные в аналогичных условиях, имеют 

сравнимую степень модификации (Рис. 41 C и D), которую можно измерить напрямую, что 

позволяет предположить, что они лучше подходят для контролируемого введения азидных 

функциональных групп в антитела. Чтобы получить стандарт 100% выхода в реакции 

клика двух красителей, мы синтезировали низкомолекулярный конъюгат sCy3-sCy5 33 

(Cхема 7 B) и измерили соотношение поглощения sCy3/sCy5 на их максимумах (Рис. 42D). 

Несколько удивительно, что значение (0.91) оказалось намного выше ожидаемого ([ε548 

sCy3+ε548 sCy5]/ε646 sCy5 = (1.62 × 105 + 1.20 × 104) М-1см-1/(2.71 × 105) М-1см-1 = 0.64). 

Эти данные были использованы для оценки степени модификации 17 с помощью sCy5-

DBCO, которая протекала с 82% выходом, давая конъюгат 19 с DOL 3.0. В аналогичных 

условиях разветвленный конъюгат 21 дал конъюгат 22, который обладал более высокой 

DOL 7.4 по данным sCy5 (Рис. 42С). 
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Рис. 43. Спектры флуоресценции конъюгатов 6Н8, нормализованные по концентрации антитела 

(А) Спектр эмиссии 12 и 15, длина возбуждения 460 нм. (В) Спектр эмиссии 19 и 22, длина волны 

возбуждения 610 нм. (С) Спектр эмиссии 19 и 22, длина волны возбуждения 520 нм. (D) Спектр 

возбуждения 19 и 22, длина волны поглощения 710 нм 

Для оценки флуоресцентных свойств меченых антител были записаны спектры 

эмиссии флуоресценции четырех конечных конъюгатов. Хотя разветвленный конъюгат 15 

демонстрировал более высокую интенсивность флуоресценции по сравнению с 

конъюгатом 12 (Рис. 43А); примерно двукратное увеличение было не пропорционально 

более чем пятикратной разнице в DOL (21 против 3.7). Это несоответствие можно 

объяснить самотушением флуоресцеина из-за того, что флуорофоры находятся в 

непосредственной близости друг от друга. Напротив, разница в интенсивности 

флуоресценции в конъюгатах 19 и 22 была полностью пропорциональна разнице в степени 

мечения, что указывает на отсутствие самотушения (Рис. 43B). Отчасти это может быть 

связано с более длинным линкером, соединяющим фрагменты красителя с ядром в 22 по 

сравнению с 15 (Рис. 41). 
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Для дополнительного подтверждения структуры конъюгатов 19 и 22 мы изучили 

эффект FRET в паре sCy3-sCy5 (Рисунок 43 C,D). Перенос энергии наблюдался в обоих 

конъюгатах; любопытно, что он оказался более эффективным в 19 по сравнению с 22, 

несмотря на меньшее количество фрагментов sCy5 на один sCy3. 

Также с помощью ИФА было проверено сохранение аффинности у всех конъюгатов. 

Было показано, что сродство к антигену в основном не нарушено (Рис. 44). 

Рис. 44. ИФА флуоресцентных конъюгатов. Сохранение аффинности линейных конъюгатов 12 и 

19 и разветвленных конъюгатов 15 и 22 к рекомбинантному белку PRAME 

Флуоресцентные конъюгаты затем были протестированы на линиях клеток, заведомо 

экспрессирующих мембранную форму PRAME (линии THP-1, K562, MelP и WI-38 со 

сверхэкспрессией PRAME273) с помощью проточной цитометрии.4 Определяли медианную 

интенсивность флуоресценции окрашенных клеток, а неокрашенные клетки использовали 

в качестве контроля (Рис. 45–48). Полученные данные обобщены в Таблице 5. 

 
4 Эксперименты проводились Д.Ю. Рязанцевым (Лаборатория молекулярной диагностики ИБХ РАН) и 

Е.В. Рябухиной (Лаборатория химии липидов ИБХ РАН) 
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Рис. 45. Окрашивание клеток К562. (А) FITC канал (флуоресцеиновый). (В) APC канал (sCy5) 

 

Рис. 46. Окрашивание клеток THP-1. (А) FITC канал (флуоресцеиновый). (В) APC канал (sCy5) 

 

Рис. 47. Окрашивание клеток mel P. (А) FITC канал (флуоресцеиновый). (В) APC канал (sCy5) 
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Рис. 48. Окрашивание клеток WI-38 PRAME+. (А) FITC канал (флуоресцеиновый). (В) APC канал 

(sCy5) 

Таблица 5. Медианная интенсивность флуоресценции 

 Неокрашенные, 

FITC 
22 24 

Неокрашенные,  

APC 
27 29 

K-562 161 219 192 226 1956 3223 

THP-1 170 234 203 216 1447 3384 

MelP 186 316 267 234 3521 10,477 

WI-38 PRAME+ 148 676 404 208 27267 56987 

Для конъюгатов 12 и 15 на основе флуоресцеина флуоресценция регистрировалась в 

канале FITC. Для линий K-562, THP-1 и MelP разница между окрашенными клетками и 

контролем была незначительной, а достаточная флуоресценция наблюдалась только для 

PRAME-экспрессирующего WI-38 (Рисунок 45A). Разветвленный конъюгат 15 оказался 

хуже, чем его линейный аналог 12 (Таблица 5), что, вероятно, обусловлено сочетанием 

нескольких факторов: (1) самотушение флуоресцеина и (2) более низкая аффинность 15 по 

сравнению с 12 (Рис. 44). Следует также отметить, что для конъюгатов с высоким 

значением нагрузки красителя средняя DOL связанной с клетками фракции может быть 

ниже, чем у свободного конъюгата, поскольку аффинность обычно обратно коррелирует с 

DOL; в этом случае флуоресценция окрашенных клеток оказывается ниже ожидаемой. 

В случае конъюгатов 19 и 22 была зарегистрирована достаточная флуоресценция для 

всех клеточных линий в канале APC. В отличие от того, что наблюдалось для антител, 

меченных флуоресцеином, разветвленный конъюгат 22 неизменно работал лучше, чем 19, 

давая интенсивность флуоресценции клеток в 1.6–3 раза выше (Таблица 5). В данном 

случае более высокий DOL успешно трансформировался в повышенную флуоресценцию 
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клеток благодаря отсутствию самозатухания у 22 и небольшой разнице в аффинности 19 и 

22. 

Эти результаты показывают, что мечение антител к белку PRAME флуоресцентными 

красителями проходит успешно и они могут быть использованы в диагностических целях 

для иммунофенотипирования клеток костного мозга больных острой миелоидной 

лейкемией. Данные о наличии белка PRAME на поверхности лейкемийных клеток могут 

быть использованы для планирования PRAME-специфической терапии. 

 

Рис. 49. Конфокальная микроскопия линии клеток K562, окрашенных AF488-меченными 
антителами к белку PRAME, съемка в индивидуальных каналах (A), сложение (B) 

Для изучения связывания флуоресцентно меченых антител с антигеном PRAME была 

проведена конфокальная микроскопия PRAME-положительной линии клеток К562 (Рис. 

49).5 В Мечение антителами было проведено на живых клетках при 37°С. Затем они были 

зафиксированы параформальдегидом для предотвращения пермеабилизации и связывания 

AF488-меченых антител с внутриклеточной формой белка PRAME. Мембрана и ядро были 

окрашены красителями PKAH26 и DAPI, соответственно. 

Инкубация клеток К562 с флуоресцентными антителами к PRAME дала слабое 

окрашивание мембраны клеток и гораздо более интенсивное цитоплазмы. С учетом того, 

что инкубация проводилась при 37°С на живых клетках не менее 1 ч, можно предположить, 

что антитела подверглись интернализации с помощью некоего механизма эндоцитоза. 

Следовательно, белок PRAME может служить также перспективной мишенью для 

 
5 Эксперимент проводился Д.Ю. Рязанцевым (Лаборатория молекулярной диагностики ИБХ РАН) 
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разработки терапевтических конъюгатов антител, так как он способен к интернализации 

после связывания с антителом, как и было предположено ранее в литературе.268,269 

Известно, что количество белков на поверхности клеток может быть различным. 

Чем больше это количество, тем более эффективным будет использование 

терапевтических антител. Было установлено,290 что количество антигена CD19 на 

поверхности B-клеток составляет в приблизительно 1.9·106 на клетку. Минимальное 

количество антигена, достаточное для развития иммунного ответа при помощи 

немодифицированных антител, составляет около 1·104 на клетку, а для коротких антител, 

связывающих T-лимфоциты с клетками-мишенями, составляет около 1·103 на клетку. 

Чтобы показать перспективность использования PRAME в качестве мишени необходимо 

установить типичное количество данного белка, находящегося на мембране клеток. 

Согласно нашим наблюдениям, это количество небольшое, что может быть ограничением 

для разработки методов PRAME-направленной терапии. С другой стороны, значительное 

количество белка-мишени на поверхности клетки также может создавать трудности, 

поскольку каждая клетка будет захватывать очень много антител, что потребует 

применения большой концентрации препарата.291 

Обнадеживающим результатом стало определение активности CD20 на 

поверхности лейкозных клеток больного B-клеточным хроническим лимфоидным 

лейкозом. Оказалось, что активность PRAME и CD20 на опухолевых клетках наблюдается 

на сопоставимом уровне269. Поскольку CD20 – известная мишень для эффективного 

препарата ритуксимаб и других, более продвинутых антител, возможно, что подобного 

эффекта можно добиться при использовании анти-PRAME-антител. 

2.2. Терапевтические конъюгаты антител 

Терапевтические конъюгаты антител (antibody–drug conjugates, ADCs) сочетают в 

себе специфичность антител и высокую активность низкомолекулярных лекарственных 

средств. Несмотря на простоту концепции, разработка подобного препарата является очень 

сложной. В настоящее время существует множество стратегий и подходов к решению этой 

задачи. 

Известно, что линкер и сайт его конъюгации с антителом оказывают значительное 

влияние на стабильность ADC в кровотоке, на способность селективно связываться с 
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мишенью и высвобождать молекулу лекарства. Также способ конъюгации может 

значительно менять фармакологические показатели целевого ADC. 

В ходе экспериментов с флуоресцентно меченными антителами к PRAME, 

полученными с помощью оксимного лигирования по окисленным остаткам гликанов, не 

было отмечено какого-либо снижения аффинности. Поэтому в качестве метода 

конъюгации к антителу было также выбрано оксимное лигирование в соответствии с 

разработанными ранее протоколами. В качестве оксиамин-содержащего линкера 

использовались бифункциональные сульфоцианиновые красители, модифицированные 

гидрофильными гибкими производными тетраэтиленгликоля. Внедрение красителя в 

молекулу линкера позволяет легко и быстро провести контроль стехиометрии получаемого 

конъюгата с помощью спектрофотометрии. В качестве модельного препарата-цитотоксика 

был выбран доксорубицин. 

Основные варианты сборки конъюгата представлены на схеме 8. 

Подход А. Наиболее простым и очевидным подходом является синтез всей целевой 

молекулы, содержащей функциональную группу для конъюгации с антителом 

(этоксиэтилиден-защищенный оксиамин), краситель для контроля стехиометрии 

(сульфоцианин 32, sCy3), цитотоксический препарат (доксорубицин) и расщепляемый 

катепсиновый линкер (Val-Cit-PABA). Подобный реагент 34, как предполагалось, будет 

способен реагировать с карбонильной группой окисленного антитела, давая модельный 

ADC (Схема 10). 

Стехиометрия конъюгата может быть установлена спектрофотометрически: 

благодаря наличию фрагмента красителя можно будет точно установить, сколько именно 

фрагментов доксорубицина находится на одной молекуле антитела, сравнивая поглощение 

IgG в области 280 нм (ε 210 000 M-1см-1) и поглощение sCy3 в области 548 нм (ε 162 000 

M-1см-1. Таким образом предполагалось, что в кислом буфере этоксиэтилиденовая 

защитная группа удаляется in situ и позволяет свободной оксиаминовой группе 

прореагировать с карбонильными группами антитела, образуя целевой конъюгат.  
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Структуры составных частей линкера: 

 

Схема 8. Подходы к сборке ADC с использованием оксимного лигирования окисленного IgG и 

флуоресцентных линкеров на основе сульфоцианиновых красителей 
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Схема 9. Расщепление линкера Val-Cit-ABA катепсином В 

 

 

Схема 10. Синтез sCy3-Val-Cit-ABA-доксорубицинового конъюгата 34 

Однако здесь возникли трудности, так как молекула доксорубицина также имеет 

карбонильную группу. Предположение, что альдегидная группа на молекуле антитела 

значительно более реакционноспособна, чем кетоновая на доксорубицине, не оправдалось. 

В процессе инкубации в кислом буфере помимо лигирования на антитело происходило 
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лигирование свободных молекул низкомолекулярного конъюгата 34 друг на друга с 

образованием олигомеров (Схема 11). Эти олигомеры легко отделялись гель-фильтрацией, 

но их образование приводило к резкому снижению эффективности оксимного лигирования 

полезной нагрузки с антителом и к невозможности получить соотношение лекарство-

антитело (drug-antibody ratio, DAR) более 0.29. Несмотря на то, что в данном случае подход 

не оправдал ожиданий, он может оказаться эффективным в случае для лекарственных 

молекул, не содержащих карбонильной группы (продемонстрировано далее). 

 

Схема 11. Побочная реакция в процессе получения конъюгата по пути А 

Подход В. С целью устранить недостатки подхода А, молекула, которую 

планировалось лигировать на антитело, была «разбита» на две части: бифункциональную 

краску и фрагмент линкер-цитотоксический препарат. Сначала было произведено 

лигирование бифункциональной краски и окисленного антитела через оксимное 

лигирование, как описано выше. Этот этап не вызывал трудностей и позволил получить 

функционализированное азидогруппами антитело с известной стехиометрией (определена 

спектрофотометрически). Далее предполагалось провести «слепое» мечение этого 

антитела фрагментом линкер-цитотоксик с помощью медь-катализируемой реакции азид-

алкин (CuAAC). В данном случае карбонильная группа доксорубицина не должна была 

негативно повлиять. Конечно, по причине того, что доксорубицин слабо поглощает (ε480 

20 000 M-1см-1), не представлялось возможным спектрофотометрически определить выход 

этой реакции и нагрузку на антитело. Для грубой оценки DAR была проведена модельная 

реакция с красителем sCy5 и меченным sCy3 антителом (Схема 12) (Рис. 50). 
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Схема 12. Модельный конъюгат sCy3 и sCy5 для оценки выхода клик-реакции на антителе 

Другой проблемой явилась низкая растворимость реагента 36 в воде. Это сделало 

работу с ним в условиях приемлемых для биомолекул трудной. Для растворения 

соединения 36 необходимо добавлять значительные количества ДМСО (более 30%), 

приводящие к повреждению иммуноглобулинов и значительной агрегации. Таким образом 

этот подход не является оптимальным для синтеза ADC. 

 

Рис. 50. Спектр UV/Vis конъюгатов 6Н8 17 и 48 в сравнении с низкомолекулярным конъюгатом 

sCy3-sCy5 33 в водном растворе 

Подход С. Для увеличения растворимости модифицирующего реагента и 

обеспечения контроля стехиометрии, был синтезирован реагент 40, более растворимый в 

воде благодаря гидрофильной природе красителя sCy3. Окисленные антитела были 
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лигированы с оксиамин содержащим алкиновым линкером 38 в условиях, описанных 

выше. В данном случае контроля стехиометрии на этом этапе не было и точное количество 

введенных в антитело алкиновых групп оставалось неизвестным. Однако как показали 

предыдущие эксперименты, оксимное лигирование протекает эффективно. Далее 

алкиновое антитело было промодифицировано реагентом 40 с помощью клик реакции 

CuAAC. Получившийся конъюгат может быть оценен спектрофотометрически. Нагрузка 

лекарственного препарата на антитело оказалась около 1. Таким образом метод оказался 

приемлемым и позволил получить ADC с известной стехиометрией и умеренным 

значением DAR (Схема 13). 

 

Схема 13. A) Синтез азидного реагента 40. Б) Синтез конъюгата 41 по подходу С. В) Синтез 

конъюгата 44 по подходу D 
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Подход D. Несмотря на то, что подход С позволил получить конъюгат со всеми 

желаемыми параметрами, с его помощью не удалось получить DAR выше единицы. 

Процедура была изменена с использованием реагента 42 (ε646 271 000 M-1cм-1), который бы 

позволил проконтролировать модификацию антитела алкином. Таким образом, появилась 

возможность провести процесс сборки целевого конъюгата постадийно, с полным 

контролем стехиометрии на каждом этапе. В результате модификации антитела 

красителем, был получен конъюгат 43 с DAR около 2 (Рис. 51). Последующая клик реакция 

с реагентом 40 сделала возможным получить конъюгат 44 с практически эквивалентным 

поглощением двух красителей sCy3 и sCy5, что означает количественное протекание клик 

реакции. Однако DAR был незначительно выше, чем у предыдущего подхода, около 2. 

 

Рис. 51. UV/Vis спектр поглощения промежуточного конъюгата 43 и ADC 44 в буфере PBS 



89 
 

 

Рис. 52. Спектр флуоресценции конъюгата 44 (спектр эмиссии, длина волны возбуждения 520 нм) 

Таким образом, несомненным достоинством подхода является прекрасный контроль 

стехиометрии на каждом этапе сборки и чуть более высокие значения DAR, однако все еще 

довольно умеренные. Линкерные реагенты 42 и 40, несмотря на свою сложность, 

позволяют получить ADC из любого моноклонального антитела, имеющего гликаны. 

Однако было решено также получить конъюгаты, содержащие более активный 

препарат, такой как монометилауристатин Е (ММАЕ). Это цитотоксическое вещество 

облададает в 1000 раз более низкими характерными значениями IC50 – 1 нM против 1 мкМ 

для доксорубицина, и действует как ингибитор сборки микротрубочек. В отличие от 

доксорубицина, он не имеет в структуре карбонильной группы, и его конъюгат может быть 

получен в одну стадию по первому подходу А. 

Для получения такого конъюгата ранее описанный в литературе линкер с ММАЕ был 

соединен с защищенным оксиамином sCy3 32 (Схема 14). 
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Схема 14. Синтез линкера с ММАЕ 54 

Следует отметить, что деблокирование оксиамина в кислых водных буферах 

происходит значительно медленнее, что означает, что для получения конъюгата с 

достаточным DAR в реакции лигирования с окисленным антителом необходимо 

использовать большой избыток защищенного оксиаминового производного 

цитотоксического препарата. Чтобы уменьшить число эквивалентов полезной нагрузки, 

необходимой для конъюгации, и облегчить последующую очистку, этоксиэтилиденовая 

защитная группа была предварительно удалена в смеси метанола и HCl. Реакция 

завершилась в течение нескольких минут, в результате чего образовался деблокированный 

линкер 54. После его инкубации с окисленным антителом 6H8 был получен конъюгат 55 с 

ММАЕ с DAR 3.0 (Схема 15, Рис. 53). 

 

Схема 15. Синтез конъюгата антитела 6Н8 с линкером 54 
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Рис. 53. UV/Vis спектр конъюгата 55 

Также был проведен анализ ИФА с использованием иммобилизованного 

рекомбинантного белка PRAME для определения влияния модификации на аффинность 

антител 6H8. Было обнаружено, что оксимное лигирование, дающее конъюгаты 43 и 55, не 

ухудшает связывание антигена, в то время как последующая CuAAC-реакция, 

использованная для сборки ADC 44, приводит к некоторому снижению аффинности 

(Рис. 54). 

Рис. 54. ИФА анализ конъюгатов 43, 44 и 55 
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Цитотоксический эффект ADC 44 и 55 был проверен в МТТ-анализе на PRAME-

экспрессирующих раковых клеточных линиях mel P и THP-1 и PRAME-отрицательной 

отменяющей клеточной линии CT26 (Рис. 55–57).6 Мы выбрали только те положительные 

клеточные линии, которые, как известно, экспрессируют мембранную форму белка; в 

PRAME-отрицательной клеточной линии антиген, включая его цитозольную форму, 

отсутствует. Для исследования цитотоксичности были использованы ADC 44 с DAR 1.8 и 

ADC 55 с DAR 2.1. 

Mel P, клеточная линия меланомы человека, содержит мембранную форму PRAME в 

достаточно большом количестве. В МТТ анализе жизнеспособность клеток, обработанных 

конъюгатом 55 на основе ММАЕ, значительно снизилась (IC50 = 47 нМ), тогда как 

немодифицированное антитело 6H8 не проявило токсичности (Рисунок 28A). Кроме того, 

мы проверили цитотоксичность свободного ММАЕ и конъюгата sCy3-ММАЕ 54 (IC50 < 

15.6 нМ для обоих). Конъюгат 54 проявил меньшую цитотоксичность по сравнению с 

ММАE (рис. 55 А), что, вероятно, связано с его меньшей способностью проникать через 

клеточную мембрану из-за заряженного цианинового фрагмента молекулы.  

Напротив, обработка клеток конъюгатом доксорубицина 44 в концентрации до 500 нМ 

не привела к гибели клеток, в то время как IC50 свободного доксорубицина была 

определена на уровне 0.17 мкМ. Конъюгат доксорубицин-краситель 40 не проявлял 

токсических эффектов в протестированных концентрациях из-за добавленного заряда 

(Рисунок 55 B). 

 
6 Эксперименты проводились Д.Ю. Рязанцевым (Лаборатория молекулярной диагностики ИБХ РАН) и 

Е.В. Рябухиной (Лаборатория химии липидов ИБХ РАН) 
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Рис. 55. МТТ анализ выживаемости PRAME(+) клеточной линии mel P, спустя 72 ч инкубации с 

(А) 54, 55, свободным ММАЕ и интактным антителом 6Н8; (В) 40, 44, свободным доксорубицином 

и интактным антителом 6Н8 

Аналогичные эффекты наблюдались в случае линии PRAME (+) THP-1. Заметное 

снижение жизнеспособности клеток наблюдалось для конъюгатов 55 (IC50 = 46 нМ) и 54 

(IC50 = 33 нМ), а также свободного ММАЕ (IC50 < 15.6 нМ) (рис. 56 А). Конъюгаты 44 и 40 

на основе доксорубицина оказались неэффективными, в то время как свободный 

доксорубицин проявил довольно сильную цитотоксичность (IC50 = 44 нМ) (Рис. 56 B). 

Рис. 56. МТТ анализ выживаемости PRAME(+) клеточной линии THP-1, спустя 72 ч инкубации с 

(А) 54, 55, свободным ММАЕ и интактным антителом 6Н8; (В) 40, 44, свободным доксорубицином 

и интактным антителом 6Н8 

В случае клеточной линии мышиной колоректальной карциномы CT26 (Рис. 57 A,B), 

которая не экспрессирует PRAME в мембранной или цитозольной форме, не наблюдалось 

снижения жизнеспособности после обработки конъюгатом 55 (Рисунок 2.2.7A) или 44 
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(Рис. 57 B). В этом случае цитотоксичность проявляли только ММАЕ (IC50 = 22.4 нМ), 

доксорубицин (IC50 = 0.19 мкМ) и конъюгат 54 (0.49 мкМ). 

Рис. 57. МТТ анализ выживаемости PRAME(-) клеточной линии CT26, спустя 72 ч инкубации с (А) 

54, 55, свободным ММАЕ и интактным антителом 6Н8; (В) 40, 44, свободным доксорубицином и 

интактным антителом 6Н8 

Таким образом, мы наблюдали специфическую активность конъюгата 55 против 

PRAME-положительных клеток при наномолярных концентрациях. Этот результат 

согласуется с ранее описанными ADC на основе ММАЕ к другим опухолевым антигенам. 

Важно отметить, что конъюгат доксорубицина 44 не проявлял активности против этих 

клеточных линий при концентрациях до 0.5 мкМ. Исходя из того, что конъюгаты 55 и 44 

имели сопоставимые значения аффинности и DAR, можно сделать вывод, что отсутствие 

цитотоксического эффекта связано с тем, что доксорубицин недостаточно токсичен для 

использования в препаратах анти-PRAME ADC. 
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Глава 3 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Материалы и методы 

Диметилформамид (DMF) очищали перегонкой с бензолом и водой, затем вакуумной 

перегонкой над CaH2, хранили над молекулярными ситами 3Å. Дихлорметан (DCM) и метанол 

(MeOH) очищали перегонкой, диметилсульфоксид (DMSO) перегоняли в вакууме и хранили над 

молекулярными ситами 3Å. Диэтиловый эфир и триэтиламин очищали перегонкой над KOH, 

тетрагидрофуран (THF) перегоняли над алюмогидридом лития. Протекание реакций 

контролировали с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ), проводимой на 0.20 мм 

силикагелевых пластинах DC Kieselgel 60 F254 (Merck, Германия) с использованием УФ для 

визуализации и щелочного водного раствора KMnO4 и нагрева для проявления. Для колоночной 

хроматографии использовали силикагель Kieselgel 60, размер частиц 0.040–0.063 мм (Merck, 

Германия). Для гель-фильтрации использовали сефадекс G-10 Fine и G-50 Fine (Pharmacia Fine 

Chemicals, Швеция) и Bio-Gel P-100 (Bio-Rad, США), а также колонки NAP-5 и NAP-10 (Cytiva, 

США). Спектры ЯМР регистрировали на приборах Varian Inova 300 МГц (Varian, США) и Bruker 

Avance 700 и 800 МГц (Bruker, США), химические сдвиги корректировали с использованием 

остаточного растворителя в качестве внутреннего стандарта [для CDCl3: 
1H, δ 7.26 м.д. и 13C, δ 

77.16 м.д.; для DMSO-d6: 
1H, δ 2.50 м.д. и 13C, δ 39.52 м.д.]. Масс-спектры высокого разрешения 

регистрировали на масс-спектрометре Thermo Scientific Orbitrap Exactive (Thermo Fisher Scientific, 

США) с использованием ESI (ионизация электрораспылением). Спектры оптического 

поглощения регистрировали на спектрофотометре Cary 100 UV-Visible (Agilent Technologies, 

США). Спектры флуоресценции регистрировались на флуориметре PerkinElmer LS55 

(PerkinElmer, США). Измерение оптической плотности растворов в планшетных лунках 

производили на микропланшетном ридере Packard SpectraCount BS10000 (PerkinElmer, США). 

Проточную цитометрию проводили на приборе ACEA NovoCyte (ACEA Biosciences, США).  
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Методики синтеза 

 

 
Имидат 2. Мезилхлорид (54 мг, 0.47 ммоль) был по каплям добавлен к смеси 

исходного спирта 1 (200 мг, 0.43 ммоль) и триэтиламина (120 мкл, 0.86 ммоль) в сухом 

DCM (10 мл). Ход реакции контролировали по ТСХ. После полной конверсии исходного 

спирта реакционная масса была упарена, перерастворена в THF (15 мл) и отфильтрована 

через целлюлозный фильтр. После упаривания растворителя целевое вещество было 

получено в виде желтоватого масла (521 мг, 0.43 ммоль). Оно было растворено в смеси 

изопропилового и трет-бутилового спирта (1:1 об/об, 20 мл), затем к полученной смеси 

порциями прибавляли натриевую соль этил N-гидроксиацетимидата (269 мг, 2.15 ммоль) 

при постоянном перемешивании. Реакционную массу кипятили с обратным 

холодильником до полной конверсии исходного мезилата (контроль по ТСХ). Затем осадок 

мезилата натрия отфильтровали, растворитель упарили при пониженном двалении. 

Целевое вещество выделили с помощью колоночной хроматографии на силикагеле. 

Бесцветное масло; выход 105 мг (80%). Rf 0.4 (силикагель, 5% MeOH в DCM), 1H ЯМР (300 

МГц, DMSO-d6): δ 4.00–3.93 (м, 4H), 3.64–3.59 (м, 4H), 3.77–3.57 (м, 8H), 3.43–3.39 (м, 2H), 

1.89 (с, 3H), 1.23 (т, J = 7.5 Гц, 3H). 13C ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): δ 162.2, 72.9, 70.4, 70.34, 

70.31, 70.2, 69.7, 69.0, 62.3, 60.5, 14.7, 13.9. HRMS (ESI): вычислено для C12H25N4O5
+ 

[M+H]+ 305.1819; найдено 305.1816. 

 
Оксиаминоазид 3. Исходное соединение 2 (500 мг, 1.5 ммоль) растворили в 

метаноле (20 мл), При комнатной температуре к раствору прикапали 37% раствор соляной 

кислоты (350 мкл, 4.1 ммоль), После окончания реакции раствор упарили при пониженном 

давлении, получив бесцветное масло (355 мг; 92%). Rf 0.47 (силикагель, 20% MeOH в 

EtOAc). 1H ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): δ 11.04 (уш. с, 3H), 4.16–4.13 (м, 4H), 3.65–3.58 (м, 
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8H), 3.41–3.38 (м, 4H). 13C ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): δ 74.0, 70.3, 70.23, 70.20, 70.17, 69.7, 

68.2, 50.5. HRMS (ESI): вычислено для C8H19N4O4
+ [M+H]+: 235.1401; найдено 235.1390. 

 

 
Имидат 6. К раствору этил N-(11-азидо-3,6,9-триоксаундецилокси)ацетимидата 2  

(532 мг, 1.75 ммоль) в сухом ТГФ (15 мл) добавили трифенилфосфин (550 мг, 2.1 ммоль) 

одной порцией, перемешивали в течение 2 ч. Затем добавили воду (500 мкл), и 

реакционную смесь кипятили до тех пор, пока не исчез промежуточный продукт – 

фосфазен (контроль по ТСХ, 5% метанола в DCM, Rf фосфазена 0,7). После упаривания 

растворителя при пониженном давлении проводили хроматографию на силикагеле 

(Et3N/MeOH/DCM, градиент Et3N от 0 до 5%). Соединение 6 было получено в виде 

желтоватого масла, выход 423 мг (87%). Rf 0.42 (силикагель, 5% MeOH/5% Et3N/DCM). 1H 

ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): 3.98–3.91 (м, 4H), 3.61–3.47 (м, 12H), 3.36 (т, J = 5.6 Гц, 2H), 

2.65 (т, J = 5.8 Гц, 2H), 1.87 (с, 3H), 1.21 (т, J = 7.1 Гц, 3H). 13C ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): 

178.9, 162.2, 73.3, 72.8, 70.4, 70.31, 70.28, 70.1, 69.0, 62.3, 14.7, 13.9. HRMS (ESI): вычислено 

для C12H26N2O5
+ [M+H]+ 279.1920, найдено 279.1923. 

Общая методика I: синтез этоксиэтилидензащищенных оксиаминовых производных 

красителей 

Амин 6 (22.2 мг; 0.08 ммоль) был добавлен при перемешивании к раствору N-

гидроксисукцинимидного эфира красителя (0.07 ммоль) в сухом DMF (15 мл) при 0 ℃. 

Затем в реакцию по каплям добавили DIPEA (36.5 мкл, 0.21 ммоль). Ход реакции 

контролировали с помощью ТСХ. После расходования исходного N-

гидроксисукцинимидного эфира реакционную смесь концентрировали при пониженном 

давлении. целевой продукт выделяли колоночной хроматографией.  
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BDP оксиамин 7. Продукт был очищен колоночной хроматографией на силикагеле 

в градиенте 0→5% EtOH в DCM. Соединение 7 было получено в виде темно-оранжевого 

масла, выход 25.9 мг (67%). Rf 0.45 (силикагель, 5% EtOH в DCM). 1H ЯМР (300 МГц, 

DMSO-d6): 7.95 (с, 1H), 7.09 (с, 1H), 6.36 (c, 1H), 6.29 (с, 1H), 3.96–3.92 (м, 2H), 3.63–3.47 

(м, 12H), 3.25–3.21 (м, 2H), 3.12–3.06 (м, 2H), 2.48–2.44 (м, 5H), 2.25 (с, 3H), 1.86–1.83 (м, 

2H), 1.80–1.73 (м, 2H), 1.22–1.17 (м, 2H). 13C ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): 179.9, 171.4, 162.2, 

159.6, 158.4, 144.5, 133.5, 132.8, 132.0, 129.2, 125.7, 120.7, 117.1, 72.8, 72.5, 70.2, 69.6, 69.0, 

62.3, 51.7, 34.2, 29.5, 24.5, 14.9, 13.9, 11.4. HRMS (ESI): вычислено для C26H39BF2N4O6
+ 

[M+H]+ 553.3003, найдено 553.3015. 

 
FAM оксиамин 8. Продукт был очищен колоночной хроматографией на силикагеле 

в градиенте 0→5% EtOH в DCM. Соединение 8 было получено в виде желтого масла, 

выход 26.7 мг (60%). Rf 0.5 (силикагель, 5% EtOH в DCM). 1H ЯМР (300 МГц, DMSO-d6): 

10.13 (уш с, 1H), 8.69 (т, J = 6.3 Гц, 1H), 8.18 (д, J =8.7 Гц, 1H), 8.08 (д, J = 8.7 Гц, 1H), 7.69 

(с, 1H), 6.71 (м, 2H), 6.61–6.56 (м, 4H), 3.94 (кв, J = 7.6 Гц, 2H), 3.92–3.88 (м, 2H), 3.57–3.53 

(м, 3H), 3.51–3.44 (м, 12H), 1.85 (с, 3H), 1.20 (т, J = 7,6 Гц, 3H). 13C ЯМР (300 МГц, DMSO-

d6): 173.2, 168.5, 165.1, 162.2, 160.1, 153.2, 152.4, 141.1, 129.9, 129.6, 128.7, 125.3, 122.8, 

113.2, 109.7, 102.8, 83.9, 72.8, 70.30, 70.25, 70.21, 70.16, 70.0, 69.1, 68.9, 62.3, 25.7, 15.6, 14.8, 

14.7, 14.4, 13.9. HRMS (ESI): вычислено для C33H36N2O11
+ [M+H]+ 637.2392, найдено 

637.2397. 
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Alexa оксиамин 9. Продукт очищали колоночной хроматографией на силикагеле. 

градиентное элюирование 0→25% EtOH в DCM. Соединение 9 было получено в виде 

темно-красного порошка. Выход 44.5 мг (80%). Rf 0.36 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–

Et3N, 56:40:3:1). MS (ESI) вычислено для C33H37N4O15S2
- [M]- 793.2, найдено 793.2. 

 

Мезилат 23.  Раствор спирта 23289 (190 мг, 0.43 ммоль) в DCM (4.0 мл) охладили до 

0 °C; добавили Et3N (87 мг, 0.117 мл, 0.86 ммоль), а затем по каплям мезилхлорид (74 мг, 

0.050 мл, 0.64 ммоль). Реакционную смесь нагрели до 23 °C и перемешивали в течение 1 ч. 

Затем растворитель удалили при пониженном давлении, к остатку добавили THF (5 мл), в 

результате чего образовался бесцветный осадок. Осадок был отделен фильтрованием, 

фильтрат был сконцентрирован при пониженном давлении. Полученное масло очищали 

колоночной хроматографией (силигагель, гексан–EtOAc, 10:1→5:1→2,5:1). Мезилат 23 

был получен в виде бесцветного масла (202 мг, 90%). Rf 0.40 (силигагель, гексан–EtOAc, 

1:1). 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) δ 4.32 (т, J = 6.3 Гц, 2H), 3.50 (т, J = 5.8 Гц, 2H), 3.46 (т, J = 

5.9 Гц, 6H), 3.39–3.34 (м, 14H), 3.01 (с, 3H), 1.99 (квинт, J = 6.1 Гц, 2H), 1.82 (квинт, J = 6.3 

Гц, 6H). 13C ЯМР (176 МГц, CDCl3) δ 69.9, 69.8, 68.1, 67.3, 66.7, 48.6, 45.5, 37.4, 29.6, 29.2. 

HRMS (ESI) вычислено для C18H36N9O7S
+ [M+H]+ 522.2453; найдено 522.2452. 
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Имидат 25.  Мезилат 24 (90 мг, 0.17 ммоль) был растворен в смеси t-BuOH и i-PrOH 

(1 мл. 1:1 об/об). Прибавили натриевую соль этил-N-гидроксиацетимидата (79 мг. 0.63 

ммоль), реакционную смесь кипятили с обратным холодильником в течение 2.5 ч. Затем 

смесь охладили до 23 °C, разбавили EtOAc (10 мл) и отфильтровали через пористый 

фильтр. Растворитель упарили при пониженном давлении, полученный остаток очищали 

колоночной хроматографией (силикагель, гексан–EtOAc, 15:1→10:1). Получен имидат 25 

в виде бесцветного масла (60 мг, 66%). Rf 0.52 (силикагель, гексан–EtOAc, 2:1). 1H ЯМР 

(700 МГц, CDCl3) δ 4.01 (кв, J = 7.1 Гц, 2H), 3.95 (т, J = 6.4 Гц, 2H), 3.46 (т, J = 5.9 Гц, 8H), 

3.40–3.33 (м, 14H), 1.92 (с, 3H), 1.87 (квинт, J = 6.4 Гц, 2H), 1.85–1.80 (м, 6H), 1.27 (т, J = 

7.1 Гц, 3H). 13C ЯМР (176 МГц, CDCl3) δ 162.3, 70.7, 69.9, 69.8, 68.5, 68.1, 62.2, 48.7, 45.6, 

29.4, 29.2, 14.5, 13.7. HRMS (ESI) вычислено для C21H41N10O6
+ [M+H]+ 529.3205; найдено 

529.3204. 

 

Фталимид 26. Мезилат 24 (101 мг, 0.20 ммоль) был растворен в DMF (2 мл). 

Добавили фталимид калия (51 мг, 0.28 ммоль), реакционную смесь перемешивали при 90 

°C в течение 2 ч. Затем смесь охладили до 23 °C, DMF удалили при пониженном давлении 

(температура водяной бани – 60 °C), и полученный остаток суспендировали в EtOAc (10 

мл) и отфильтровали через целит, промывая EtOAc. Растворитель из фильтрата (EtOAc 

вместе с остаточным DMF) был удален при пониженном давлении; полученный остаток 

был очищен колоночной хроматографией (силикагель, гексан–EtOAc, 6:1). Получили 

фталимид 26 в виде бесцветного масла (102 мг, 92%). Rf 0.34 (силикагель, гексан–EtOAc, 

2:1). 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) δ 7.86–7.83 (м, 2H), 7.73–7.69 (м, 2H), 3.77 (каж. т, J = 7.1 

Гц, 2H), 3.47–3.42 (м, 8H), 3.39–3.32 (м, 4H), 1.94 (каж. квинт, J = 6.6 Гц, 2H), 1.82 (каж. 

квинт, J = 6.4 Гц, 6H). 13C ЯМР (176 МГц, CDCl3) δ 168.5, 134.0, 132.40, 123.3, 70.0, 69.9, 

69.0, 68.0, 48.7, 45.5, 35.8, 29.2, 28.9. HRMS (ESI) вычислено для C25H37N10O6
+ [M+H]+ 

573.2892; найдено 573.2890. 
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Амин 27. Фталимид 26 (78 мг, 0.136 ммоль) был растворен в EtOH (5 мл). К 

раствору прибавили N2H4∙H2O (136 мг, 0.133 мл, 2.72 ммоль), и реакционную смесь 

перемешивали при 60 °C в течение 1 ч. Затем смесь охладили до 23 °C, растворитель 

упарили при пониженном давлении. Полученный твёрдый остаток суспендировали в Et2O 

(10 мл) и отфильтровали через целит, промывая Et2O. Фильтрат сконцентрировали при 

пониженном давлении, полученный остаток очистили колоночной хроматографией 

(силикагель, DCM–MeOH–Et3N, 20:1:0→10:1:0→20:1:0.2); амина 27 был получен в виде 

бесцветного масла (32 мг, 53%). Rf 0.17 (силикагель, DCM–MeOH–Et3N, 5:1:0.06). 1H ЯМР 

(700 МГц, CDCl3) δ 3.49–3.45 (м, 8H), 3.38–3.35 (м, 14H), 2.81 (т, J = 6.6 Гц, 2H), 1.82 (м, J 

= 6.3 Гц, 6H), 1.71 (квинт, J = 6.3 Гц, 2H). 13C ЯМР (176 МГц, CDCl3) δ 70.1, 70.0, 69.9, 68.1, 

48.7, 45.5, 40.0, 33.1, 29.2. HRMS (ESI) вычислено для C17H35N10O4
+ [M+H]+ 443.2837; 

найдено 443.2836.   

 
Азиды 31 и 49. К раствору соли 28 (244 мг, 0.294 ммоль) и DIPEA (76 мг, 0.102 мл, 

0.136 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 об/об/об; 6.6 мл) по каплям добавляли 

раствор TSTU (106 мг, 0.353 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 об/об/об; 6.6 
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мл). Реакцию перемешивали при 23 °C в течение 3 ч, затем по каплям добавили раствор 

аминоазида 13 (96 мг, 0.440 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 об/об/об; 6.6 мл). 

Реакционную смесь перемешивали в течение 20 ч, после чего её концентрировали при 

пониженном давлении, пока её объем не уменьшился до 8 мл. Затем смесь по каплям при 

перемешивании добавили к EtOAc (80 мл), в процессе прибавления образовывался 

аморфный красно-фиолетовый осадок. Полученную смесь профильтровали через целит, 

осадок промыли EtOAc, высушили, смыли с фильтра метанолом (150 мл) и 

сконцентрировали при пониженном давлении.  Полученную смесь очистили колоночной 

хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→ 

184:17.5:2:2→85:17.5:2:1), затем растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом G-

10. Полученный раствор пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-

форме и сконцентрировали при пониженном давлении. Моноазид 31 был получен в виде 

красно-фиолетового аморфного твердого вещества (170 мг, 52%). Rf = 0.25 (DCM–MeOH–

H2O–Et3N, 85:15:1:4); 1H ЯМР (700 МГц, DMSO-d6) δ 8.36 (т, J = 13.4 Гц, 1H), 7.80 (м, 3H), 

7.68 (дт, J = 8.2, 1.6 Гц, 2H), 7.39 (дд, J = 8.3, 4.5 Гц, 2H), 6.52 (дд, J = 13.4, 7.4 Гц, 2H), 4.12 

(кв, J = 8.1 Гц, 4H), 3.58 (каж. т, J = 5.0 Гц, 2H), 3.55–3.46 (м, 8H), 3.39–3.35 (м, 4H), 3.17 

(кв, J = 5.9 Гц, 2H), 3.07 (кв, J = 7.3 Гц, 6H), 2.21 (т, J = 7.2 Гц, 2H), 2.07 (т, J = 7.3 Гц, 2H), 

1.78–1.67 (м, 4H), 1.71 (с, 12H), 1.60–1.53 (м, 4H), 1.45–1.33 (м, 4H), 1.17 (т, J = 7.3 Гц, 9H). 

13C ЯМР (201 МГц, DMSO-d6) δ 174.3, 174.2, 172.0, 149.9, 145.89, 145.87, 141.79, 141.76, 

140.06, 140.04, 126.2, 119.8, 110.7, 102.9, 69.74, 69.72, 69.6, 69.5, 69.2, 69.1, 50.0, 48.9, 45.8, 

43.8, 38.4, 35.0, 33.4, 27.39, 27.37, 26.8, 26.7, 25.7, 25.6, 24.9, 24.2, 8.7. HRMS (ESI) 

вычислено для C43H58N6O12S2
2- [M–Et3NH–H]2- 457.1783, найдено 457.1785. Диазид 49 был 

получен в виде красно-фиолетового аморфного твердого вещества (50 мг, 14%). Rf = 0.51 

(DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:15:1:4); 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) δ 9.99 (уш. с, 1 H), 8.39 (т, 

J = 13.3 Гц, 1H), 7.97–7.91 (м, 4H), 7.12 (д, J = 8.3 Гц, 2H), 6.80 (т, J = 5.6 Гц, 2H), 6.48 (д, J 

= 13.3 Гц, 2H), 4.14–4.02 (м, 4H), 3.67–3.56 (м, 20H), 3.52 (т, J = 5.6 Гц, 4H), 3.38 (кв, J = 5.6 

Гц, 4H), 3.35 (т, J = 5.0 Гц, 4H), 3.20 (кв, J = 7.3 Гц, 6H), 2.20 (т, J = 7.4 Гц, 4H), 1.86–1.77 

(м, 4H), 1.72–1.66 (м, 4H), 1.70 (с, 12H), 1.52–1.44 (м, 4H), 1.37 (т, J = 7.3 Гц, 9H). 13C ЯМР 

(201 МГц, CDCl3) δ 174.9, 173.2, 150.9, 144.4, 142.6, 140.3, 127.5, 120.7, 110.7, 103.8, 70.7, 

70.7, 70.6, 70.3, 70.1, 69.8, 50.8, 49.5, 46.6, 44.7, 39.2, 36.1, 28.2, 27.3, 26.4, 25.3, 9.0. HRMS 

(ESI): вычислено для C51H75N10O14S2
- [M–Et3NH]- 1115.4911, найдено 1115.4912. 
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Оксиамин 32. К раствору 31 (108 мг, 0.096 ммоль) и DIPEA (33 мг, 44 мкл, 0.25 

ммоль) в DMF (2.0 мл) прибавили TSTU (40 мг, 0.13 ммоль). Реакционную смесь 

перемешивали в течение 30 мин, затем добавили раствор амина 6 (37 мг, 0.13 ммоль) в 

DMF (0.30 мл). Реакцию перемешивали в течение 18 ч, затем смесь по каплям при 

перемешивании добавляли к EtOAc (25 мл), в процессе прибавления образовывался 

аморфный красно-фиолетовый осадок. Полученную смесь профильтровали через целит, 

осадок промыли EtOAc, высушили, элюировали MeOH (50 мл) и сконцентрировали. 

Полученный остаток очищали колоночной хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–

H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→184:17.5:2:2), затем растворили в H2O и очистили на колонке с 

сефадексом G-10. Полученный раствор пропустили через колонку со смолой Dowex 

50WX4 в Et3NH+-форме и сконцентрировали при пониженном давлении. Целевое 

соединение 32 было получено в виде темно-пурпурного аморфного твердого вещества (46 

мг, 37%). Rf 0.51 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:15:1:4. 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) 

δ 9.96 (уш. с, 1H), 8.38 (т, J = 13.3 Гц, 1H), 7.98–7.88 (м, 4H), 7.11 (дд, J = 8.4, 3.8 Гц, 2H), 

6.76 (кв, J = 6.1 Гц, 2H), 6.46 (д, J = 13.3 Гц, 2H), 4.16–4.03 (м, 4H), 4.00 (т, J = 4.9 Гц, 2H), 

3.96 (кв, J = 7.1 Гц, 2H), 3.66 (т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.65–3.55 (м, 18H), 3.52 (т, J = 5.6 Гц, 4H), 

3.38 (кв, J = 5.6 Гц, 4H), 3.35 (т, J = 5.1 Гц, 2H), 3.25–3.15 (м, 6H), 2.20 (т, J = 7.3 Гц, 4H), 

1.89 (с, 3H), 1.86–1.75 (м, 4H), 1.75–1.59 (м, 4 H), 1.69 (с, 12H), 1.51–1.43 (м, 4H), 1.37 (т, J 

= 7.3 Гц, 9H), 1.22 (т, J = 7.1 Гц, 3H). 13C ЯМР (201 МГц, CDCl3) δ 174.9, 174.8, 173.2, 173.1, 

162.7, 150.9, 144.43, 144.40, 142.6, 140.3, 127.5, 120.7, 110.7, 110.6, 103.74, 103.71, 72.82, 

70.70, 70.66, 70.62, 70.60, 70.59, 70.3, 70.2, 70.1, 69.79, 69.77, 69.5, 62.3, 50.8, 49.5, 46.6, 44.7, 

39.2, 36.02, 36.00, 28.2, 27.3, 26.4, 25.23, 25.21, 14.5, 13.8, 8.9. HRMS (ESI) вычислено для 

C55H83N8O16S2
- [M–Et3NH]- 1175.5374; найдено 1175.5375. 
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Конъюгат 33. 

В полипропиленовой микроцентрифужной пробирке объемом 1.5 мл с 

завинчивающейся крышкой исходные соединения 31 (3.0 мг, 2.9 мкмоль) и 18 (2.0 мг, 2.8 

мкмоль) были растворены в сухом DMSO (300 мкл). Прибавили аскорбиновую кислоту 

(284 мМ в H2O, 49 мкл, 13.9 мкмоль) и раствор, содержащий CuSO4 и TBTA (DMSO–H2O 

11:10, 10 мМ CuSO4, 11 мМ TBTA, 279 мкл, 2.8 мкмоль CuSO4), и реакционную смесь 

перемешивали на орбитальном шейкере при 23 °C в течение 3 ч. Затем смесь вылили в 8.4 

мл EtOAc, в результате чего получилась двухфазная смесь. Слои были разделены 

центрифугированием и декантацией. Водный слой промыли 8.4 мл EtOAc, в результате 

чего образовался темно-фиолетовый осадок. Осадок промыли 8.4 мл EtOAc при действии 

ультразвука, отделили центрифугированием, высушили в вакууме и очистили колоночной 

хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 

185:17.5:2:2→270:35:4:3→355:52.5:6:4). Конъюгат 33 был получен в виде темно-

фиолетового твердого вещества (3.0 мг, 59%). Rf 0.33 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 
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60:40:2:1). HRMS (ESI) вычислено для C78H99N9O19S4
2- [M–3Et3NH+H]2- 796.7976; 

найдено796.7979. 

 

Имидат 29. Раствор TSTU (106 мг, 0.353 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O 

(2:2:1 v/v/v, 5 мл) добавляли по каплям в течение 1.5 ч к раствору соли 28 (240 мг, 0.289 

ммоль) и DIPEA (76 мг, 0.103 мл, 0.588 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 

об/об/об, 12.5 мл). Реакционную смесь перемешивали при 23 °C в течение 100 мин, затем 

добавили раствор амина 6 (122 мг, 0.440 ммоль) в смеси DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 

об/об/об, 10 мл). Реакционную смесь перемешивали в течение 20 ч, после чего ее 

сконцентрировали до 11 мл и по каплям при перемешивании добавили к EtOAc (110 мл). 

Получившийся красно-фиолетовый осадок отфильтровали на целите, промыли EtOAc, 

высушили и элюировали MeOH (150 мл), полученный иетанольный раствор 

сконцентрировали. Полученную смесь очищали колоночной хроматографией (силикагель, 

DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→184:17.5:2:2→85:17.5:2:1), затем растворили в H2O 

и очистили на колонке с сефадексом G-10. Полученный раствор пропустили через колонку 

со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-форме и сконцентрировали при пониженном давлении. 

Имидат 29 был получен в виде темно-фиолетового аморфного твердого вещества (180 мг, 

53%). Rf 0.16 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:17.5:2:1). 1H ЯМР (700 МГц, DMSO-

d6) δ 8.36 (т, J = 13.4 Гц, 1H), 7.83–7.79 (м, 3H), 7.68 (дт, J = 8.2, 1.4 Гц, 2H), 7.40 (дд, J = 

8.3, 4.7 Гц, 2H), 6.53 (дд, J = 13.4, 7.9 Гц, 2H), 4.12 (кв, J = 8.3 Гц, 4H), 3.93 (кв, J = 7.0 Гц, 

2H), 3.91 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.57 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.51–3.45 (м, 8H), 3.37 (т, J = 

6.0 Гц, 2H), 3.17 (кв, J = 5.9 Гц, 2H), 3.03 (кв, J = 7.3 Гц, 9H), 2.21 (т, J = 7.2 Гц, 2H), 2.07 

(т, J = 7.4 Гц, 2H), 1.85 (с, 3H), 1.77–1.66 (м, 16 H), 1.59–1.52 (м, 4H), 1.44–1.34 (м, 4H), 1.19 

(т, J = 7.0 Гц, 3H), 1.16 (т, J = 7.3 Гц, 14H). 13C ЯМР (201 МГц, DMSO-d6) δ 174.3, 174.2, 
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172.0, 161.7, 149.9, 145.79, 145.77, 141.84, 141.80, 140.08, 140.06, 126.2, 119.8, 110.7, 103.0, 

72.3, 69.8, 69.74, 69.70, 69.5, 69.1, 68.4, 61.8, 48.9, 45.7, 43.8, 38.4, 35.0, 33.5, 27.40, 27.38, 

26.8, 26.7, 25.7, 25.6, 24.9, 24.2, 14.2, 13.4, 8.8. HRMS (ESI) вычислено для C47H66N4O14S2
2- 

[M-2Et3NH]2- 487.2014; найдено 487.2022. 

 

Триазид 30. К раствору 29 (27 мг, 0.023 ммоль) и DIPEA (7.2 мг, 9.7 мкл, 0.056 

ммоль) в DMF (0.36 мл) добавили TSTU (8.3 мг, 0.027 ммоль), Реакционную смесь 

перемешивали в течение 50 мин, затем добавили раствор амина 27 (12 мг, 0.027 ммоль) в 

DMF (0.20 мл), Реакцию перемешивали в течение 17 ч, затем смесь по каплям при 

перемешивании добавляли к Et2O (10 мл), в процессе чего образовывался аморфный 

красно-фиолетовый осадок, Полученную смесь пропустили через целит, осадок промыли 

Et2O, высушили, элюировали MeOH (20 мл) и сконцентрировали, Полученный остаток 

очистили колоночной хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 

283:17.5:2:3→184:17.5:2:2), затем растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом 

G-10. Полученный раствор пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-

форме и сконцентрировали при пониженном давлении. Целевое соединение 30 было 

получено в виде красно-фиолетового аморфного твердого вещества (28 мг, 81%). Rf 0.21 

(силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:17.5:2:1). 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) δ 10.65 (уш. 

с, 1H), 8.38 (т, J = 13.2 Гц, 1H), 7.98–7.88 (м, 4H), 7.11 (дд, J = 8.3, 6.6 Гц, 2H), 6.82 (дт, J = 

27.1, 5.6 Гц, 2H), 6.47 (д, J = 13.4 Гц, 2H), 4.12–4.04 (м, 4H), 4.00 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 

3.96 (кв, J = 7.1 Гц, 2H), 3.67 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.64–3.57 (м, 8H), 3.53 (т, J = 5.6 Гц, 

2H), 3.45–3.41 (м, 6H), 3.41–3.37 (м, 4H), 3.35–3.31 (м, 14H), 3.26 (кв, J = 6.6 Гц, 2H), 3.17 

(квд, J = 7.2, 3.1 Гц, 9H), 2.21 (т, J = 7.4 Гц, 4H), 1.90 (с, 3H), 1.85–1.76 (м, 10H), 1.74 (квинт, 

J = 6.8 Гц, 2H), 1.71–1.65 (м, 16H), 1.53–1.44 (м, 4H), 1.38 (т, J = 7.3 Гц, 14H), 1.23 (т, J = 
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7.1 Гц, 3H). 13C ЯМР (201 МГц, CDCl3) δ 174.8, 173.1, 173.0, 162.8, 150.9, 144.40, 144.37, 

142.6, 140.3, 127.6, 120.7, 110.7, 103.8, 72.9, 70.7, 70.63, 70.61, 70.3, 70.0, 69.9, 69.82, 69.80, 

69.5, 68.0, 62.3, 49.52, 49.50, 48.6, 46.4, 45.5, 44.73, 44.66, 39.2, 37.5, 36.2, 36.0, 29.6, 29.1, 

28.2, 27.3, 27.2, 26.5, 26.4, 25.4, 25.2, 14.5, 13.9, 9.0. HRMS (ESI) вычислено для 

C64H99N14O17S2
- [M-Et3NH]- 1399.6760; найдено 1399.6739. 

Общая методика II: снятие этоксиэтилиденовой защитной группы с оксиаминов 

В 2 мл полипропиленовой микроцентрифужной пробирке к раствору 5 мг защищенного 

оксиамина в MeOH (1.0 мл) добавляли раствор HCl в MeOH–H2O (0.10 мл, 1.2 М, 12:1 v/v). 

Смесь перемешивали и выдерживали в течение 5 мин при 23 °C. После того, как реакция 

завершалась согласно ТСХ, реакционную смесь переносили в колбу и концентрировали 

при пониженном давлении. Остаток соупаривали с MeOH (2×2 мл) и DCM (2 мл), затем 

сушили в вакууме масляного насоса. Полученные соли оксиаминов использовали без 

дополнительной очистки. Таким образом были синтезированы соединения 13, 16 и 20. 

 

Конъюгат 36. В полипропиленовой микроцентрифужной пробирке объёмом 1.5 мл 

к раствору карбоната 45 (13.7 мг, 0.0215 ммоль) в сухом DMF (215 мкл) добавили 

гидрохлорид доксорубицина (16.0 мг, 0.0276 ммоль, 1.3 ммоль). Затем добавили DIPEA 

(4.5 мг, 6.0 мкл, 0.0345 ммоль), пробирку продули аргоном, и раствор энергично 
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перемешивали до растворения большей части гидрохлорида доксорубицина. Реакционную 

смесь перемешивали на орбитальном шейкере при 23 °C в течение 15 ч, затем разбавили 

EtOAc (2,8 мл), и образовавшийся красный осадок отделили центрифугированием. Осадок 

промывали EtOAc с помощью соникации и центрифугирования (2×2.8 мл). Этилацетатные 

супернатанты охлаждали при –18 °C в течение 30 мин, после чего образовавшийся 

дополнительный осадок отделяли центрифугированием. Объединенный осадок был 

очищен с помощью колоночной хроматографии (силикагель, DCM:MeOH, 

20:1→10:1→5:1), конъюгат 36 был получен в виде темно-красного твердого вещества (10.4 

мг, 46%). Rf 0.40 (силикагель, DCM–MeOH, 5:1). 1H ЯМР (700 МГц, DMSO-d6) δ 14.05 (с, 

1H), 13.29 (с, 1H), 9.92 (с, 1H), 8.04 (д, J = 7.6 Гц, 1H), 7.96–7.90 (м, 2H), 7.84 (д, J = 8.6 Гц, 

1H), 7.67 (дд, J = 7.4, 2.3 Гц, 1H), 7.55 (д, J = 8.2 Гц, 2H), 7.24 (д, J = 8.1 Гц, 2H), 6.79 (д, J 

= 8.0 Гц, 1H), 5.94 (т, J = 6.2 Гц, 1H), 5.45 (с, 1H), 5.37 (с, 2H), 5.22 (д, J = 3.7 Гц, 1H), 4.97 

(каж. т, J = 4.6 Гц, 1H), 4.89 (с, 2H), 4.81 (т, J = 5.9 Гц, 1H), 4.67 (д, J = 5.7 Гц, 1H), 4.57 (д, 

J = 6.1 Гц, 2H), 4.38–4.34 (м, 1H), 4.18 (дд, J = 8.6, 6.8 Гц, 1H), 4.16–4.13 (м, 1H), 4.00 (с, 

3H), 3.75–3.69 (м, 1H), 3.44 (м, 1H), 3.04–2.96 (м, 3H), 2.96–2.89 (м, 1H), 2.76 (т, J = 2.7 Гц, 

1H), 2.26 (дкв, J = 17.0, 7.2 Гц, 2H), 2.20 (дм, J = 14.3 Гц, 1H), 2.17–2.11 (м, 3H), 1.97 (каж. 

секстет, J = 6.8 Гц, 1H), 1.84 (тд, J = 13.0, 4.0 Гц, 1H), 1.71–1.62 (м, 3H), 1.61–1.53 (м, 1H), 

1.48 (дд, J = 12.3, 4.5 Гц, 1H), 1.46–1.38 (м, 1H), 1.38–1.31 (м, 1H), 1.12 (д, J = 6.4 Гц, 3H), 

0.85 (д, J = 6.8 Гц, 3H), 0.82 (д, J = 6.8 Гц, 3H). 13C ЯМР (176 МГц, DMSO-d6) δ 213.8, 186.2, 

186.1, 171.8, 171.2, 170.5, 160.7, 158.9, 156.0, 155.3, 154.5, 138.5, 136.0, 135.3, 134.4, 133.9, 

131.8, 128.4, 119.8, 119.5, 118.9, 118.8, 110.6, 110.4, 100.3, 84.1, 74.9, 71.3, 69.7, 68.0, 66.7, 

64.9, 63.7, 57.8, 56.5, 53.1, 47.1, 38.5, 36.4, 34.0, 32.0, 30.3, 29.8, 29.2, 26.7, 24.4, 19.2, 18.1, 

17.4, 17.0. HRMS (ESI): вычислено для C52H63N6O17
+ [M+H+] 1043.4244, найдено 1043.4246. 
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Конъюгат 34. В 1.5 мл полипропиленовой микроцентрифужной пробирке цианин 14 

(7.4 мг, 5.8 мкмоль) и конъюгат 36 (6.1 мг, 5.8 мкмоль) были растворены в сухом DMSO 

(578 мкл). Добавили аскорбат натрия (284 мМ в H2O, 102 мкл, 28.9 мкмоль), и раствор 

дегазировали, барботируя через него аргон в течение 1 мин. Затем добавили раствор, 

содержащий CuSO4 и TBTA (DMSO–H2O 11:10, 10 мМ CuSO4, 11 мМ TBTA, 580 мкл, 5.8 

мкмоль CuSO4), пробирку продули аргоном, реакционную смесь перемешивали на 

орбитальном шейкере при 23 °C в течение 23 ч. После этого смесь выливали в 11.5 мл 

EtOAc, в результате чего получалась двухфазная смесь. Слои были разделены путем 

декантации и центрифугирования. Водный слой промыли еще 11.5 мл EtOAc, в результате 

чего образовался темно-фиолетовый осадок. Осадок промывали 11.5 мл EtOAc, отделяли 

центрифугированием, сушили в вакууме и очищали колоночной хроматографией 

(силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→184:17.5:2:2→85:17.5:2:1), затем 

растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом G-10. Полученный раствор 

пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-форме и сконцентрировали 

при пониженном давлении. Конъюгат 34 (7.0 мг, 52%) был получен в виде красно-

фиолетового твердого вещества. Rf = 0.44 (силикагель, DCM:MeOH:H2O:Et3N, 85:15:1:4); 

1H ЯМР (700 МГц, DMSO-d6) δ 14.03 (с, 1H), 13.27 (уш. с, 1H), 9.92 (с, 1H), 8.35 (т, J = 13.4 

Гц, 1H), 8.06 (д, J = 7.5 Гц, 2H), 7.93–7.86 (м, 2H), 7.83 (д, J = 8.5 Гц, 1H), 7.82–7.77 (м, 5H), 



110 
 

 

7.68 (дт, J = 8.1, 1.9 Гц, 2H), 7.66–7.63 (м, 1H), 7.55 (д, J = 8.0 Гц, 2H), 7.39 (д, J = 8.4 Гц, 

2H), 7.23 (д, J = 8.1 Гц, 2H), 6.79 (д, J = 8.1 Гц, 1H), 6.51 (д, J = 13.2 Гц, 2H), 6.01–5.95 (м, 

1H), 5.45 (с, 1H), 5.39 (с, 2H), 5.22 (д, J = 3.3 Гц, 1H), 4.95 (каж. т, J = 4.4 Гц, 1H), 4.88 (с, 

2H), 4.82 (уш. с, 1H), 4.68 (д, J = 5.9 Гц, 1H), 4.57 (с, 2H), 4.44 (т, J = 5.3 Гц, 2H), 4.36 (кв, J 

= 7.7 Гц, 1H), 4.20 (каж. т, J = 7.7 Гц, 1H), 4.15 (кв, J = 6.6 Гц, 1H), 4.13–4.06 (м, 4H), 3.98 

(с, 3H), 3.93 (кв, J = 7.0 Гц, 2H), 3.91 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.77 (т, J = 5.4 Гц, 2H), 3.74–

3.69 (м, 1H), 3.57 (каж. т, J = 4.9 Гц, 2H), 3.51–3.46 (м, 9H), 3.46–3.43 (м, 8H), 3.38–3.34 (м, 

6H), 3.18–3.13 (м, 4H), 3.08–3.01 (м, 10 H), 3.01–2.96 (м, 3H), 2.95–2.89 (м, 1H), 2.58 (дд, J 

= 8.8, 6.4 Гц, 2H), 2.28–2.17 (м, 3H), 2.12 (дд, J = 14.1, 5.9 Гц, 1H), 2.09–2.03 (м, 4H), 1.97 

(каж. секстет, J = 6.7 Гц, 1H), 1.85 (с, 3H), 1.83–1.77 (м, 3H), 1.75–1.65 (м, 17H), 1.62–1.51 

(м, 5H), 1.48 (дм, J = 11.4 Гц, 1H), 1.46–1.40 (м, 1H), 1.40–1.32 (м, 5H), 1.19 (т, J = 7.1 Гц, 

3H), 1.16 (т, J = 7.2 Гц, 15H), 1.12 (д, J = 6.5 Гц, 3H), 0.85 (д, J = 6.7 Гц, 3H), 0.82 (д, J = 6.8 

Гц, 3H). 13C ЯМР (201 МГц, DMSO-d6) δ 213.7, 186.6, 186.5, 174.2, 172.1, 172.0, 171.2, 170.5, 

161.6, 160.8, 158.8, 156.1, 155.3, 154.5, 149.9, 146.3, 145.83, 145.78, 141.8, 140.1, 138.5, 136.2, 

135.6, 134.7, 134.1, 131.7, 128.5, 126.2, 122.1, 120.1, 119.83, 119.76, 119.0, 118.9, 110.8, 110.7, 

102.9, 100.2, 75.0, 72.3, 69.8, 69.74, 69.69, 69.64, 69.56, 69.53, 69.50, 69.1, 68.7, 68.4, 68.0, 

66.7, 64.9, 63.6, 61.8, 57.6, 56.6, 53.1, 49.1, 48.9, 47.1, 45.7, 43.8, 38.5, 38.4, 36.7, 35.0, 34.6, 

32.1, 30.3, 29.8, 29.2, 27.4, 26.7, 25.73, 25.71, 25.4, 24.9, 24.6, 19.2, 18.1, 17.0, 14.2, 13.4, 8.8. 

HRMS (ESI) вычислено для C107H144N14O33S2
2- [M–Et3NH–H]2- 1108.4736, найдено 

1108.4763. 
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Конъюгат 40. В полипропиленовой микроцентрифужной пробирке объемом 1.5 мл 

цианин 49 (6.6 мг, 5.4 мкмоль) растворяли в сухом DMSO (200 мкл) и добавляли аскорбат 

натрия (284 мМ в H2O, 38 мкл, 11 мкмоль). В отдельной пробирке конъюгат 36 (2.3 мг, 2.2 

мкмоль) растворяли в сухом DMSO (100 мкл), и 20 мкл этого раствора добавляли к 

реакционной смеси. Затем добавили раствор, содержащий CuSO4 и TBTA (DMSO–H2O 

11:10, 10 мМ CuSO4, 11 мМ TBTA, 217 мкл, 2.2 мкмоль CuSO4), реакционную смесь 

перемешивали на орбитальном шейкере при 23 °C в течение 1 ч. ТСХ-анализ показал 

полную конверсию 16, и в реакцию добавили еще 20 мкл его раствора в DMSO. Через 20 

мин порциями добавили остальную часть раствора (6×10 мкл) в течение 20 мин. Через 30 

мин смесь вылили в 6.4 мл EtOAc, в результате чего получилась двухфазная смесь. Слои 

были разделены путем декантации и центрифугирования. Водный слой промыли еще 6.4 

мл EtOAc, в результате чего образовался красно-фиолетовый осадок. Осадок промыли 6,4 

мл EtOAc, отделили центрифугированием, высушили в вакууме и очистили колоночной 

хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283–17.5–2–3→184–17.5–2–2), 

затем растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом G-10. Полученный раствор 

пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-форме и сконцентрировали 

при пониженном давлении. Конъюгат 40 (2.2 мг, 44%) был получен в виде красно-

фиолетового твердого вещества. Rf 0.40 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:15:1:4); 
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1H ЯМР (700 МГц, DMSO-d6) δ 14.02 (с, 1H), 13.27 (с, 1H), 9.92 (с, 1H), 9.23 (уш. с, 1H), 

8.35 (т, J = 13.4 Гц, 1H), 8.06 (д, J = 7.6 Гц, 1H), 7.94–7.88 (м, 2H), 7.83 (д, J = 8.5 Гц, 1H), 

7.82–7.76 (м, 5H), 7.68 (дт, J = 8.2, 1.9 Гц, 2H), 7.67–7.63 (м, 1H), 7.55 (д, J = 8.2 Гц, 2H), 

7.39 (д, J = 8.2 Гц, 2H), 7.23 (д, J = 8.2 Гц, 2H), 6.79 (д, J = 8.0 Гц, 1H), 6.51 (д, J = 13.3 Гц, 

2H), 5.98 (т, J = 5.6 Гц, 1H), 5.44 (с, 1H), 5.39 (с, 2H), 5.22 (д, J = 3.6 Гц, 1H), 4.95 (каж. т, J 

= 4.6 Гц, 1H), 4.89 (ABкв, ΔδAB = 0.00, JAB = 13.0 Гц, 2H), 4.82 (т, J = 5.9 Гц, 1H), 4.68 (д, J 

= 5.6 Гц, 1H), 4.57 (д, J = 5.8 Гц, 2H), 4.44 (т, J = 5.3 Гц, 2H), 4.37 (каж. кв, J = 7.7 Гц, 1H), 

4.20 (дд, J = 8.5, 6.7 Гц, 1H), 4.15 (кв, J = 6.7 Гц, 1H), 4.11 (уш. т, J = 6.9 Гц, 4H), 3.98 (с, 

3H), 3.77 (т, J = 5.3 Гц, 2H), 3.75–3.69 (м, 1H), 3.58 (каж. т, J = 5.0 Гц, 2H), 3.55–3.47 (м, 

10H), 3.47–3.42 (м, 7H), 3.39–3.34 (м, 6H), 3.16 (каж. квинт, J = 5.9 Гц, 4H), 3.08 (кв, J = 7.3 

Гц, 9H), 3.03–2.95 (м, 3H), 2.95–2.89 (м, 1H), 2.58 (дд, J = 8.8, 6.5 Гц, 2H), 2.28–2.17 (м, 3H), 

2.12 (дд, J = 14.2, 5.6 Гц, 1H), 2.07 (т, J = 7.3 Гц, 2H), 2.06 (т, J = 7.4 Гц, 2H), 1.97 (каж. 

секстет, J = 6.7 Гц, 1H), 1.87–1.77 (м, 3H), 1.76–1.64 (м, 17H), 1.62–1.52 (м, 5H), 1.48 (дд, J 

= 11.8, 3.7 Гц, 1H), 1.46–1.40 (м, 1H), 1.36 (с, 7H), 1.18 (т, J = 7.3 Гц, 14H), 1.12 (д, J = 6.4 

Гц, 3H), 0.85 (д, J = 6.8 Гц, 3H), 0.83 (д, J = 6.8 Гц, 3H). 13C ЯМР (201 МГц, DMSO-d6) δ 

213.7, 186.6, 186.5, 174.2, 172.1, 171.95, 171.94, 171.2, 170.5, 160.8, 158.8, 156.1, 155.3, 154.5, 

149.9, 146.3, 145.84, 145.79, 141.80, 141.78, 140.1, 138.5, 136.2, 135.6, 134.7, 134.1, 131.7, 

128.5, 126.2, 122.1, 120.1, 119.84, 119.75, 119.0, 118.9, 110.8, 110.7, 102.9, 100.2, 75.0, 69.8, 

69.74, 69.72, 69.64, 69.57, 69.51, 69.50, 69.2, 69.113, 69.105, 68.7, 68.0, 66.7, 64.9, 63.6, 57.64, 

56.58, 53.1, 50.0, 49.1, 48.9, 47.1, 45.7, 43.8, 38.5, 38.4, 36.7, 35.0, 34.6, 32.1, 30.3, 29.8, 29.2, 

27.4, 26.7, 25.7, 25.4, 24.9, 24.6, 19.2, 18.1, 17.0, 8.6. HRMS (ESI) вычислено для 

C103H136N16O31S2
2- [M–Et3NH–H]2- 1078.4505, найдено 1078.4528. 

 
Имидат 38. Мезилат 56292 (1.60 г, 5.16 ммоль) растворили в смеси i-PrOH и t-BuOH 

(1:1 об/об, 240 мл), порциями добавили натриевую соль этил N-гидроксиацетимидата (3.23 

г, 25.8 ммоль). Смесь кипятили с обратным холодильником в течение 2 ч, затем охладили 

до 23 °С. Образовавшийся осадок отфильтровали, растворитель упарили при пониженном 

давлении. Остаток очистили колоночной хроматографией (силикагель, DCM:MeOH, 50:1). 

Имидат 38 был получен в виде бесцветного масла (600 мг, 37%). Rf 0.40 (DCM–MeOH, 

20:1); 1H ЯМР (700 МГц, CDCl3) δ 4.19 (д, J = 2.4 Гц, 2H), 4.03 (каж. т, J = 4.9 Гц, 1H), 3.99 
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(кв, J = 7.0 Гц, 2H), 3.71–3.63 (м, 14H), 2.41 (т, J = 2.4 Гц, 1H), 1.93 (с, 1H), 1.25 (т, J = 7.1 

Гц, 2H). 13C ЯМР (176 МГц, CDCl3) δ 162.8, 79.8, 74.6, 72.9, 70.79, 70.78, 70.74, 70.72, 70.6, 

69.6, 69.3, 62.3, 58.5, 14.5, 13.9. HRMS (ESI): вычислено для C15H28NO6
+ [M+H]+ 318.1911, 

найдено 318.1912. 

 
Алкин 57. Раствор TSTU (104 мг, 0.346 ммоль) в смеси DMF:1,4-диоксан:H2O (2:2:1 

об/об/об; 6.4 мл) добавляли по каплям к раствору соли 50 (246 мг, 0.287 ммоль) и DIPEA 

(74 мг, 100 мкл, 0.575 ммоль) в DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 об/об/об; 6.4 мл). Реакцию 

перемешивали при 23 °C в течение 1 ч, затем по каплям добавили раствор аминоалкина 

51292 (100 мг, 0.433 ммоль) в DMF–1,4-диоксан–H2O (2:2:1 об/об/об; 6.4 мл). Реакционную 

смесь перемешивали в течение 2.5 ч, после чего ее концентрировали при пониженном 

давлении, пока объем не уменьшился до 8 мл. Затем смесь по каплям при перемешивании 

добавили к EtOAc (80 мл), в результате чего образовался аморфный синий осадок. 

Полученную смесь профильтровали через целит, осадок промыли EtOAc, высушили, 

элюировали MeOH (150 мл) и сконцентрировали. Полученный остаток очистили 

колоночной хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→ 

184:17.5:2:2→85:17.5:2:1), затем растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом G-

10. Полученный раствор пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-

форме и сконцентрировали при пониженном давлении. Алкин 57 был получен в виде 

тёмно-синего аморфного твердого вещества (142 мг, 43%). Rf 0.26 (DCM–MeOH–H2O–

Et3N, 85:15:1:4); 1H ЯМР (700 МГц, DMSO-d6) δ 8.35 (т, J = 13.0 Гц, 2H), 7.83–7.79 (м, 3H), 

7.64 (дд, J = 8.1, 1.6 Гц, 2H), 7.32 (дд, J = 8.3, 5.1 Гц, 2H), 6.60 (т, J = 12.3 Гц, 1H), 6.30 (дд, 

J = 13.8, 4.4 Гц, 2H), 4.11–4.04 (м, 4H), 3.55–3.46 (м, 16H), 3.39 (т, J = 2.4 Гц, 1H), 3.37 (т, J 

= 6.0 Гц, 2H), 3.17 (кв, J = 5.9 Гц, 2H), 3.05 (кв, J = 7.2 Гц, 12H), 2.13 (т, J = 7.3 Гц, 2H), 2.06 

(т, J = 7.3 Гц, 2H), 1.73–1.65 (м, 16H), 1.53 (квинт, J = 7.4 Гц, 4H), 1.40–1.30 (м, 4H), 1.17 (т, 

J = 7.2 Гц, 18H). 13C ЯМР (201 МГц, DMSO-d6) δ 174.3, 172.98, 172.96, 171.9, 154.2, 145.28, 
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145.25, 141.95, 141.93, 140.48, 140.46, 135.2, 126.0, 125.9, 119.9, 116.2, 110.1, 103.5, 103.4, 

80.3, 77.0, 71.0, 69.72, 69.69, 69.53, 69.46, 69.1, 69.0, 68.5, 57.5, 48.9, 45.7, 43.42, 43.38, 38.4, 

35.0, 33.5, 27.1, 26.6, 25.7, 25.6, 24.8, 24.2, 8.8. HRMS (ESI): вычислено для C48H63N3O13S2
2- 

[M–2Et3NH]2- 476.6907, найдено 476.6909. 

 
Имидат 42. К раствору вешества 57 (81 мг, 0.070 ммоль) и DIPEA (23 мг, 31 мкл, 0.18 

ммоль) в DMF (1.4 мл) добавили TSTU (28 мг, 0.094 ммоль). Реакционную смесь 

перемешивали в течение 20 мин, затем добавили раствор амина 6 (29 мг, 0.10 ммоль) в 

DMF (0.30 мл). Реакцию перемешивали в течение 2 ч, затем смесь по каплям при 

перемешивании добавили к EtOAc (20 мл), в результате чего образовался аморфный синий 

осадок. Полученную смесь профильтровали через целит, осадок промыли EtOAc, 

высушили, элюировали MeOH (50 мл) и сконцентрировали. Полученный остаток очистили 

колоночной хроматографией (DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3→184:17.5:2:2), затем 

растворили в H2O и очистили на колонке с сефадексом G-10. Полученный раствор 

пропустили через колонку со смолой Dowex 50WX4 в Et3NH+-форме и сконцентрировали 

при пониженном давлении. Соединение 42 было получено в виде тёмно-синего аморфного 

твердого вещества (49 мг, 53%). Rf 0.25 (DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:17.5:2:1); 1H ЯМР (700 

МГц, CDCl3) δ 10.15 (с, 1H), 7.97–7.87 (м, 6H), 7.08 (дд, J = 8.4, 4.0 Гц, 2H), 6.72–6.66 (м, 

1H), 6.66–6.57 (м, 2H), 6.60 (т, J = 11.4 Гц, 1H), 6.11 (д, J = 13.4 Гц, 2H), 4.17 (д, J = 2.4 Гц, 

1H), 4.01 (каж. т, J = 8.1 Гц, 2H), 4.00–3.95 (м, 4H), 3.97 (кв, J = 7.0 Гц, 2H), 3.69–3.66 (м, 

4H), 3.66–3.56 (м, 18H), 3.53 (т, J = 5.5 Гц, 4H), 3.40 (кв, J = 5.5 Гц, 4H), 3.20 (кв, J = 7.4 Гц, 

6H), 2.45 (т, J = 2.4 Гц, 1H), 2.21 (каж. т, J = 7.2 Гц, 4H), 1.90 (с, 3H), 1.82–1.73 (м, 4H), 1.80–

1.72 (м, 4H), 1.75 (с, 12H), 1.45 (т, J = 7.3 Гц, 9H), 1.24 (т, J = 7.1 Гц, 2H). 13C ЯМР (176 

МГц, CDCl3) δ 173.5, 173.0, 172.9, 162.7, 153.6, 144.2, 142.6, 140.7, 127.3, 120.7, 117.2, 110.2, 

103.8, 79.7, 74.8, 72.8, 70.61, 70.58, 70.5, 70.4, 70.2, 69.8, 69.4, 69.2, 62.2, 58.4, 49.5, 46.6, 
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44.5, 39.2, 36.0, 28.1, 27.1, 26.6, 25.1, 14.5, 13.8, 8.9. HRMS (ESI): вычислено для 

C60H88N5O17S2
- [M–Et3NH]- 1214.5622, найдено 1214.5635. 

 

Конъюгат 53. В 1.5 мл полипропиленовой микроцентрифужной пробирке с 

завинчивающейся крышкой цианин 32 (2.9 мг, 2.3 мкмоль) и соединение 52 (2.3 мг, 1.9 

мкмоль) были растворены в сухом DMSO (300 мкл). Добавили водный раствор комплекса 

CuSO4–THPTA 1:1 (0.099 мМ, 9.5 мкл, 0.95 мкмоль), затем аскорбат натрия (404 мМ в H2O, 

24 мкл, 9.5 мкмоль). Реакционную перемешивали на орбитальном шейкере, через 30 мин 

ТСХ показала низкую конверсию, и в реакционную смесь был дополнительно добавлен 

аскорбат натрия (404 мМ в H2O, 24 мкл, 9.5 мкмоль). Через 10 минут, ТСХ показала 

значительную конверсию; добавили еще аскорбата натрия (404 мМ в H2O, 24 мкл, 9.5 

мкмоль), и реакцию перемешивали на орбитальном шейкере при 23 °C в течение 20 ч. 

После этого продукт был осажден путем обработки 100 мкл аликвот реакционной смеси 

1.80 мл EtOAc и центрифугирования. Полученный остаток повторно растворили в 50 мкл 

DMSO и осадили 1.80 мл EtOAc. Осадок промыли 1.80 мл EtOAc, высушили на воздухе и 

растворили в 1 мл смеси DCM–MeOH 4:1 (об/об), образовался мутный красно-фиолетового 

раствора. Бледно-розовый осадок (аскорбат натрия, окрашенный продуктом) был отделен 

центрифугированием, и раствор был нанесен на силикагелевую колонку. Смесь очистили 

колоночной хроматографией (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 283:17.5:2:3 → 

184:17.5:2:2), полученный продукт растворили в H2O и очистили на колонке Sephadex G10. 
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Полученный раствор пропустили через колонку Dowex 50WX4 в Et3NH+-форме и 

концентрировали. Соединение 53 (1.9 мг, 40%) было получено в виде красно-фиолетового 

твердого вещества. Rf 0.48 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:15:1:4). 1H ЯМР (700 

МГц, DMSO-d6) δ 9.98–9.91 (м, 1H), 8.36 (т, J = 13.4 Гц, 1H), 8.28–8.21 (м, 0.4H), 8.08 (д, J 

= 7.5 Гц, 1H), 8.02–7.95 (м, 0.4H), 7.88–7.76 (м, 6H), 7.68 (ддд, J = 8.1, 2.7, 1.6 Гц, 2H), 7.61–

7.55 (м, 2.5H), 7.39 (д, J = 8.3 Гц, 2H), 7.35–7.23 (м, 6H), 7.19–7.13 (м, 1H), 6.51 (д, J = 13.4 

Гц, 2H), 6.01–5.94 (м, 1H), 5.42–5.36 (м, 2.5H), 5.32 (д, J = 4.9 Гц, 0.5H), 5.13–4.93 (м, 2H), 

4.73 (уш. с, 0.5H), 4.63 (уш. с, 0.4H), 4.49 (т, J = 5.4 Гц, 1H), 4.44 (т, J = 5.3 Гц, 2H), 4.46–

4.36 (м, 2H), 4.36–4.30 (м, 1.6H), 4.26 (дд, J = 19.9, 10.8 Гц, 1H), 4.21 (дд, J = 8.6, 6.7 Гц, 

1H), 4.11 (уш. т, J = 7.5 Гц, 4H), 4.09–4.05 (м, 1H), 4.04–3.95 (м, 2H), 3.93 (кв, J = 7.0 Гц, 

2H), 3.92–3.90 (м, 2H), 3.77 (т, J = 5.4 Гц, 2H), 3.80–3.76 (м, 0.5H), 3.63–3.53 (м, 3H), 3.52–

3.41 (м, 20H), 3.38–3.34 (м, 3H), 3.24 (с, 2H), 3.23 (с, 2H), 3.20 (с, 2H), 3.19–3.14 (м, 8H), 3.11 

(с, 2H), 3.06 (уш. кв, J = 7.3 Гц, 9H), 3.03–2.90 (м, 2H), 2.89–2.82 (м, 3H), 2.60–2.57 (м, 2H), 

2.31–2.17 (м, 3H), 2.15–2.03 (м, 2H), 2.07 (т, J = 7.3 Гц, 2H), 2.06 (т, J = 7.3 Гц, 2H), 2.02–

1.92 (м, 2H), 1.85 (с, 3H), 1.83–1.77 (м, 4H), 1.77–1.65 (м, 19H), 1.63–1.40 (м, 8H), 1.40–1.27 

(м, 6H), 1.19 (т, J = 7.1 Гц, 3H), 1.17 (т, J = 7.3 Гц, 13H), 1.06 (т, J = 7.0 Гц, 4H), 1.05–0.97 

(м, 6H), 0.90–0.71 (м, 25H). HRMS (ESI) вычислено для C119H186N18O29S2
2+ [M-Et3N+2H]2+ 

1197.6532, найдено 1197.6523. 
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Конъюгат 54. В полипропиленовой микроцентрифужной пробирке объемом 2 мл к 

раствору 0.5 мг конъюгата 53 в MeOH (50 мкл) добавили раствор HCl в MeOH-H2O (5.5 

мкл, 0.12 М, 99:1 v/v). Реакционную смесь перемешивали на орбитальном шейкере в 

течение 10 мин при 23 °C, после чего продукт был осажден добавлением 1.80 мл Et2O. 

После центрифугирования и промывки 1.80 мл Et2O продукт был высушен в вакууме 

масляного насоса и использован в дальнейших реакциях без дополнительной очистки. Rf 

0.39 (силикагель, DCM–MeOH–H2O–Et3N, 85:15:1:4). HRMS (ESI) вычислено для 

C115H180N18O28S2
2+ [M+2H]2+ 1162.6322, найдено 1162.6324. 
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Синтез конъюгатов антител 

 

Общая методика III: синтез конъюгатов антител с помощью оксимного 

лигирования со снятием этоксиэтилиденовой защитной группы in situ. К 200 мкл 

раствора антитела 6H8 в 20 мМ ацетатном буфере (pH 5.0, 150 мМ NaCl) добавляли 12 мкл 

360 мМ водного раствора NaIO4. Смесь перемешивали на орбитальном шейкере в течение 

40 мин при 23 °C в темноте, затем прибавляли 12 мкл раствора глицерина (20 масс. % в 

воде), перемешивали, антитело выделяли на колонке с сефадексом G-50, уравновешенной 

в 100 мМ цитратном буфере (pH 3.0, 150 мМ NaCl); объем целевой фракции – 500 мкл. 

Количество вещества окисленного антитела измерялось спектрофотометрически, затем к 

раствору антитела прибавляли 20 эквивалентов защищенного оксиамина (5–20 мкл 

раствора в DMSO), реакцию перемешивали на орбитальном шейкере в течение 1 ч при 23 

°C, после чего конъюгат очищали на колонке с сефадексом G-50, уравновешенной в PBS 

(pH 7.4); объем целевой фракции – 1000 мкл. Выход и степень мечения конъюгата 

определяли спектрофотометрически. 

Общая методика IV: синтез конъюгатов антител с помощью оксимного 

лигирования с использованием солей оксиаминов. К 200 мкл раствора антитела 6H8 в 

20 мМ ацетатном буфере (pH 5.0, 150 мМ NaCl) прибавляли водный раствор NaIO4 (12 мкл, 

360 мМ). Смесь перемешивали на орбитальном шейкере в течение 30 мин при 23 °C в 

темноте, затем добавляли глицерин (12 мкл, 20 масс. % в воде), и окисленное антитело 

немедленно очищали на колонке с сефадексом G-50, уравновешенной в 20 мМ ацетатном 

буфере, содержащем Tween 80 (pH 5.0, 150 мМ NaCl, 0.01 об. % Tween 80). Концентрацию 

окисленного антитела измеряли спектрофотометрически, сразу после этого к окисленному 

антителу добавляли оксиаминовую соль (раствор в DMSO). Реакционную смесь 

перемешивали на орбитальном шейкере в течение 1 ч при 23 °C, после чего конъюгат 

очищали на колонке с сефадексом G-50, уравновешенной в PBST (pH 7.4, 0.01 или 0.05 об. 

% Tween 80). Выход и стехиометрию конъюгата определяли спектрофотометрически. 
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Конъюгат 5. Раствор антитела 6H8 (0.50 мл, концентрация 1.7 мг/мл) перевели в 

ацетатный буфер (20 мМ, 150 мМ NaCl, pH 5.0) с помощью гель-фильтрации на колонке 

NAP-5 по стандартному протоколу производителя, Получен раствор антитела 6H8 (700 

мкл) с концентрацией 0.83 мг/мл, К этому раствору добавили 100 мкл 160 мМ раствора 

NaIO4, Начальная концентрация периодата натрия в реакционной смеси составила 20 мМ, 

начальная концентрация антитела составила 0.73 мг/мл. Окисление углеводной части 

антитела проводили в темноте при комнатной температуре в течение 40 мин. Затем 

остановили реакцию добавлением 100 мкл 20% водного раствора глицерина. Полученную 

реакционную смесь (900 мкл) нанесли на гель-фильтрационную колонку NAP-10 и 

провели обессоливание по стандартному протоколу в ацетатном буфере (20 мМ, 150 мМ 

NaCl, pH 5.0). Получен раствор окисленного моноклонального антитела (1.1 мл, 

концентрация 0.47 мг/мл). К аликвоте раствора окисленного антитела (370 мкл) добавили 

70 мМ водный раствор реагента 3 (0.7 мкл). В реакционной смеси начальная концентрация 

окисленного антитела составляла 3 мкМ, начальная концентрация оксиамина 3 составляла 

150 мкМ. Реакционную смесь выдержали 1 ч при комнатной температуре в темноте, 

нанесли на гель-фильтрационную колонку с сефадексом G-50 и элюировали полученный 

конъюгат PBS. К полученному раствору азидированного антитела добавили 50-кратный 

избыток (40 нмоль) алкинового производного сульфированного красителя Cy3 4. 

Проводили медь-катализируемую реакцию азид-алкинового циклоприсоединения в 

присутствии 0.5 мМ эквимолярной каталитической смеси CuSO4–THPTA и 5 мМ 

аскорбиновой кислоты в течение 3 ч. Реакционную смесь очистили от избытка красителя 

4 и низкомолекулярных соединений на сефадексе G-50 в PBS, собирая окрашенную 

высокомолекулярную фракцию. Концентрацию полученного конъюгата и стехиометрию 
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(нагрузку красителя на одну молекулу антитела) определяли спектрофотометрически по 

соотношению поглощений при 280 нм и 550 нм. Спектры поглощения регистрировали в 

PBS, содержащем 10% додецилсульфата натрия. Степень мечения антитела составила 6.0. 

 
Конъюгат 58. Антитело 6H8 было модифицировано реагентом 7 в соответствии с 

видоизмененной общей методикой III: время периодатного окисления составило 1 ч., 

оксимное лигирование проводилось в 20 мМ ацетатном буфере (pH 3.6, 150 мМ NaCl). 

Получен конъюгат со средней степенью мечения 2.0. 

 

 
Конъюгат 59. Антитело 6H8 было модифицировано реагентом 8 в соответствии с 

видоизмененной общей методикой III: время периодатного окисления составило 1 ч., 

оксимное лигирование проводилось в 20 мМ ацетатном буфере (pH 3.6, 150 мМ NaCl). 

Получен конъюгат со средней степенью мечения 4.0. 

 

 
Конъюгат 60. Антитело 6H8 было модифицировано реагентом 9 в соответствии с 

видоизмененной общей методикой III: время периодатного окисления составило 1 ч., 
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оксимное лигирование проводилось в 20 мМ ацетатном буфере (pH 3.6, 150 мМ NaCl). 

Получен конъюгат со средней степенью мечения 2.5. 

 

 

Конъюгат 10 

В соответствии с общей методикой IV (буфер для очистки: 0.01% PBST) 6H8 (0.40 мг, 2.7 

нмоль) модифицировали реагентом 3 (20 мМ в DMSO, 2.0 мкл, 40 нмоль). Получено 0.15 

мг (1.0 нмоль, 37%) конъюгата 10. 

 

 

Конъюгат 14 

В соответствии с модифицированной общей методикой IV (оксимное лигирование 

проводили в ацетатном буфере, содержащем 0.05 об. % Tween 80, буфер для очистки: 

0.05% PBST) 6H8 (0.18 мг, 1.2 нмоль) модифицировали реагентом 13 (20 мМ в DMSO, 1.0 

мкл, 20 нмоль). Получено 0.062 мг (0.41 нмоль, 34%) конъюгата 14. 
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Конъюгат 21 

В соответствии с модифицированной общей методикой IV (оксимное лигирование 

проводили в ацетатном буфере, содержащем 0.05 об. % Tween 80, буфер для очистки: 

0.05% PBST) 6H8 (0.18 мг, 1.2 нмоль) модифицировали реагентом 20 (6.1 мМ в DMSO, 1.1 

мкл, 6.7 нмоль). Получено 0.11 мг (0.73 нмоль, 61%) конъюгата 21 со средней степенью 

модификации 4.2. 

 

 

 
Конъюгат 17. Конъюгат был получен по двум методикам. В соответствии с общей 

методикой III антитело 6H8 (1.50 мг, 10.0 нмоль) было модифицировано реагентом 32. 

Получено 0.49 мг (3.3 нмоль, 33%) конъюгата 17 со средней степенью мечения 3.2. В 

соответствии с общей методикой IV (буфер для очистки: 0.01% PBST), антитело 6H8 (0.40 

мг, 2.7 нмоль) модифицировали реагентом 16 (5.0 мМ в DMSO, 4.0 мкл, 20 нмоль). 

Получено 0.11 мг (0.73 нмоль, 28%) конъюгата 17 со средней степенью мечения 3.7. 

 

 
Конъюгат 39. В соответствии с общей методикой III антитело 6H8 (0.90 мг, 6.0 

нмоль) было модифицировано реагентом 38. Получено 0.46 мг (3.1 нмоль, 51%) конъюгата. 
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Конъюгат 43. В соответствии с общей методикой III антитело 6H8 (1.07 мг, 7.1 

нмоль) было модифицировано реагентом 42. Получено 0.25 мг (1.7 нмоль, 23%) конъюгата 

со средней степенью мечения 2.5. 

 

 
Конъюгат 35. Антитело 6H8 (1.79 мг, 11.9 нмоль) было модифицировано реагентом 

34 в соответствии с видоизменённой общей методикой III: реагент 34 добавляли в 

количестве 4 эквивалентов порциями по 0.5 экв каждые 10 мин (общее время реакции – 80 

мин). Получено 0.54 мг (3.6 нмоль, 30%) конъюгата со средней степенью мечения 0.29. 

 

Конъюгат 55. Антитело 6H8 (1.09 мг, 7.25 нмоль) модифицировали в соответствии с 

изменённой общей методикой IV: после окисления антитело переводили в 20 мМ 
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ацетатный буфер (pH 5.0, 150 мМ NaCl) и обрабатывали реагентом 54 (38.1 нмоль). 

Очистку проводили в PBS. Было получено 0.64 мг (4.3 нмоль, 59%) конъюгата 55 со 

средней степенью мечения 3.0. 

 

Общая методика V: синтез конъюгатов антител посредством азид-алкинового 

циклоприсоединения. промотируемого напряжением (SPAAC). Раствор 

азадибензоциклооктинового производного красителя в DMSO добавляли к раствору 

конъюгата 6H8 в 200 мкл PBST (pH 7.4, 0.01 или 0.05 об. % Tween 80). Смесь 

перемешивали на орбитальном шейкере в течение 2 ч при 23 °C, после чего полученный 

конъюгат очищали на колонке с сефадексом G-50, уравновешенной в PBST (pH 7.4, 0.01 

или 0.05 об. % Tween 80). Выход и степень мечения конъюгата определяли 

спектрофотометрически. 

 

Конъюгат 12. Конъюгат 10 (0.15 мг, 1.0 нмоль) обрабатывали реагентом 11 (6.2 мМ 

в DMSO, 16.5 мкл, 102 нмоль) в соответствии с общей методикой V (буфер для очистки: 

0.01% PBST). Получено 0.075 мг (0.49 нмоль, 49%) конъюгата 12 со средней степенью 

мечения 3.7. 
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Конъюгат 15. Конъюгат 14 (0.053 мг, 0.35 нмоль) обрабатывали реагентом 11 (11.1 

мМ в DMSO, 14.5 мкл, 161 нмоль) в соответствии с общей методикой V (буфер для 

очистки: 0.05% PBST). Из-за высокой степени мечения конъюгата 15 невозможно 

определить его точное количество и степень мечения. В предположении, что реакция была 

количественной, было получено 0.053 мг (100%) конъюгата 15 со средней степенью 

мечения 21 (7.0 в расчёте на линкер с тремя флуорофорами). 

 

Конъюгат 19. Конъюгат 17 (степень мечения 3.7, 0.11 мг, 0.73 нмоль) обрабатывали 

реагентом 18 (1.78 мМ в DMSO, 7.0 мкл, 12.5 нмоль) в соответствии с общей методикой V 

(буфер для очистки: 0.01% PBST). Получено 0.081 мг (0.54 нмоль, 74%) конъюгата 19 со 

средней степенью мечения 3.0 (измерено по sCy5). 
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Конъюгат 22. Конъюгат 21 (0.044 мг, 0.29 нмоль) обрабатывали реагентом 18 (17 мМ 

в DMSO, 11 мкл, 187 нмоль) в соответствии с общей методикой V (буфер для очистки: 

0.05% PBST). Получено 0.031 мг (0.21 нмоль, 70%) конъюгата 22 со средней степенью 

мечения 7.4 по sCy5 (2.5 в расчете на линкер с тремя флуорофорами). 

 

Общая методика VI: синтез конъюгатов антител с помощью медь(I)-

катализируемого азид-алкинового циклоприсоединения 

В полипропиленовой микроцентрифужной пробирке объемом 1.5 мл смешивали 

раствор CuSO4 и THPTA в PBS (10.5 мкл, 1.1 мМ CuSO4, 5.5 мМ THPTA), раствор 

низкомолекулярного компонента (алкина или азида) в DMSO (14.5 мкл, реагент 10 – 0.39 

мМ, реагент 15 – 1.15 мМ) и водный раствор аскорбата натрия (6 мкл, 100 мМ). 

Реакционную смесь перемешивали на орбитальном шейкере в течение 15 мин, затем 

прибавляли 200 мкл раствора антитела в PBS, перемешивали в течение 1 ч. Конъюгат 

очищали на колонке с сорбентом Bio-Gel P-100, уравновешенной в PBS (pH 7.4); объем 

целевой фракции – 500 мкл. Выход и степень мечения конъюгата определяли 

спектрофотометрически. 
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Конъюгат 48. В соответствии с общей методикой VI конъюгат 17 (62 мкг, 0.41 

нмоль) со степенью мечения 0.70 был модифицирован реагентом 18. Получено 23 мкг (0.15 

нмоль, 37%) конъюгата, выход модификации количественный (по соотношению sCy3 и 

sCy5). 

 
Конъюгат 41. В соответствии с общей методикой VI конъюгат 39 (77 мкг, 0.51 

нмоль) был модифицирован реагентом 40. Получено 22 мкг (0.15 нмоль, 29%) конъюгата, 

степень модификации, измеренная по sCy3, составила 1.0. 

 
Конъюгат 44. В соответствии с общей методикой VI конъюгат 43 (20 мкг, 0.13 

нмоль) был модифицирован реагентом 40. Получено 9.1 мкг (0.059 нмоль, 46%) конъюгата, 

выход модификации составил 78%, общая степень модификации составила 2.5. 
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Иммуноферментный анализ 

На 96-луночный планшет для ИФА был сорбирован рекомбинантный белок PRAME 

в концентрации 100 нг в 100 мкл PBS на лунку. Лунки планшета были трижды промыты 

PBST, после чего антитело 6H8 и его конъюгаты (100 мкл на лунку в PBS с 1% BSA) были 

добавлены в различных концентрациях в двух повторениях. После инкубации на 

орбитальном шейкере в течение 1 ч при 23 °C и трех промывок PBST в лунки добавляли 

антимышиные Fc-специфические антитела, сконъюгированные с пероксидазой хрена 

(HRP) (100 мкл на лунку в PBS с 1% BSA). После инкубации на орбитальном шейкере в 

течение 1 ч при 23 °C и трехкратной промывки PBST добавляли раствор дихлорида орто-

фенилендиамина (OPD) (100 мкл на лунку). Реакцию останавливали добавлением 10% 

серной кислоты, измеряли оптическую плотность на 490 нм. 

Проточная цитометрия 

Для окрашивания мечеными антителами использовали клеточные линии THP-1, 

K562, MelP и WI-38 со сверхэкспрессией PRAME. Перед окрашиванием клетки отмывали 

от культуральной среды PBS с 1% BSA. После промывки клетки суспендировали в PBS с 

1% BSA до концентрации приблизительно 500000 на мл. Окрашивание проводили в 

образцах по 100 мкл клеточной суспензии, содержащих 1 мкг конъюгата антитела. 

Инкубацию проводили в течение 15 мин в темноте. После этого несвязавшиеся антитела 

отмывали PBS с 1% BSA. На проточном цитометре флуоресценцию регистрировали в 

каналах FITC (для флуоресцеина, λex = 488 нм, детектор 530/30) и APC (для sCy5, λex = 640 

нм, детектор 675/30).  

МТТ-тест 

Клетки культивировали в 96-луночных планшетах (3000 клеток на лунку) с сериями 

разведений конъюгатов 44 и 55, антитела 6H8, гидрохлорида доксорубицина, ММАЕ и 

конъюгатов 40 и 54 в стандартных условиях в течение 72 ч. После этого добавляли раствор 

бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолия (МТТ) и инкубировали в 

течение 2 ч, после чего среду удаляли, осадок формазана растворяли в ДМСО. Оптическую 

плотность (OD) измеряли на 540 нм, жизнеспособность клеток рассчитывали следующим 

образом:  

(ODобработанных клеток – ODпустой лунки)/(ODконтрольных клеток – ODпустой лунки) × 100%. 
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ВЫВОДЫ 

1. Синтезированы бифункциональные линкерные реагенты на основе тетраэтиленгликоля 

и пентаэритрита для сайт-специфической модификации антител (иммуноглобулина G). 

В состав линкера введены гидрофильные цианиновые красители для 

спектрофотометрического определения степени модификации. 

2. Получены N-этоксиэтилиден-защищённые оксиаминовые производные 

флуоресцентных красителей. Предложен метод модификации окисленных периодатом 

антител N-защищёнными оксиаминами с удалением этоксиэтилиденовой защитной 

группы in situ. С его помощью были получены флуоресцентные антитела к 

опухолевому белку PRAME и применены для детекции антигена на поверхности 

опухолевых клеток. 

3. Разработан подход к синтезу конъюгатов антитело-препарат путем комбинирования 

периодатного окисления гликанов антител и оксимного лигирования. Метод был 

применён к антителам к опухолевому белку PRAME. Показано, что белок PRAME 

может быть использован в качестве мишени для конъюгатов антитело-препарат. 
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