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Обнаружено, что использование нового штамма-продуцента Escherichia coli, экспрессирующего ре-
цептор гемина ChuA, позволяет получать геминсодержащий модульный нанотранспортер (МНТ)
для доставки лекарств в ядра клеток-мишеней. Такой геминсодержащий МНТ приобретает стаби-
лизированную форму, что приводит к увеличению его термостабильности и предотвращает агрега-
цию этого белка.
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Для адресной доставки лекарственных препа-
ратов ранее нами был разработан ряд модульных
нанотранспортеров (МНТ) для доставки лекарств
в ядра клеток-мишеней, в которых каждый из мо-
дулей выполняет заданную транспортную функ-
цию [1]. Лигандный модуль МНТ необходим для
связывания с рецепторами, сверхэкспрессиро-
ванными на поверхности клеток-мишеней (в
данной работе использован лиганд к меланокор-
тиновым рецепторам) [1]. После связывания с ре-
цепторами МНТ попадают в клетки путём рецеп-
тор-опосредованного эндоцитоза. Мембраноли-
тический модуль (на основе транслокационного
домена дифтерийного токсина), входящий в со-
став МНТ, позволяет МНТ выходить из эндосом
в гиалоплазму, тем самым, избегая деградации в
лизосомах [2]. Если необходима доставка в ядро,
то в состав МНТ включают сигнал ядерной лока-
лизации [1]. Все модули объединяет в единую
структуру модуль-носитель – гемоглобиноподоб-
ный белок из E. coli (HMP) [1].

Разработанные МНТ продемонстрировали
свою эффективность как в экспериментах in vitro
[3–7], так и in vivo [5–7]. Однако некоторые вари-
анты МНТ показали склонность к агрегации, что

затрудняет их многократное применение в связи
с известной из литературы [8] повышенной имму-
ногенностью агрегатов по сравнению с мономер-
ными молекулами. Известно, что НМР содержит
гидрофобный карман для встраивания гема [9].
Для гемсодержащих белков встраивание гема
приводит к заметному увеличению стабильности
белков и к уменьшению их склонности к агрега-
ции [10].

Синтез гема в клетках обычно является лими-
тирующей стадией, что может приводить к не-
полному встраиванию гема в гемсодержащий белок
[11]. Одним из вариантов решения этой проблемы
является добавление в среду предшественника
гема – 5-аминолевулиновой кислоты [11]. Однако
для встраивания гема во все или большинство мо-
лекул белка нужно использовать большие коли-
чества этого вещества, что приводит к значитель-
ному увеличению стоимости наработки белка.
Клетки E. coli из штамма 0157:H7 способны по-
глощать гем из среды благодаря имеющемуся у
них специальному рецептору ChuA [11]. Другие
штаммы E. coli тоже приобретают это свойство,
если их трансформировать плазмидой, кодирую-
щей этот рецептор [11]. Нами был применен этот
способ для получения штамма-продуцента МНТ,
что привело к увеличению встраивания гемина в
МНТ. Это, в свою очередь, привело к увеличению
стабильности не только отдельного модуля НМР
в составе МНТ, но и всей молекулы МНТ.

В качестве источника гена ChuA была исполь-
зована плазмида addgene #42539. C помощью
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стандартных молекулярно-биологических мето-
дов получен штамм BL21(DE3) c индуцибельной
экспрессией ChuA, который трансформирован
плазмидой, кодирующей МНТ с лигандом к ме-
ланокортиновым рецепторам [12]. К клеткам
E. coli, экспрессирующим гены СhuA и МНТ, пе-
ред индукцией добавляли гемин в концентрациях
6.3; 8 или 24 мкМ. Гемин (“Fluka”, “Sigma-Aldrich”)
растворяли в 100 мМ NaOH и добавляли к среде с
клетками. Индукцию экспрессии МНТ и СhuA
проводили 200 мкМ IPTG в течение 20 ч. Модуль-
ные нанотранспортеры выделяли и затем очища-
ли аффинной хроматографией на Ni-NTA-агаро-
зе, как описано ранее [2, 3]. Очистку МНТ до мо-
номерной фракции проводили гель-фильтрацией
на колонке Superdex 200 (“GE Healthcare Life Sci-
ences”).

Для изучения термостабильности белков
аликвоты МНТ инкубировали в термостате Bio
TDB-100 (“bioSan”) в течение 30 мин при задан-
ной температуре, после чего проводили электро-
форез в нативных условиях. Далее определяли
суммарные интенсивности полос за вычетом фо-
на, отвечающие мономерному МНТ, и, зная ин-
тенсивность полосы мономерного МНТ при низ-
ких температурах, определяли процент агрегатов
МНТ, образующихся при нагревании. Полный
эксперимент по изучению термостабильности
белков был проведен трижды.

Известно, что коэффициент мольной экс-
тинкции для гемсодержащего НМР составляет
88600 М–1 см–1 при 405 нм [9]. С учётом того, что
при этой длине волны он определяется поглоще-
нием гема, по известной концентрации МНТ и
коэффициенту мольной экстинкции был рассчи-
тан процент встраивания гемина в МНТ, который
увеличивался по мере увеличения концентрации
гемина в среде с клетками. Так, при увеличении

этой концентрации в ряду 0; 6.3; 8 и 24 мкМ он
возрастает в ряду 7.7; 23.9; 37.5 и 74.7%. Таким об-
разом, изменением концентрации гемина в среде
с клетками можно регулировать эффективность
встраивания гемина в МНТ.

На хроматограмме гельфильтрации МНТ на-
блюдается пик на 40–47 мин, отвечающий образо-
ванию крупных (больше 600 кД) агрегатов (рис. 1а).
При встраивании в МНТ гемина (к клеткам до-
бавлено 24 мкМ гемина) этот пик пропадает
(рис. 1б), а остаются только пики, соответствую-
щие мономерам белка (рис. 1б, пик на 62–78 мин)
и незначительному количеству димерных форм
(рис. 1б, пик на 55–62 мин). Таким образом,
встраивание гемина в НМР приводит к уменьше-
нию склонности к агрегации всей молекулы
МНТ, что свидетельствует о том, что модуль-но-
ситель вносит основной вклад в склонность МНТ
к агрегации.

Известно, что встраивание гемина в гемсодер-
жащие белки приводит к увеличению химиче-
ской стабильности и термостабильности этих
белков [13]: температура, при которой наблюдает-
ся денатурация белка, может возрастать больше
чем на 10 °С [13]. Денатурация белка приводит к
его агрегации, поэтому, изучая зависимость доли
агрегатов от температуры, можно определить,
при каких температурах происходит денатурация
белка.

Встраивание гемина в модуль-носитель моле-
кулы МНТ (НМР) приводит к существенному
увеличению температуры, при которой наблюда-
ется денатурация МНТ (рис. 2). Так, встраивание
гемина приводит к увеличению температуры, при
которой образуется 50% агрегатов, на 10°С (рис. 2).
Таким образом, встраивание гемина увеличивает
не только стабильность НМР, но и всей молекулы
МНТ.

Рис. 1. Хроматограммы белков МНТ (а) и МНТ-гемин (б), полученные на колонке для гель-фильтрации Superdex 200.
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Ещё одним важным следствием получения
препаратов МНТ с повышенной термостабиль-
ностью является возможность использования бо-
лее широкого круга комплексонов при присоеди-
нении эмиттеров электронов Оже к МНТ при со-
здании средств лечения онкологических
заболеваний и сокращение времени получения
меченных этими эмиттерами препаратов.

В результате проведенной работы в новом
штамме-продуценте был получен модульный на-
нотранспортер, в который была встроена молеку-
ла гемина. При встраивании гемина термоста-
бильность МНТ повышается на 10 °С и исчезают
агрегаты МНТ.
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It was found that the use of a new strain-producer Escherichia coli, expressing the heme receptor ChuA, al-
lows obtaining a hemin-containing modular nanotransporter (MNT) for drug delivery into the nuclei of tar-
get cells. The hemin-containing MNT becomes stabilized that leads to increasing in its thermal stability and
prevents aggregation of this protein.
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Рис. 2. Зависимости доли белковых агрегатов от тем-
пературы для МНТ (1) и МНТ с гемином (2). Показаны
среднеквадратичные ошибки измерений (±SE, n = 3).
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