Получение гибридных структур на основе флуоресцентных красителей и пептидов pHLIP для адресной доставки к раковым клеткам
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В настоящее время нацеливание на кислотное микроокружение опухоли является развивающимся подходом для адресной доставки терапевтических агентов к злокачественным зонам. В отличие от поверхностных мишеней (рецепторов или специфических антигенов), тип которых обусловлен природой опухоли, избыток протонов у внеклеточной поверхности раковых клеток является их общим свойством. Данный подход реализуем при помощи пептидов семейства рНLIP (рН low insertion peptides), способных к встраиванию в клеточную мембрану при пониженных значениях рН [1].
В настоящей работе был получен ряд модельных и фототоксичных белковых конструкций, способных к связыванию с мембранами клеток при понижении рН. Данные конструкции представлены гибридными белками, содержащими флуоресцентный домен и рН-чувствительную часть, представленную пептидами рHLIP – природным пептидом pHLIP-WT и его мутантными вариантами VAR3 и ATRAM. Для получения модельных конструкций были синтезированы гены, содержащие в одной рамке считывания флуоресцентный белок EGFP и различные пептиды рHLIP (EGFP-pHLIP-WT, EGFP-VAR3, EGFP-ATRAM) и встроены в бактериальный вектор pET-24. Осуществлена наработка и выделение соответствующих конструкций в необходимых количествах. Проведено их тестирование на клеточной линии Hela, показано связывание данных конструкций при понижении рН.
Аналогично предыдущим были получены конструкции для терапии на основе фототоксичного флуоресцентного белка miniSOG и пептида pHLIP-WT (miniSOG- pHLIP-WT и pHLIP-WT-miniSOG), продемонстрировано их связывание с клеточной линией Hela, продемонстрированы фототоксичные свойства в ответ на облучение синим светом (405 нм).
Также была получена модельная конструкция, в которой рН-чувствительный пептид ATRAM на своих концах несет флуоресцентные метки, представленные флуоресцентным белком mCherry и зеленым красителем на основе BODIPY, образующих FRET-пару. При помощи данной конструкции планируется изучить механизм встраивания рН-чувствительного пептида в клеточную мембрану при понижении рН.
Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ в рамках научного проекта № 20-34-90019.
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