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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

РЕФЕРАТ Онкологические заболевания представляют серьезную проблему здравоохранения, поэтому 
актуальной остается разработка новых подходов к терапии опухолей. Таргетная терапия опухолей 
с использованием конъюгатов антител с лекарственными препаратами (ADC) уже показала свою эф-
фективность. Перспективной онко-ассоциированной мишенью для соединений данного класса является 
ганглиозид GD2, однако его свойства, важные для реализации цитотоксической активности ADC, из-
учены недостаточно. В представленной работе изучали механизмы рецептор-опосредованного эндоци-
тоза конъюгата анти-GD2-антитела ch14.18 и препарата класса ауристатинов MMAE, а также способы 
его модуляции с помощью набора ингибиторов. Показано, что анти-GD2-ADC эффективно интерна-
лизуются в опухолевые клетки посредством разных путей эндоцитоза, включая клатрин- и кавеолин-
опосредованные пути и макропиноцитоз, что определяется типом опухолевых клеток. Эффективность 
накопления ADC напрямую зависит от уровня экспрессии GD2 на поверхности опухолевой клетки 
и определяется свойствами исходных антител без значимого влияния препарата MMAE. Ингибиторы 
эндоцитоза способны модулировать функциональные свойства анти-GD2-ADC, приводя как к сни-
жению, так и к повышению цитотоксических эффектов конъюгатов в GD2-позитивных клетках. 
Специфичный ингибитор кавеолин-опосредованного эндоцитоза, нистатин, повышал накопление ADC 
в клетках и снижал значение IC50 в 1.5–2.5 раза в зависимости от клеточной линии. Хотя введение ни-
статина вместе с анти-GD2-ADC не привело к усилению ингибирования роста опухоли по сравнению 
с монотерапией ADC в GD2-позитивной мышиной модели опухоли, дальнейшая оптимизация условий 
комбинированной терапии, направленная на повышение рецептор-опосредованного эндоцитоза, пред-
ставляется перспективной для повышения противоопухолевых эффектов анти-GD2-ADC.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА интернализация, эндоцитоз, ганглиозид GD2, моноклональные антитела, конъюгаты 
антител с лекарствами, таргетная терапия опухолей.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DOL (degree of labelling) – cтепень пришивки флуорофора; mАb – моноклональ-
ные антитела; CME – клатрин-опосредованный эндоцитоз (clathrin-mediated endocytosis); CvME – ка-
веолин-опосредованный эндоцитоз (caveolin-mediated endocytosis).

УДК 615.038

Влияние ингибиторов 
эндоцитоза на цитотоксические 
и противоопухолевые эффекты 
анти-GD2-ADC

М. М. Титов1, И. В. Холоденко2, Д. В. Калиновский1, А. О. Макарова1,2, Д. Ю. Рязанцев1, 
Е. В. Свирщевская1, С. М. Деев1,3,4, Р. В. Холоденко1,5*

1Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Государственный 
научный центр Российской Федерации Институт биоорганической химии 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, 
117997 Россия 
2Федеральное государственное бюджетное научное учреждение 
«Научно-исследовательский институт биомедицинской химии имени В.Н. Ореховича», 
Москва, 119121 Россия
3Национальный исследовательский Мордовский государственный университет 
имени Н.П. Огарева, Саранск, 430005 Россия
4Институт фундаментальной медицины и биологии ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) 
федеральный университет», Казань, 420008 Россия 
5ООО «Реал Таргет», Москва, 108841 Россия
*E-mail: khol@mail.ru
Поступила в редакцию 08.12.2025
Принята к печати 07.04.2026
DOI: 10.32607/actanaturae.27900



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 2 (69) 2026 | ACTA NATURAE | 117

ВВЕДЕНИЕ
Онкологические заболевания, ежегодно уносящие 
жизни миллионов людей, занимают второе место 
среди причин смертности в мире, уступая только 
сердечно-сосудистым заболеваниям [1]. В течение 
длительного периода традиционные методы, такие 
как лучевая терапия и химиотерапия, служили ос-
новой для лечения широкого спектра онкологиче-
ских заболеваний [2]. Однако эти подходы не обла-
дают достаточной специфичностью и имеют узкий 
терапевтический индекс, что приводит к серьезным 
побочным эффектам из-за неспецифического воз-
действия препарата на здоровые ткани и ограничи-
вает эффективность их клинического применения [3]. 
Иммунотерапия с использованием моноклональных 
антител (mAb) позволила обеспечить специфичное 
воздействие на опухолевые клетки, что значитель-
но снизило побочные эффекты и изменило подходы 
к терапии опухолей, сделав их более безопасными 
[4]. Однако терапия моноклональными антителами 
в ряде случаев имеет ограниченную эффективность 
по сравнению с традиционной химиотерапией [5]. 

Неудовлетворенная медицинская потребность, за-
ключающаяся в отсутствии эффективных и безопас-
ных противоопухолевых терапевтических препара-
тов, способных локализовать свое цитотоксическое 
действие в очаге опухолевого роста и обладающих 
сниженным токсическим воздействием на здоровые 
ткани, привела к многолетней разработке и, в конеч-
ном итоге, к успешной реализации стратегии конъ-
югатов антител с лекарствами (ADC) [6, 7]. В кли-
нических испытаниях и стандартной клинической 
практике были показаны преимущества ADC в срав-
нении с комбинированной терапией опухолей немо-
дифицированными антителами и химиопрепаратами. 
Существуют предпосылки к тому, что ADC станут 
наиболее востребованными препаратами таргетной 
терапии опухолей уже в ближайшие годы [8, 9]. 

В выборе молекулы-мишени для разрабаты-
ваемой ADC важную роль играет ее способность 
к интернализации после формирования комплекса 
антиген–антитело [10]. Скорость и эффективность 
эндоцитоза опухолевого маркера в значительной 
степени определяет эффективность ADC. Для про-
явления цитотоксической активности препарата 
необходима его интернализация и попадание в ли-
зосомы, где происходит высвобождение лекарствен-
ного средства из конъюгата, после чего оно воз-
действует на опухолевую клетку. При активном 
эндоцитозе ADC происходит большее накопление 
и высвобождение действующего вещества, приво-
дящее к быстрой элиминации опухолевых клеток 
[11]. Эффективность эндоцитоза комплекса ADC/
опухолевый маркер зависит от свойств антиге-

на и от специфичного к нему антитела, входящего 
в состав ADC. Лекарственный препарат в конъюгате 
также может влиять на интернализацию и внутри-
клеточный трафик ADC [12, 13]. 

Все это делает разработку подходов, направлен-
ных на усиление рецептор-опосредованного эндоци-
тоза, актуальной для различных направлений про-
тивоопухолевой терапии, включая разработку ADC 
[14]. Одним из таких подходов является модуляция 
молекулярных путей эндоцитоза. 

Так, показано, что нистатин, ингибитор кавеолин-
опосредованного эндоцитоза (CvME), способствовал 
усилению цитотоксических и противоопухолевых 
эффектов анти-EGFR-ADC in vitro и in vivo [15]. 
Наблюдаемые эффекты нистатина объясняются, по-
видимому, большей эффективностью классического 
клатрин-опосредованного эндоцитоза (CME) относи-
тельно CvME, а также и тем, что при блокаде CvME 
более быстрый механизм интернализации обеспе-
чивает большее накопление и высвобождение цито-
токсического препарата внутри опухолевой клетки. 
Переключение эндоцитоза с CvME на CME при дей-
ствии нистатина приводило к повышению интерна-
лизации и активности эндостатина в эндотелиальных 
клетках [16]. Химические ингибиторы эндоцитоза 
оказывали значительное влияние на интернализацию 
липоплексов и полиплексов [17, 18]. Ингибирование 
CME хлорпромазином (CPZ) и при истощении ио-
нов калия приводило к подавлению эндоцитоза ли-
поплексов DOTAP/DNA в опухолевые клетки линий 
A549 и HeLa. Применение ингибиторов CvME фили-
пина и генистеина не оказывало значимого эффекта 
на накопление липоплексов в опухолевых клетках. 
При интернализации полиплексов PEI/DNA снижа-
лась эффективность эндоцитоза всех использован-
ных ингибиторов. Полученные результаты показыва-
ют важность CME для интернализации липоплексов 
и вовлеченность обоих механизмов в эндоцитоз по-
липлексов [17]. На клетках SK-HEP1 аденокарцино-
мы печени человека показано, что ингибиторы CME 
и макропиноцитоза приводили к снижению накопле-
ния липосом, содержащих холестерин, в то время 
как ингибиторы CvME – нистатин и филипин III – 
вызывали усиление эндоцитоза этих липосом в опу-
холевые клетки [18]. 

Нами показано, что опухолевый маркер ганглио-
зид GD2 является перспективной мишенью для соз-
дания ADC, поскольку GD2 экспрессируется на вы-
соком уровне на клетках опухолей разного типа 
и на минимальном на нормальных клетках. Кроме 
того, для опухолевых клеток характерен высокий 
уровень эндоцитоза ганглиозида GD2 в комплексе 
с GD2-специфичными антителами различного фор-
мата [19, 20]. Комплекс антитело–GD2 интернали-
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зуется по смешанному механизму, включающему 
CME, CvME и макропиноцитоз [21]. 

Цель данной работы состояла в изучении влияния 
модуляции эндоцитоза на цитотоксические свой-
ства и противоопухолевые эффекты анти-GD2-ADC 
in vitro и in vivo. Было проведено сравнение меха-
низмов эндоцитоза анти-GD2-mAb и ADC в опухо-
левые клетки различных GD2-позитивных линий, 
определено влияние ингибиторов CME, CvME и ма-
кропиноцитоза на цитотоксические эффекты анти-
GD2-ADC в GD2-позитивных опухолевых линиях, 
а также на мышиной модели GD2-позитивного рака 
проанализировано влияние нистатина, специфично-
го ингибитора CvME.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использованы GD2-специфичные антите-
ла Ch14.18 (Dinutuximab), нистатин (nystatin, Nyst), 
mcvcMMAE (MC-Val-Cit-PABC-MMAE), метил-
β-циклодекстрин (methyl β-cyclodextrin, MβCD), 
хлорпромазин (chlorpromazine, CPZ), цитохала-
зин D (cytochalasin D, CytoD) (MedChemExpress, 
США); ганглиозид GD2, 3-[[4,5]-dimethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), Трис, 
EDTA, меченные пероксидазой хрена (HRP) ан-
титела против иммуноглобулинов человека, 
трис(2-карбоксиэтил)фосфингидрохлорид (TCEP), 
Tween-20 (Sigma-Aldrich, США); фетальная сы-
воротка крупного рогатого скота (FBS; HyClone, 
США); RPMI-1640, DMEM-F12, пенициллин, стреп-
томицин, раствор Трипсин/Версена, L-глутамин, 
PBS («ПанЭко», Россия); 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин 
(TMB-субстрат) (1-Step Ultra TMB-ELISA Solution) 
(Thermo Fisher, США); сухое обезжиренное молоко 
(Roth, Германия).

Модификация GD2-специфичных mAb и ADC 
pH-чувствительным красителем 
Получение и очистку анти-GD2-ADC и анти-GD2-
mAb, меченных pH-чувствительным красителем 
pHAb Dye (mAb-pHAb), проводили по протоколам, 
описанным ранее [19, 21]. 

Для получения конъюгата, содержащего одновре-
менно pH-чувствительный краситель и ингибитор 
полимеризации микротрубочек MMAE (анти-GD2-
ADC-pHAb), активированный малеимидом токсин 
MMAE и краситель pHAb Dye в равных соотношени-
ях добавляли к раствору антител (молярный избыток 
лекарства и красителя к белку составлял 5 : 1) и ин-
кубировали в течение 2 ч при 37°С с перемешивани-
ем на шейкере. Для очистки конъюгата от непроре-
агировавших mcvcMMAE и pHAb Dye использовали 
эксклюзионные колонки Zeba Spin Desalting Column, 
7K MWCO. Конъюгаты стерилизовали фильтрацией 

через 0.22 мкм мембрану. Степень пришивки DOL 
(degree of labelling, DOL) pHAb Dye к антителу рас-
считывали посредством УФ-видимой спектроскопии 
в соответствии с методикой, предоставленной произ-
водителем Promega (США). 

Эксклюзионная хроматография (SEC)
Чистоту и степень агрегации полученных конъюга-
тов определяли методом SEC по протоколу, описан-
ному ранее [22]. Анализ проводили на хроматографе 
SCG-P-030-V8 (Yocell Biotechnology, Китай) на колон-
ках Superdex 200 Increase 10/300 GL (Cytiva, США) 
или TSK-GEL 2000SW I.D × L. 7.5 × 600 мм Spherogel 
(Beckmann, США) при скорости потока 0.5 и 1 мл/мин 
соответственно. В качестве элюента использовали 
PBS с добавлением 15% ацетонитрила. Обработку 
хроматограмм проводили, используя программное 
обеспечение SCG (Yocell Biotechnology, Китай).

Связывание анти-GD2-mAb-pHAb и ADC-pHAb c 
ганглиозидом GD2 методом прямого ИФА
Оценку связывания проводили методом, описанным 
ранее [23], с рядом дополнений. В лунки с сорби-
рованным GD2 добавляли различные разведения 
анти-GD2-mAb и анти-GD2-ADC, а также их pHAb 
Dye-меченных производных. По окончании инкуба-
ции добавляли антивидовые HRP-меченные анти-
тела (титр 1 : 6000). После инкубации и отмывок 
в лунки вносили раствор TMB. Измерение поглоще-
ния проводили при 450 нм на планшетном спектро-
фотометре DEL-100 (Miulab, Китай).

Клеточные линии
В работе использовали мышиную клеточную линию 
меланомы B78-D14; клеточные линии нейробласто-
мы IMR-32, глиомы Т98G и рака молочной железы 
Hs578t человека (коллекция ИБХ РАН). Клеточная 
линия GD2-позитивной меланомы B78-D14 мыши, 
полученная путем трансфекции GD2-негативной 
линии B16 генами, кодирующими GD3- и GD2-
синтазы [24], любезно предоставлена David Schrama 
(Университетская клиника Вюрцбурга, Германия). 

Клетки линий IMR-32, Т98G и Hs578t культи-
вировали в среде DMEM/F12 с добавлением 10% 
FBS, L-глутамина и антибиотиков в инкубаторе 
с 5% CO2 при температуре 37°C. Клеточные линии 
B16 и B78-D14 культивировали в среде RPMI-1640 
с аналогичными добавками. 

Интернализация анти-GD2-mAb-pHAb 
и ADC-pHAb методами спектрофлуориметрии 
и проточной цитометрии
Cпектрофлуориметрический анализ интернализа-
ции конъюгатов в опухолевые клетки проводили 
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согласно [21] с дополнениями. Клетки рассаживали 
в лунки 96-луночного планшета (Greiner, Австрия), 
через 24 ч среду заменяли и добавляли серийные 
разведения анти-GD2-mAb-pHAb или анти-GD2-
ADC-pHAb (начиная с концентрации 50 нМ с по-
следующими разведениями в 2 раза), инкубировали 
в течение 24 ч. После инкубации и 2-кратной от-
мывки в PBS проводили измерения на флуорес-
центном планшетном ридере GloMax-Multi Detection 
System (Promega) с использованием фильтра Ex 
525 нм/Em 580–640 нм. 

Для цитофлуориметрического анализа интерна-
лизации клетки рассаживали в лунки 12-луночного 
планшета (Greiner, Австрия), через 24 ч среду за-
меняли и добавляли анти-GD2-mAb-pHAb и ADC-
pHAb (5 мкг/мл). При использовании ингибиторов 
эндоцитоза клетки предварительно инкубировали 
с ними в течение 30 мин перед добавлением конъ-
югатов. Инкубацию осуществляли в течение 6 
или 24 ч, после чего клетки снимали с пластика 
раствором Трипсина/Версена и отмывали в PBS. 
Измерения образцов проводили на проточном ци-
тофлуориметре LongCyte C3080 (Beijing Challen 
Biotechnology Co, Китай). В каждом образце ре-
гистрировали не менее 5 × 103 клеток. Обработку 
результатов проводили с использованием програм-
мы FlowJo 10.8.1 (Becton, Dickinson and Company, 
США). Для оценки влияния ингибиторов эндоци-
тоза определяли % интернализации – рассчиты-
вали относительную интенсивность флуоресцен-
ции (RFI, relative fluorescence intensity) каждого 
экспериментального образца, равную отношению 
средней интенсивности флуоресценции (MFI, mean 
fluorescence intensity) в образце к MFI контро-
ля аутофлуоресценции. RFI образца, окрашенного 
анти-GD2-mAb-pHAb (или ADC-pHAb), принимали 
равным 100% интернализации, а % интернализации 
образцов с добавлением ингибитора рассчитывали 
как отношение RFI I/RFI K × 100, где I – образец 
клеток, инкубированных с ингибитором эндоцитоза 
и анти-GD2-mAb-pHAb (или ADC-pHAb), а К – об-
разец клеток, инкубированных только с анти-GD2-
mAb-pHAb (или ADC-pHAb). 

Влияние ингибиторов эндоцитоза 
на цитотоксические эффекты анти-GD2-ADC 
Влияние ингибиторов эндоцитоза на цитотоксиче-
ские эффекты анти-GD2-ADC изучали с использо-
ванием МТТ-теста со стандартной колориметриче-
ской процедурой [25]. 

Предварительно оценивали цитотоксичность ин-
гибиторов эндоцитоза на выбранных клеточных 
линиях в МТТ-тесте. Клетки инкубировали с се-
рийными разведениями ингибиторов в течение 

72 ч. После проведения стандартных процедур из-
меряли оптическое поглощение раствора формазана 
на планшетном спектрофотометре DEL-100 (Miulab, 
Китай) при длине волны 570 нм. Определяли IC50 
и IC20 каждого ингибитора.

Для изучения влияния ингибиторов эндоцитоза 
на цитотоксические эффекты анти-GD2-ADC клет-
ки предварительно инкубировали с ингибиторами 
эндоцитоза в концентрациях, равных IC20, в течение 
30 мин при 37°C, после чего добавляли ADC в се-
рийных разведениях. Клетки инкубировали с пре-
паратами в течение 72 ч и определяли оптическое 
поглощение как описано выше. Жизнеспособность 
клеток рассчитывали по формуле (OD обработанных 
анти-GD2-ADC клеток – OD пустых лунок)/(OD 
контрольных клеток – OD пустых лунок) × 100%, 
где OD пустых лунок это OD в контрольных лунках 
без клеток, в которые добавлены MTT и DMSO. 

При расчете жизнеспособности клеток, предвари-
тельно инкубированных с ингибиторами эндоцитоза, 
за OD контрольных клеток принимали поглощение 
клеток, инкубированных с соответствующим инги-
битором, но без анти-GD2-ADC.

Влияние нистатина на противоопухолевые 
эффекты анти-GD2-ADC in vivo 
Влияние нистатина на противоопухолевую актив-
ность анти-GD2-ADC изучали на сингенной GD2-
позитивной мышиной модели меланомы B78-D14. 
Использовали самок мышей линии C57BL/6 в воз-
расте 6–8 недель. Все эксперименты с мышами 
были одобрены Комитетом по животным ГНЦ ИБХ 
РАН (протокол № 325, 2021) и проводились в соот-
ветствии с рекомендациями AAALAC. 

Подкожные опухоли индуцировали путем ино-
куляции 4 × 106 клеток B78-D14 в правый бок 
мыши. Мыши были случайным образом разделены 
на три группы (n = 4 в группе). Через 10 дней по-
сле подсадки средний размер опухолей в группах 
составлял около 100 мм3. В первой и второй груп-
пах мыши получали три внутривенных инъекции 
анти-GD2-ADC (DAR 4) в дозе 5 мг/мл с интервалом 
4 дня. Мышам второй группы кроме анти-GD2-ADC 
внутрибрюшинно вводили нистатин в дозе 4 мг/мл 
по аналогичной схеме (три введения с интервалом 
в 4 дня). Мышам третьей контрольной группы вво-
дили PBS по аналогичной схеме. 

Объем опухолей измеряли не менее 2 раз в не-
делю посредством модифицированной эллипсоидной 
формулы V = (длина × ширина2)/2, где длина и ши-
рина – наибольший и второй по величине перпен-
дикулярные друг другу линейные размеры опухоли 
соответственно [26]. Всех животных умерщвляли, 
когда средний объем опухолей контрольной группы 
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составлял около 2000 мм3. Параметр ингибирова-
ния роста опухоли [(TGI, %) = (1 – среднее измене-
ние объема опухоли в экспериментальной группе / 
среднее изменение объема опухоли в контрольной 
группе) × 100%] использовали для определения % 
ингибирования и оценки противоопухолевой эффек-
тивности [27]. 

Статистический анализ 
Графики были созданы с использованием программ-
ного обеспечения SigmaPlot, MS Excel и GraphPad 
Prism 8. Данные представлены как среднее значение 
± SEM, по крайней мере в трех независимых экс-
периментах или как один репрезентативный экспе-
римент из трех. Статистический анализ проводили 

с использованием t-критерия Стьюдента. Уровни зна-
чимости p < 0.05 считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Получение и анализ анти-GD2-mAb и анти-
GD2-ADC, конъюгированных с рH-зависимым 
флуоресцентным красителем pHAb Dye
Ранее нами было показано, что GD2-специфичные 
антитела и их фрагменты имеют высокую сте-
пень интернализации GD2-позитивными клетками, 
а удобным инструментом для анализа эндоцитоза 
антител и их попадания в лизосомы является pH-
чувствительный флуоресцентный краситель (pHAb 
Dye) [21]. Для сравнения механизмов и эффектив-

Рис. 1. Получение и анализ анти-GD2-mAb-pHAb и ADC-pHAb. A – общая схема получения конъюгатов анти-
GD2-mAb и ADC с pH-чувствительным красителем pHAb Dye. Б – UV-VIS-анализ DOL в конъюгатах анти-GD2-
mAb-pHAb и ADC-pHAb. Спектры поглощения анти-GD2-mAb-pНAb (молярное соотношение в реакции pHAb: 
mAb = 5 : 1), анти-GD2-ADC-pHAb (молярное соотношение в реакции pHAb : mcvcMMAE : mAb = 5 : 5 : 1) 
и анти-GD2-mAb, нормированные на длине волны 280 нм. В – спектры поглощения анти-GD2-mAb, pHAb 
и mcvcMMAE в концентрациях, используемых в реакции конъюгации. Г – эксклюзионная хроматография  
конъюгатов анти-GD2-mAb, mAb-pHAb и ADC-pHAb. Цифрами указано время выхода белка
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ности интернализации антител и ADC на их осно-
ве получены анти-GD2-mAb и анти-GD2-ADC, ме-
ченные рН-чувствительным красителем. В реакции 
с токсином MMAE и/или красителем pHAb исполь-
зовали полноразмерные GD2-специфичные химер-
ные антитела ch14.18. Общая схема реакции полу-
чения конъюгатов представлена на рис. 1А.

Для получения сравнимой степени пришивки DOL 
pH-чувствительного флуорофора к анти-GD2-mAb 
и анти-GD2-ADC проведен подбор оптимальных со-
отношений белка и малых молекул. Средние DOL 
для анти-GD2-mAb-pHAb и ADC-pHAb рассчитыва-
ли посредством УФ-видимой спектроскопии с оцен-
кой оптического поглощения на длинах волн 280 
и 532 нм. В результате получили конъюгаты со срав-
нимой DOL флуорофора для анти-GD2-mAb-рНAb 
и анти-GD2-ADC-рНAb, которая составляла 2.8 и 2.4 
соответственно (рис. 1Б). Ингибитор ММАЕ в соста-
ве анти-GD2-ADC-pHAb не вносил вклад в оценку 
DOL, поскольку имеет пренебрежимо малое оптиче-
ское поглощение на указанных длинах волн (рис. 2В). 

Конъюгация рН-чувствительного флуорофора 
с анти-GD2-mAb, а также совместная пришивка 
pHAb Dye и ингибитора ММАЕ к антителам не сни-
жала стабильность антитела даже при высоких со-
отношениях красителя к белку и не приводила к об-
разованию агрегатов или к фрагментации антител. 
После стандартных процедур очистки содержа-
ние агрегатов и низкомолекулярных компонентов 
не превышало 5% для всех полученных конъюга-
тов по данным SEC. Время выхода анти-GD2-mAb-
pHAb и ADC-pHAb было более ранним относитель-
но исходных антител, что объясняется их большей 
молекулярной массой (рис. 1Г).

Проведена оценка связывания анти-GD2-
mAb-pHAb и анти-GD2-ADC-pHAb с GD2 в сравне-
нии с исходными GD2-специфичными антителами. 
Результаты прямого ИФА представлены на рис. 2Б. 
Модификация белка малеимид-активированны-
ми препаратом ММАЕ и/или pH-чувствительным 
красителем не повлияла на способность антитела 
взаимодействовать с ганглиозидом GD2, что свиде-
тельствует о сохранности их антигенсвязывающей 
способности после проведения модификаций по ти-
ольным группам белка.

С целью оценки цитотоксических свойств конъ-
югата анти-GD2-ADC-pHAb в сравнении с анало-
гичным анти-GD2-ADC, полученным с использо-
ванием MMAE в тех же условиях и соотношениях 
с белком, но без красителя pHAb, имеющим DAR 
3, был поставлен МТТ-тест (рис. 2Б). Расчет DAR 
в конъюгате анти-GD2-ADC-pHAb с использовани-
ем UV-VIS-анализа затруднен из-за перекрываю-
щегося поглощения токсина ММАЕ с красителем 
pHAb на длине волны 253 нм, которое применя-
ется для расчета DAR. Однако исходя из сравни-
мой цитотоксичности анти-GD2-ADC-pHAb (IC50 
3.1 нМ) и стандартного анти-GD2-ADC c DAR 3 
(IC50 = 2.2 нМ) можно заключить, что краситель 
pHAb не препятствует пришивке токсина ММАЕ, 
а конъюгат ADC-pHAb имеет высокую цитотокси-
ческую активность (рис. 2Б).

Сравнение эффективности эндоцитоза анти-
GD2-mAb и анти-GD2-ADC в опухолевые клетки
В полученных анти-GD2-mAb-pHAb и ADC-pHAb 
DOL красителя было сравнимым и  составля-
ло около трех молекул pHAb на молекулу белка. 

Рис. 2. Оценка антигенсвязывающих и цитотоксических свойств конъюгатов. А – прямой иммуноферментный 
анализ, на подложке сорбирован ганглиозид GD2. Добавлены серийные разведения анти-GD2-mAb, анти-GD2-
mAb-pHAb и анти-GD2-ADC-pHAb. Б – цитотоксические эффекты анти-GD2-ADC (DAR 3) и анти-GD2-ADC-pHAb 
в МТТ-тесте. Клетки линии B78-D14 инкубировали с индукторами в течение 72 ч
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Эффективность интернализации конъюгатов срав-
нивали с использованием методов проточной цито
флуориметрии и спектрофлуориметрии (рис. 3).

На гистограммах (рис. 3А) представлены данные 
проточной цитофлуориметрии, где красным цве-
том отмечена флуоресценция контрольных образ-
цов (К ауто), а желтым и синим – флуоресценция 
клеток после инкубации с анти-GD2-mAb-pHAb 
и ADC-pHAb соответственно. Оба конъюгата пока-
зали высокую и схожую интернализацию в клетки 
линии В78-D14 RFI mAb-pHAb и ADC-pHAb соста-
вила 201 ± 25 и 190 ± 30 соответственно. Для кле-
ток IMR-32 также характерна эффективная ин-
тернализация анти-GD2-mAb-pHAb (RFI 47.2 ± 7) 
и ADC-pHAb (RFI 49.1 ± 8). Флуоресценция краси-
теля pHAb в случае клеток линий T98G (RFI mAb-
pHAb 3.3 ± 0.8; RFI mAb-ADC 3.2 ± 1.2) и Hs578t 
(RFI mAb-pHAb 8.9 ± 2.6; RFI mAb-ADC 9.8 ±3.4) 
была слабее, что говорит о менее эффективном эн-
доцитозе GD2‑связывающих молекул в эти клетки. 
Эффективность эндоцитоза mAb-pHAb и ADC-pHAb 
в полной мере соотносится с уровнем экспрессии 
GD2 на плазматической мембране клеток. Уровень 
экспрессии GD2 падает в ряду В78-D14, IMR-32, 
T98G и Hs578t [19]. Спектрофлуориметрический ана-
лиз интернализации подтвердил данные проточной 
цитофлуориметрии, показав схожий уровень интер-
нализации mAb-pHAb и ADC-pHAb, повышенный 
в клетках линий В78-D14 и IMR-32 и менее выра-
женный в клетках линий T98G и Hs578t (рис. 3Б).

Наиболее важным результатом является тот 
факт, что степень интернализации анти-GD2-mAb 
и ADC одинакова в различных клеточных линиях, 

а эффективность накопления ADC напрямую кор-
релирует с уровнем экспрессии GD2. Эндоцитоз 
ADC определяется свойствами исходных антител 
без значимого влияния лекарственного препарата, 
входящего в его состав.

Сравнение механизмов эндоцитоза анти-GD2-mAb 
и анти-GD2-ADC в опухолевые клетки
Механизмы эндоцитоза анти-GD2-mAb и анти-GD2-
ADC определяли с использованием ингибиторов 
CME и макропиноцитоза – хлорпромазина (CPZ) 
и цитохалазина D (СytoD), а также ингибиторов 
CvME – метил-β-циклодекстрина (MβCD) и ниста-
тина (Nyst). CPZ нарушает GTPазную активность 
динамина, ингибируя преимущественно CME [28], 
СytoD препятствует полимеризации актина, блоки-
руя в первую очередь макропиноцитоз и фагоцитоз 
[29]. MβCD действует на липидные рафты, способ-
ствуя удалению холестерина с поверхности плазма-
тической мембраны, что приводит к ингибированию 
CvME [30], а также влияет на CME и макропиноци-
тоз [31, 32]. Nyst является стероидсвязывающим со-
единением, которое разобщает взаимодействие ка-
веол и холестерина в мембране. В отличие от MβCD, 
Nyst считается селективным ингибитором CvME, 
не влияя на другие механизмы эндоцитоза [33, 34].

Клетки линий B78-D14, IMR-32, T98G и Hs578t 
инкубировали с ингибиторами эндоцитоза в выбран-
ных концентрациях, не превышающих IC20 (1 мМ 
MβCD, 40 мкМ Nyst, 0.5 мкМ СytoD и 7.5 мкМ CPZ), 
затем к ним добавляли анти-GD2-mAb и ADC, ме-
ченные pH-чувствительным красителем, через 24 ч 
проводили измерения на проточном цитофлуориме-
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Рис. 3. Сравнение эффективности интернализации анти-GD2-mAb-pHAb и анти-GD2-ADC-pHAb в клеточных 
линиях В78-D14, IMR-32, T98G и Hs578t после инкубации в течение 24 ч. Цитофлуориметрический (А) и спектро
флуориметрический (Б) анализ
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Рис. 4. Влияние инги-
биторов эндоцитоза 
на эффективность 
интернализации 
анти-GD2-mAb и ADC, 
меченных pH-
чувствительным кра-
сителем, в клеточных 
линиях В78-D14 (А), 
IMR-32 (Б), T98G (В) 
и Hs578t (Г) после 
инкубации в течение 
24 ч. За 100% интерна-
лизации принято значе-
ние RFI контрольного 
образца с добавлением 
анти-GD2-mAb-pHAb 
или ADC-рНAb
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тре. Оценивали уровень интернализации и эффекты 
ингибиторов эндоцитоза (рис. 4).

Влияние ингибиторов эндоцитоза на интернали-
зацию анти-GD2-mAb и ADC совпадало для всех 
использованных клеточных линий, при этом меха-
низмы эндоцитоза этих молекул значительно раз-
личались в зависимости от типа клеток. Ингибитор 
CME CPZ подавлял эндоцитоз mAb и ADC в клетки 
линий В78-D14 (% ингибирования 45 ± 6.5 и 53 ± 8.5 
соответственно), T98G (% ингибирования 34 ± 6.5 
и 32 ± 7.4 соответственно) и Hs578t (% ингибирова-
ния 45 ± 10 и 40 ± 4 соответственно), но на эндоци-
тоз в клетки IMR-32 этот ингибитор оказывал ми-
нимальное влияние (% ингибирования 5 ± 4 и 3 ± 4 
соответственно). Сходным образом на эндоцитоз mAb 
и ADC влиял ингибитор макропиноцитоза СytoD, 
сильное ингибирующее влияние которого достигало 
70% в клетках В78-D14, T98G и Hs578t, в то время 
как в клетках IMR-32 ингибирование эндоцитоза 
mAb и ADC не превышало 10% (рис. 4). Полученные 
данные говорят о важном вкладе механизмов CME 
и макропиноцитоза в эндоцитоз анти-GD2 в клетках 
В78-D14, T98G и Hs578t, в то время как в клетках 
IMR-32 эти пути задействованы минимально. 

Ингибиторы CvME MβCD и Nyst в выбранных 
концентрациях по-разному влияли на эндоцитоз 
GD2-специфичных анти-GD2-mAb и ADC. Если 
MβCD ингибировал интернализацию во всех кле-
точных линиях, то Nyst только в клетках IMR-32. 
В клетках В78-D14, T98G и Hs578t Nyst не толь-
ко не ингибировал эндоцитоз, но даже повышал его 
на 15–25%, что особенно хорошо видно на клетках 
В78-D14 и Hs578t (рис. 4). Эти данные можно объ-
яснить тем, что эффективность эндоцитоза зависит 
от его механизма и при выключении/ингибировании 
более медленного процесса в большей степени ре-
ализуются более быстрые, приводящие к больше-
му накоплению mAb и ADC внутри клетки. В ряде 
работ показано, что CvME менее эффективен [15, 
16], а его специфичный ингибитор Nyst, в отличие 
от полиспецифичного MβCD, переключает эндоци-
тоз на механизмы CME и макропиноцитоза, которые 
реализуются в клеточных линиях В78-D14, T98G 
и Hs578t, что приводит к усилению интернализации. 
В клетках IMR-32, в которых работает преимуще-
ственно CvME, использование Nyst приводит к ин-
гибированию эндоцитоза, поскольку вклад других 
механизмов незначителен. 
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Влияние ингибиторов эндоцитоза 
на цитотоксические эффекты анти-GD2-ADC 
in vitro
Для оценки влияния ингибиторов эндоцитоза на ци-
тотоксическую активность ADC, состоящих из анти-
тел ch14.18, связанных с препаратом MMAE через 
линкер Val-Cyt, эффекты конъюгатов были про-
анализированы в МТТ-тесте на GD2-позитивных 
клеточных линиях B78-D14, IMR-32, T98G и Hs578t 
(рис. 5). После предварительной инкубации клеток 
с выбранными ингибиторами эндоцитоза к ним до-
бавляли серийные разведения анти-GD2-ADC.

На клетках линии B78-D14 ингибиторы CPZ, 
СytoD и MβCD снизили цитотоксическую актив-
ность анти-GD2-ADC, повысив IC50 в 3.3, 4.8 и 2.2 
раза соответственно. В клетках T98G и Hs578t CPZ 
и СytoD снижали цитотоксичность ADC в 2–3 раза, 
а MβCD не влиял значимо на IC50 препарата в этих 

Рис. 5. Цитотоксические эффекты анти-GD2-ADC на клеточных линиях B78-D14 (А), IMR-32 (Б), T98G (В)  
и Hs578t (Г) при совместной инкубации с ингибиторами эндоцитоза CPZ, СytoD, MβCD и Nyst. МТТ-тест
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клетках. Ингибитор Nyst, напротив, повысил цито-
токсичность ADC в клетках B78-D14, T98G и Hs578t, 
снижение IC50 составляло 2.1, 2.3 и 1.6 раза соответ-
ственно. Не выявлено влияния CPZ и СytoD на ци-
тотоксичность ADC в клетках IMR-32, в то время 
как ингибиторы CvME MβCD и Nyst значительно 
повысили IC50, что говорит о снижении эффектив-
ности анти-GD2-ADC (рис. 5). 

В целом, полученные данные подтверждают 
результаты ингибиторного анализа механизмов 
эндоцитоза с использованием красителя pHAb 
в выбранных линиях. Показано, что снижение на-
копления анти-GD2-ADC внутри клетки, вызванное 
ингибиторами эндоцитоза, приводит к снижению 
цитотоксических эффектов препарата, в то время 
как усиление интернализации ADC в присутствии 
ингибиторов эндоцитоза приводит к повышению эф-
фективности препарата.
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Влияние ингибитора эндоцитоза нистатина 
на противоопухолевые эффекты анти-GD2-ADC 
in vivo
Поскольку нистатин, усиливающий интернализа-
цию анти-GD2-ADC, повышал также цитотоксиче-
скую активность препарата на нескольких клеточ-
ных линиях in vitro, было изучено влияние Nyst 
на противоопухолевые эффекты конъюгата в син-
генной GD2-позитивной мышиной модели меланомы 
B78-D14 (рис. 6). 

Введение анти-GD2-ADC приводило к ингиби-
рованию роста опухоли по сравнению с группой 
контроля (TGI 53%). В группе мышей, получав-
ших не только анти-GD2-ADC, но и Nyst, также 
наблюдалось ингибирование роста опухоли (TGI 
49%), и оно было сравнимым с группой монотерапии 
(рис. 6). Таким образом, несмотря на то что Nyst 
значимо усиливал цитотоксические эффекты анти-
GD2-ADC in vitro, его введение мышам по исполь-
зованной схеме не привело к усилению противоопу-
холевых эффектов препарата. 

О
б

ъ
е

м
 о

пу
хо

ли
, 

м
м

3

Дни

Введение  
препаратов

Контроль
анти-GD2-ADC
анти-GD2-ADC + Nyst

TGI 49%
TGI 53%

3000

2000

1000

0
0	 10	 20	 30	 40	 50

Рис. 6. Оценка влияния Nyst на противоопухолевые 
эффекты анти-GD2-ADC в сингенной модели мелано-
мы B78-D14 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несколько препаратов класса ADC, нацелен-
ных на опухолевые маркеры HER-2 TROP2, не-
ктин-4, FRα, TF и EGFR, уже показали свою эф-
фективность в терапии солидных опухолей [35]. 
Существуют все предпосылки к тому, что ADC, 
направленные на опухолевый маркер ганглиозид 
GD2, также будут востребованы в таргетной тера-
пии опухолей [19, 36]. Для разработки оптималь-
ных анти-GD2-ADC необходимо как иметь высоко-
технологичные конъюгаты, так и глубоко понимать 
функциональные свойства опухолевой мишени. 
Проведенное нами исследование описывает меха-
низмы эндоцитоза анти-GD2-ADC как важного про-
цесса, необходимого для реализации цитотоксиче-
ских свойств конъюгатов. Полученные результаты 
показывают, что ADC к GD2 способны эффективно 
интернализоваться, что напрямую зависит от уров-
ня экспрессии GD2 на поверхности опухолевой 
клетки и определяется свойствами исходных анти-
тел без значимого влияния лекарственного препара-
та, входящего в его состав. Механизмы эндоцитоза 
ADC могут различаться в зависимости от типа опу-
холевых клеток, а ингибиторы эндоцитоза способны 
модулировать функциональные свойства анти-GD2-
ADC, в ряде случаев приводя к значительному уси-
лению их цитотоксических эффектов. Дальнейшее 
развитие исследований в области регуляции и уси-
ления рецептор-опосредованного эндоцитоза будет 
способствовать разработке эффективных стратегий 
терапии GD2-позитивных типов опухолей с исполь-
зованием таргетных препаратов и, в первую оче-
редь, ADC. 

Работа поддержана грантом Министерства 
науки и высшего образования  

РФ № 075-15-2024-536.
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