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В созданном ранее модульном нанотранспортере (МНТ), способном доставлять в цитозоль монободи 
к Keap1, транслокационный домен дифтерийного токсина (ДТокс) был заменен на эндосомолитиче-
ский пептид GALA3. Установлено, что данная замена более чем вдвое увеличивает время жизни МНТ 
в крови. С помощью конфокальной микроскопии было показано, что МНТ с GALA3 интернализуется 
в клетки AML12 преимущественно за счет связывания с рецептором эпидермального фактора роста, 
а также способен выходить из эндосом в цитозоль. Используя клеточный анализ теплового сдвига, 
было показано, что МНТ с GALA3 и МНТ с ДТокс с одинаковой эффективностью способны нарушать 
образование комплекса Nrf2 с Keap1, что приводило к сходной защите клеток AML12 от действия 
перекиси водорода. Полученные результаты позволяют не только оптимизировать системное приме-
нение МНТ, но и могут послужить основой для создания средств, направленных на лечение болезней, 
связанных с окислительным стрессом.
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11Одним из  ключевых компонентов контроля 
окислительного баланса в клетке является транс-
крипционный фактор Nrf2 [1–3]. В нормальных 
условиях он образует комплекс с белком-инги-
битором Keap1, приводящий к его деградации. 
Однако в условиях окислительного стресса этот 
комплекс нарушается, что приводит к поступле-
нию Nrf2 в ядро и активации антиоксидантного 
ответа клетки. Принудительная активация Nrf2-
системы может быть способом лечения различных 
патологий, связанных с окислительным стрессом, 
таких как нейродегенеративные и сердечно-сосу-
дистые заболевания, рак, сахарный диабет, вос-
паления и интоксикации [4–6]. Кроме того, не-
которые лекарства, активирующие Nrf2-систему, 
имеют также выраженную противовирусную 
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активность для целого ряда вирусов, включая 
SARS-CoV-2 [7, 8]. Ранее нами были созданы мо-
дульные нанотранспортеры (МНТ), способные 
в  цитозоле клеток-мишеней взаимодействовать 
с белком-ингибитором Keap1, в перспективе при-
водя к активации Nrf2-системы [9]. Данные МНТ 
для выхода из эндосом в цитозоль использовали 
в качестве эндосомолитического модуля трансло-
кационный домен дифтерийного токсина (ДТокс). 
Ранее было показано, что в  случае системного 
применения других МНТ, содержащих ДТокс, ос-
новная их доля оказывалась в печени, из-за чего 
время жизни МНТ в крови было не высоко [10]. 
И действительно, на время жизни молекул в кро-
ви влияет их способность накапливаться в пече-
ни и почках [11], а также поглощаться клетками 
иммунной системы  [12]. Нецелевое накопление 
молекул и их иммуногенность можно уменьшить 
за счет присоединения к ним молекул полиэтилен-
гликоля (ПЭГ) [13, 14]. Так, присоединение ПЭГ 
к МНТ со стороны эндосомолитического модуля 
ДТокс заметно увеличивало время жизни МНТ 
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в крови [10]. ДТокс состоит из девяти альфа-спи-
ралей, из  которых одна самая гидрофобная при 
рН 7.5 окружена восьмью другими [15]. Нами было 
высказано предположение, что гидрофобные части 
ДТокс не полностью экранированы при нормаль-
ных рН, поэтому замена этого модуля на аналогич-
ный по функциям может привести к увеличению 
времени жизни в крови. С целью проверки этого 
предположения ДТокс был заменен синтетиче-
ским эндосомолитическим пептидом GALA3 [16]. 
Ли и др. взяли за основу небольшой пептид GALA, 
который отличается от пептида НА2, полученного 
из главного гликопротеина оболочки вируса грип-
па человека, точечной заменой глицина на глутами-
новую кислоту, и укоротили его для уменьшения ги-
дрофобности, получив в итоге пептид GALA3 [16]. 
Целью работы было также определить, сохраняет 
ли МНТ с GALA3 свои функциональные свойства 
и способен ли он, также как МНТ с ДТокс [17], пу-
тем активации Nrf2-системы приводить к защите 
клеток от действия перекиси водорода.

В работе использовали МНТ следующего со-
става (рис. 1): антиEGFR-His Tag-ДТокс-НМР-
FKFL-антиKeap1, где антиEGFR – антителопо-
добная молекула, аффибоди, к  рецептору эпи-
дермального фактора роста, His Tag  – шесть 
гистидиновых остатков (нужны для выделения 
белка с помощью металл аффинной хроматогра-
фии), ДТокс – транслокационный домен дифте-
рийного токсина, НМР – модуль-носитель, ге-
моглобиноподобный белок E.coli, FKFL  – сайт 
расщепления эндосомной протеазой катепсином 
В, антиKeap1 – антителоподобная молекула, мо-
нободи R1, к белку-ингибитору Keap1 [9]. Этот 
МНТ был обозначен МНТД. Методами генной 
инженерии ДТокс в  данном МНТ был заменен 
на GALA3, LAEALAEALEALAA [16], и получен-
ный МНТ обозначен как МНТГ. Соответствую-
щие варианты без монободи к Keap1 и FKFL были 
обозначены как МНТДк и МНТГк.

Для измерения времени жизни МНТ в крови, 
МНТДк и МНТГк были мечены флуоресцентным 
красителем AF488, как это описано в [9]. Степень 
мечения составила около 2 молекул AF488 на одну 
молекулу МНТ. Мышам линии Balb/c в хвосто-
вую вену вводили 300 мкл 1 мкМ МНТДк и МНТГк, 

меченных AF488. Забор крови проводили до вве-
дения МНТ и спустя 15, 30, 45 и 60 минут после 
введения МНТ. В образцы крови добавляли 50 мкл 
100 мМ EDTA и центрифугировали при 1000 g в те-
чение 15 мин на центрифуге 1730R (“GYROZEN”, 
Южная Корея). Флуоресценцию супернатантов из-
меряли на приборе Monolith NT.115 Series BLUE/
RED (“NanoTemper Technologies”, Германия). 
Для  изучения интернализации МНТ в  клетки, 
МНТГ и  МНТГк были мечены флуоресцентным 
красителем ATTO647, как это описано в [9]. Сте-
пень мечения составила около 2 молекул ATTO647 
на одну молекулу МНТ. Клетки AML12 инкуби-
ровали 1 час с 150 нМ МНТГ или МНТГк, мечен-
ных ATTO647. Для прокраски эндосом/лизосом 
использовали зеленый флуоресцентный краси-
тель Lysotracker Green, митохондрий – зеленый 
флуоресцентный краситель Mytotracker Green, 
а  ядер  – синий краситель Hoechst 33342. Изо-
бражения клеток получали с помощью конфо-
кального микроскопа STELLARIS 5 (“Leica”, 
Германия). Долю свободного Nrf2 в  клетках 
определяли с помощью клеточного анализа те-
плового сдвига так, как описано в  [18]. Об-
разование активных форм кислорода (АФК) 
в клетке детектировали с помощью 6-карбокси-
2’,7’-дихлородигидрофлуоресцеин диацетата 
(cDCFH-DA, “Люмипроб”, Россия), который под 
действием АФК превращается в флуоресцентный 
продукт 6-карбокси-2’,7’-дихлорофлуоресцеина 
(cDCF)  [17,19]. Клетки AML12 инкубировали 
5 мин с 500 нМ МНТД и МНТГ, отмывали и инку-
бировали в СО2 инкубаторе необходимые време-
на. Перед измерением клетки помещали на 30 ми-
нут в среду с сывороткой, содержащую 100 мкМ 
cDCFH-DA. Затем клетки отмывали фостатным бу-
фером и добавляли на 15 минут 10 мМ перекиси во-
дорода в темноте. Далее клетки отмывали, снимали 
с подложки, центрифугировали и суспендировали 
в растворе Хенкса. Флуоресценцию cDCF в живых 
снятых с подложки клетках изучали на проточном 
цитофлуориметре CytoFLEX S (“Beckman Coulter”, 
США). Результаты представляли в процентах, где за 
100% принимали разницу между флуоресценцией 
клеток, обработанных перекисью водорода, и клеток 
без добавления перекиси.

антиEGFR     His Tag          ДТокс                  HMP                FKFL     антиKeap1

С-конец

МНТГ

МНТД

С-конец

N-конец

N-конец

антиEGFR     His Tag      GALA3              HMP               FKFL     антиKeap1

Рис. 1. Схематическое строение МНТ, используемых в настоящей работе. Описание модулей дано в тексте.
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Время жизни или обратную ей величину кон-
станту скорости выведения МНТ из крови, k, по-
лучали по  соответствующим зависимостям от-
носительной концентрации МНТДк или МНТГк 
от времени (рис. 2). Данные зависимости хорошо 
описывались одноэкспоненциальной функци-
ей (r2 = 0.997, Chi2 = 3.98 и r2 = 0.987, Chi2 = 6.69 
для МНТДк или МНТГк соответственно). По-
лученные k  составляли 0.0367 ± 0.0012 мин–1 
(95% доверительный интервал: 0.0337–0.0402) 
и 0.0139 ± 0.0006 мин–1 (95% доверительный ин-
тервал: 0.0122–0.0156) для МНТДк или МНТГк со-
ответственно. Характерные времена выведения 
МНТ из крови, 1/k, составляют при этом 27.2 ± 0.9 
и 72 ± 3 минут для МНТДк или МНТГк соответствен-
но. Таким образом, замена ДТокс на GALA3 в МНТ 
приводит к достоверному более чем двукратному 
увеличению времени жизни МНТ в крови.

Замена эндосомолитического модуля могла 
повлиять на способность МНТГ выполнять свои 
функции. Чтобы показать, что МНТГ способен 
интернализоваться в клетки-мишени и выходить 
из  эндосом, использовали метод конфокальной 
микроскопии. После 1 ч инкубации 150 нМ МНТГ, 
меченного ATTO647, с клетками AML12, основ-
ная его доля наблюдалась в  цитоплазме. Чтобы 
доказать, что МНТГ проникает в клетки рецептор-
опосредованным эндоцитозом, был поставлен кон-
трольный эксперимент, в котором клетки АML12 
инкубировали 1 ч с 150 нМ МНТг-ATTO647 и из-
бытком (1  мкМ) эпидермального фактора роста 
(ЭФР). Средняя интенсивность флуоресценции 
МНТГ-ATTO647 (за вычетом автофлуоресценции) 
в  присутствии избытка ЭФР (1.4 ± 0.4 усл.ед.) 
оказалась вчетверо меньше (р < 0.01 по критерию 
Колмогорова-Смирнова), чем в  его отсутствие 
(5.6 ± 2.1 усл. д.). Этот результат позволяет заклю-
чить, что МНТГ интернализуется в клетки преиму-
щественно за счет связывания с рецептором ЭФР.

Прокраска эндосом/лизосом флуоресцент-
ным красителем Lysotracker Green показала, что 
с ними колокализуется только 12 ± 6 % МНТГ-
ATTO647. Иными словами, основная доля МНТГ 
на 1 ч вышла из эндосом. Ранее нами было по-
казано, что за  счет взаимодействия монободи 
в составе МНТД с Keap1, заметная доля данных 
МНТ находилась в  области митохондрий  [9]. 
Прокраска митохондрий флуоресцентным кра-
сителем Mytotracker Green позволила установить, 
что в среднем с митохондриями колокализуется 
31 ± 6 % МНТГ-ATTO647, поступившего в клет-
ки. Напротив, для МНТГк, который не содержит 
монободи к Keap1, эта доля заметно ниже и со-
ставляет 14 ± 6 %. Таким образом, МНТГ спосо-
бен не только интернализоваться в клетки за счет 
рецептор-опосредованного эндоцитоза, но и вы-
ходить из эндосом в цитозоль, где сохраняет спо-
собность взаимодействовать с белком Keap1.

Ранее нами был предложен подход, позволя-
ющий с  помощью клеточного анализа теплово-
го сдвига (CETSA) по кривой плавления для Nrf2 
определить долю свободного Nrf2 в  клетке при 
физиологических температурах (37°С) [18]. Зависи-
мости данной доли от времени инкубации МНТД 
или МНТГ с клетками хорошо совпадают (рис. 3). 
Это говорит о том, что МНТД и МНТГ с одинако-
вой эффективностью могут вытеснять Nrf2 из ком-
плекса с Keap1. Nrf2 постоянно нарабатывается 
в клетке, образует комплекс с Keap1 и подвергается 
протеолизу. Нарушение его связывания с Keap1 бу-
дет приводить к возрастанию доли свободного Nrf2 
в цитоплазме, поступлению его в ядро и активации 
генов, отвечающих за защиту клеток от окисли-
тельного стресса [17].

Окислительный стресс можно промоделиро-
вать, добавляя к клеткам перекись водорода [19]. 
В присутствии АФК поступающий в клетку нефлу-
оресцирующий cDCFH-DA превращается во флу-
оресцентное производное cDCF  [19]. Используя 
этот реактив, было проведено сравнение способ-
ностей МНТГ и  МНТД защищать клетки AML12 
от действия перекиси водорода. Зависимости флу-
оресценции клеток от времени между добавлением 
МНТ и измерением флуоресценции представлены 
на рисунке 4. На каждое изученное время, кроме 
1 ч, по критерию Манна–Уитни достоверных раз-
личий между флуоресценциями клеток, к которым 
были добавлены МНТГ или МНТД, не наблюдалось. 
По критерию Краскела-Уоллиса достоверное (р < 
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Рис. 2. Оценка временной зависимости концентра-
ции МНТДк-AF488 и МНТГк-AF488 в крови мышей 
BALB/c по  интенсивности флуоресценции AF488. 
За 100% принята флуоресценция МНТДк-AF488 
и МНТГк-AF488 сразу после внутривенного введения. 
Указаны средние значения ± стандартная ошибка 
(n = 4–5).
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0.01) уменьшение флуоресценции cDCF наблю-
дали начиная с  четырех часов между добавлени-
ем МНТГ и регистрацией флуоресценции (рис. 4). 
Таким образом, МНТГ или МНТД с  одинаковой 

эффективностью способны защищать клетки-
мишени от действия перекиси водорода.

Итак, замена эндосомолитического модуля 
в МНТ с ДТокс на GALA3, с одной стороны, вдвое 
увеличивает время жизни данного МНТ в крови, 
а с другой стороны, не влияет на эффективность 
поступления МНТ в  цитозоль клеток-мишеней. 
Согласно существующим представлениям [20] уве-
личение времени жизни молекулы в  крови будет 
приводить к большему накоплению этой молекулы 
в нужном органе или ткани. Таким образом, заменой 
ДТокс на GALA3 в МНТ можно достичь улучшения 
поступления МНТ в нужную ткань при системном 
применении данного МНТ. Полученные результаты 
могут послужить основой для создания средств, на-
правленных на лечение болезней, прямо или косвен-
но связанных с окислительным стрессом, включая 
вирусные заболевания, такие как COVID-19.
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GALA3-CONTAINING MODULAR NANOTRANSPORTERS  
ARE CAPABLE OF DELIVERING KEAP1 MONOBODY  

TO TARGET CELLS AND INHIBITING THE FORMATION  
OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN THE CELLS
Y. V. Khramtsov1, E. S. Bunin1, A. V. Ulasov1, T. N. Lupanova1,  

Corresponding Member of the RAS G. P. Georgiev1, Academician of the RAS A. S. Sobolev1, 2, *
1Institute of Gene Biology, RAS, Moscow, Russian Federation

2Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation
*е-mail: alsobolev@yandex.ru

In the previously created modular nanotransporter (MNT) capable of delivering a monobody to Keap1 
into the cytosol, the translocation domain of diphtheria toxin (DTox) was replaced by the endosomolytic 
peptide GALA3. It was found that this substitution more than doubles the lifetime of MNT in the blood. 
Using confocal microscopy, it was shown that MNT with GALA3 was internalized into AML12 cells mainly 
due to binding to the epidermal growth factor receptor, and is also able to exit from endosomes into the 
cytosol. Using cellular thermal shift assay, it was shown that MNT with GALA3 and MNT with DTox are 
equally effective in disrupting the formation of the Nrf2 complex with Keap1, which led to similar protection 
of AML12 cells from the action of hydrogen peroxide. The obtained results allow not only to optimize the 
systemic use of MNT, but can also serve as a basis for creating agents aimed at treating diseases associated 
with oxidative stress.

Keywords: modular nanotransporters, GALA3, diphtheria toxin translocation domain, blood lifetime, confocal 
microscopy, flow cytometry, cellular thermal shift assay
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