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С целью создания препарата направленного действия изучены процессы конъюгации рекомбинант-
ного человеческого гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (GM-CSF)
с алендроновой кислотой. Реакции конъюгирования проводили в растворе и на твердом носителе.
Показано, что GM-CSF в составе конъюгатов сохраняет свои биологические свойства. Конъюгаты
GM-CSF с алендроновой кислотой проявляют более высокое сродство к гидроксиапатиту, аналогу
минерального матрикса кости, чем исходный белок.
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ВВЕДЕНИЕ

Природный человеческий гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фак-
тор (GM-CSF) является важнейшим регулятор-
ным фактором – цитокином, обеспечивающим
рост, созревание и функциональную активность
многих клеток крови, в частности гранулоцитов и
макрофагов. Лекарственные средства на основе
GM-CSF активно применяют как стимуляторы
кроветворения для восстановления числа ней-
трофилов и лейкоцитов у больных нейтропенией,
у онкологических больных, проходящих химио-
терапию и лучевую терапию, при пересадках кост-
ного мозга, органов, тканей, для лечения тяжелых
инфекционных заболеваний, в том числе ВИЧ.
Применение GM-CSF при онкологических забо-
леваниях способствует стабилизации состояния
больных и уменьшению метастатических опухо-
лей, но его применение затруднено большой
токсичностью препарата [1]. Создание адресных
средств доставки GM-CSF в костный мозг позво-

лит уменьшить дозу препарата и увеличить эф-
фективность терапии.

Известны и описаны методы ковалентного
присоединения молекул белков цитокинов к
различным носителям (монометоксиполиэтилен-
гликоль, полиглюкин, поливинилпирролидон, ди-
виниловый эфир) [2–4]. В качестве средств, на-
правляющих в костную ткань (клетки костного
мозга), в ряде работ используются бифосфонаты
(бифосфонаты, BPs), которые соединяются с каль-
цием костных клеток, что объясняет их высокую
аффинность к костной ткани. Доказанным свой-
ством бифосфонатов является быстрое и масси-
рованное накопление в костной ткани (около
55% от введенной дозы после однократного внут-
ривенного введения) [5]. Исследованы также не-
которые методы получения конъюгатов BPs с ле-
карственными средствами [6–9]. Результатом ра-
бот по созданию конъюгатов BPs с биологически
активными соединениями разной природы и спек-
тра биологического действия является увеличе-
ние длительности лекарственного воздействия в
костном матриксе, времени полужизни активно-
го вещества, повышение фармакологической эф-
фективности и снижение системных побочных
эффектов [10–13].

Целью исследования являлась разработка спо-
собов получения конъюгатов лекарственного

Сокращения: GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагаль-
ный колониестимулирующий фактор; ALN – алендроно-
вая кислота; BPs – бифосфонаты; EDC – 1-этил-3-[3-ди-
метиламинопропил] карбодиимид; HAP – гидроксиапа-
тит; ПААГ – полиакриламидный гель.

# Автор для связи: (тел.: +7 (383) 363-80-14; факс: +7 (383)
363-80-16; эл. почта: esina_ti@vector.nsc.ru).

УДК 577.112.4



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 46  № 3  2020

СИНТЕЗ КОНЪЮГАТОВ 303

препарата GM-CSF с представителем BPs –
алендроновой кислотой для их направленной до-
ставки к клеткам-мишеням костного мозга и
определение их биологической активности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее, на примере конъюгатов ФНО-альфа с

алендроновой кислотой ((4-амино-1-гидрокси-
бутилиден)дифосфоновая кислота, ALN), было
показано их повышенное сродство к костному
матриксу при сохранении биологической актив-
ности [14]. Необходимо было выбрать параметры
реакций конъюгирования GM-CSF с ALN, поз-
воляющие сохранять активность GM-CSF. При
проведении реакции конъюгации для минимиза-
ции конформационных изменений молекул бел-
ка, способных влиять на их связывание с рецеп-
торами, были использованы эквимольные коли-
чества компонентов.

Синтез конъюгатов в растворе
Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF

через карбоксильную группу белка с использованием
1-этил-3-[3-диметиламинопропил]карбодиимида
(EDC). Субстанцию GM-CSF смешивали с рас-
твором сшивающего агента в пропорции 1 : 1
(моль/моль) и инкубировали при перемешива-
нии (6 ± 2)°С, 1 ч. Затем в реакционную среду
вносили эквимолярное количество ALN и про-
должали инкубацию при тех же условиях в тече-

ние 1 ч. По завершении инкубации полученный
конъюгат диализовали против физиологического
раствора.

При анализе продуктов синтеза с использова-
нием EDC в образце с помощью электрофорети-
ческого анализа [15] в 15% ПААГ регистрировали
две белковые фракции, с молекулярными масса-
ми 15.4 и 31.5 кДа, что соответствует молекуляр-
ной массе исходного GM-CSF и его димера соот-
ветственно (рис. 1). Гомогенность полученного
препарата мономера составила 79.4%.

В случае коротких белков, таких как GM-CSF,
подобные модификации в виде ди- и тримера мо-
гут быть критичны для сохранения специфиче-
ской активности белка.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через аминогруппу белка с использованием в каче-
стве сшивающего агента молекулы декстрана с по-
мощью реакции Малапрада [16]. В раствор вносили
декстран с молекулярной массой 40 кДа (“Appli-
Chem” (Германия) и периодат натрия в соотно-
шении 1 : 40 (моль/моль) перемешивали и инку-
бировали (22–24°С, 1 ч). Затем активированный
декстран отделяли гель-фильтрацией на колонке
с сефадексом G-25 и вносили растворы белка и
ALN в эквимолярных соотношениях, на 1 моль
декстрана 1 моль белка и 1 моль ALN, инкубиро-
вали 3 ч при 22–24°С, после чего полученный
конъюгат отделяли гель-фильтрацией на колонке
с сефадексом G-25.

На денситограмме продукты синтеза регистри-
руются рядом перекрывающихся пиков (рис. 2а).
При проведении электрофоретического анализа
полученного конъюгата в 15% ПААГ на электро-
фореграмме видно, что препарат гетерогенный,
визуализируется в виде белковой фракции соот-
ветствующей GM-CSF (15.4 кДа, содержание ко-
торой – 57.5%) и спектра полос с молекулярными
массами 16, 32, 80, 120, 250 кДа (рис. 2б).

Синтез конъюгатов на твердой фазе
В качестве твердой фазы использовали гид-

роксилапатит (HAP). Синтез конъюгатов с помо-
щью EDC осуществляли двумя способами: мето-
дом прямой (белок → EDC → ALN) и обратной
(ALN → EDC → белок) последовательности на-
несения компонентов на сорбент.

При проведении синтеза методом прямой по-
следовательности на колонку с HAP, уравнове-
шенную 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0,
наносили GM-CSF в объеме, соответствующем
1/3 объема колонки. После нанесения перекры-
вали выход раствора из колонки на 2 часа для
сорбции GM-CSF на HAP. Затем сорбент отмы-
вали 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0 и
наносили раствор сшивающего агента EDC в
объеме, соответствующем 1/3 объема колонки.

Рис. 1. Анализ продуктов реакции конъюгирования
GM-CSF и ALN в растворе с помощью ЕDC (3), 1 –
маркеры молекулярных масс 10–250 кДа, 2 – GM-
CSF, 20 мкг/лунка (контроль.) Электрофорез в 15%
ПААГ в восстанавливающих условиях, окрашивание
Кумасси R-250.
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Выход раствора из колонки вновь перекрывали
на 2 ч для проведения реакции, после чего на ко-
лонку отмывали тем же буфером и наносили рас-
твор ALN в объеме, соответствующем 1/3 объему
колонки. Длительность реакции на этой стадии
составляла 2 часа. Элюцию конъюгатов проводи-
ли 0.2 М калий-фосфатным буфером, рН 7.0. По-
лученный конъюгат диализовали против физио-
логического раствора.

При проведении синтеза методом обратной
последовательности на колонку с HAP, уравнове-
шенную 2 мМ калий-фосфатным буфером, рН 7.0,
первым наносили раствор ALN, вторым – EDC и
последним – раствор белка GM-CSF. В осталь-
ном процедура проведения синтеза соответство-
вала описанной выше.

На рис. 3 приведены профиль хроматографии
конъюгата GM-CSF c ALN на колонке с HAP и
электрофореграмма хроматографических фрак-
ций. Видно, что конъюгат элюируется с колонки
в виде одного узкого пика (рис. 3а). При прямой
последовательности синтеза в полученном конъ-
югате присутствует основная белковая фракция
соответствующая GM-CSF (15.4 кДа) и дополни-
тельная фракция на уровне 32 кДа, что соответ-
ствует молекулярной массе его димера, гомоген-
ность полученного препарата мономера – 86.5%
(рис. 3б). При обратной последовательности син-
теза дополнительные белковые фракции в соста-
ве образца отсутствуют, гомогенность получен-
ного препарата – 98.1% (рис. 3б). Определение
содержания неконъюгированного GM-CSF по-
казало, что количество элюируемого 0.01 М ка-

лий-фосфатным буфером, рН 7.0, белка не пре-
вышало 5% от нанесенного на колонку. После
снятия конъюгата с целью определения остаточ-
ных количеств белка колонку промывали 1–2 М
калий-фосфатным буфером, рН 7.0. Дополни-
тельной элюции белка при этом не наблюдали.
Таким образом, выход конъюгата в реакции син-
теза составлял около 95%.

В табл. 1 представлены характеристики конъ-
югатов GM-CSF с ALN, полученных разными ме-
тодами. Для определения активности препаратов
были взяты идентичные количества конъюгатов.

Из результатов, приведенных в табл. 1 видно,
что метод с использованием фиксации активных
компонентов на твердой фазе позволяет получать
конъюгаты высокой степени гомогенности
(86.5–98.1%) и с высокой специфической актив-
ностью (0.24–0.38 нг/мл), что свидетельствует о
сохранности структуры белка в их составе и воз-
можности использования для создания лекар-
ственных препаратов. Конъюгаты, полученные
методом синтеза в растворе с использованием
EDC обладает меньшей гомогенностью (79.4%) и
активностью (0.41 нг/мл) и не представляют ин-
тереса для дальнейших исследований. Конъюга-
ты, полученные в растворе с использованием декс-
трана, несмотря на их гетерогенность (57.5%), яв-
ляются перспективными для изучения, так как
демонстрируют высокую специфическую актив-
ность (0.24 нг/мл).

Рис. 2. Профиль гель-фильтрации конъюгата GM-CSF и ALN, полученного с использованием активированного декс-
трана, на колонке с сефадексом G-25 (а), на оси ординат: оптическое поглощение раствора при 280 нм, о.е., на оси
абсцисс – время элюции, мин. Электрофореграмма образцов конъюгата в 15% ПААГ в восстанавливающих условиях,
окрашивание Кумасси R-250 (б): конъюгат GM-CSF и ALN, полученный с использованием декстрана, 20 мкг (1);
GM-CSF, 20 мкг (2); белковый маркер 10–250 кДа (3).
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Данные об уровне связывания
конъюгатов GM-CSF и ALN с HAP in vitro

На примере конъюгатов ФНО-альфа с ALN
было показано их накопление в костной ткани
in vivo [17].

При проведении экспериментов по изучению
тропности образцов конъюгатов к костномозго-

вому окружению использовали HAP – аналог ми-
нерального вещества кости млекопитающих [18].

Определение сродства конъюгатов GM-CSF с
ALN к HAP проводили методом хроматографии
на колонке с HAP в сравнении со свободным
GM-CSF. Было установлено, что все полученные
образцы конъюгатов GM-CSF с ALN, также как
GM-CSF, обладали способностью сорбироваться
на HAP.

Рис. 3. Профиль элюции конъюгата GM-CSF-ALN, полученного EDC-методом, на колонке с HAP (a), на оси орди-
нат: оптическое поглощение раствора при 280 нм, о.е. (левая ось), молярность элюирующего буфера, М (справа); на
оси абсцисс – время элюции, мин. Электрофореграмма образцов конъюгатов, полученных прямой (белок → EDC →
→ ALN) и обратной (ALN → EDC → белок) последовательностью нанесения компонентов на сорбент в 15% ПААГ в вос-
станавливающих условиях, окрашивание Кумасси R-250 (б). Конъюгат GM-CSF с ALN, прям., 20 мкг/лунка (1); конъюгат
GM-CSF с ALN, обратн., 20 мкг/лунка (2); белковый маркер 10–250 кДа (3); контроль, GM-CSF, 20 мкг/лунка (4).
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Таблица 1. Характеристики конъюгатов GM-CSF и ALN, полученных разными методами

Исследуемый образец Активность GM-CSF, 
нг/мл

Гомогенность 
препарата, %

Молекулярные 
массы фракций, 

кДа

Сродство к гидроксиапатиту 
(концентрация буфера
для элюции, моль/л)

Исходный GM-CSF 0.28 98.2 15.4 0.010 ± 0.002
Конъюгаты, полученные на твердой фазе

Конъюгат, полученный 
методом прямой 
последовательности
(белок → EDC → ALN)

0.38 86.5 15.4; 32 0.025 ± 0.002

Конъюгат, полученный 
методом обратной 
последовательности
(ALN → EDC → белок)

0.28 98.1 15.4 0.025 ± 0.002

Конъюгаты, полученные в растворе
Конъюгат, полученный 
с использованием 
декстрана

0.24 57.5 15.4; 16; 32; 
80; 120, 250

0.025 ± 0.002

Конъюгат, полученный 
с использованием EDC

0.41 79.4 15.4; 31.5 0.025 ± 0.002
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В ходе работы показано, что количественная
десорбция свободного GM-CSF может быть до-
стигнута с помощью элюирующего раствора калия
фосфата с концентрацией соли 0.010 ± 0.002 М.
Для конъюгата GM-CSF с ALN, полученных ме-
тодом твердофазного синтеза, эта концентрация
была в 2.5 раза выше (0.025 ± 0.002 М калия фос-
фата). Профили десорбции, представленные на
рисунке (рис. 4а и 4б), подтверждают факт более
прочного удержания гидроксиапатитом конъюга-
та GM-CSF c ALN в сравнении с GM-CSF.

Конъюгаты, полученные с использованием в
качестве сшивающего агента декстрана, также от-
личались повышенной способностью к связыва-
нию с HAP (рис. 4в).

Таким образом, в ходе работы исследованы
методы синтеза конъюгатов GM-CSF и ALN че-
рез карбоксильную и аминогруппу белка с помо-
щью сшивающих агентов разных типов. Показано,
что при проведении реакции конъюгирования в
растворе, получаемые конъюгаты гетерогенны, то-
гда как метод с использованием фиксации актив-
ных компонентов на HAP позволяет получать конъ-
югаты высокой степени гомогенности (до 98.1%).
Выход конъюгата по белку в реакции синтеза на
твердой фазе составлял около 95%. Исследование
специфической активности GM-CSF в составе
конъюгатов подтвердило сохранность биологиче-
ских свойств белка. Результаты исследования по-
казали, что конъюгаты GM-CSF с ALN, получен-
ные с помощью EDC и декстрана, обладают боль-
шим сродством к HAP – аналогу минерального
матрикса кости, чем исходный белок. Получен-
ные данные демонстрируют возможность созда-
ния препаратов на основе GM-CSF с повышен-
ной тропностью к клеткам-мишеням кроветвор-
ной ткани, расположенной в костном мозге, что
позволит снизить вводимые дозы препарата и его
побочные эффекты.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использовали реактивы фирм “Appli-
Chem” (Германия), “Sigma-Aldrich” (США), “Bio-
Rad” (США), “Sample” (Япония), “Gerbu” (Герма-
ния). Для отработки методов синтеза использова-
ли препарат рекомбинантного GM-CSF человека
(субстанция) с концентрацией белка 1.15 мг/мл и
удельной специфической активностью 0.28 нг/мл
производства ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ “Вектор” [19].

Процесс получения конъюгатов проводили с
помощью ковалентного присоединения алендро-
новой кислоты к молекуле GM-CSF двумя спосо-
бами: через карбоксильную группу белка с ис-
пользованием EDC и через аминогруппу белка с
помощью реакции Малапрада с использованием в
качестве сшивающего агента молекулы декстрана.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через карбоксильную группу белка с использованием
EDC. Для проведения синтеза брали эквомоль-
ные количества субстанции GM-CSF, растворов
EDC и ALN. Полученные конъюгаты диализова-
ли против физиологического раствора, стерильно
разливали и замораживали при минус 20°С.

Синтез конъюгата аминобифосфоната с GM-CSF
через аминогруппу белка с помощью реакции Мала-
прада. Для проведения синтеза декстран (40 кДа)
активировали периодатом натрия в соотношении
1 : 40 (моль/моль) и отделяли на колонке с сефадек-
сом G-25, используя для гель-фильтрации 25 мМ
натрий карбонатный буфер, рН 8.3. К активиро-
ванному декстрану добавляли субстанцию белка
GM-CSF и ALN в эквимолярных количествах.
Реакцию проводили 3 ч при 22–24°С. Затем полу-
ченный конъюгат отделяли гель-фильтрацией на ко-
лонке с сефадексом G-25 в изотоническом растворе.

Синтез конъюгатов на твердой фазе

В качестве твердой фазы для конъюгирования
использовали колонку с HAP. Компоненты реак-
ционной смеси наносили на колонку последова-
тельно. Элюцию конъюгатов проводили 0.2 М ка-
лий-фосфатным буфером, рН 7.0. Полученный
раствор конъюгата стерильно разливали и замо-
раживали при минус 20°С.

Для оценки гомогенности и молекулярной массы
белковых компонентов конъюгатов GM-CSF с ALN
использовали метод вертикального гель-электро-
фореза в 15% полиакриламидном геле в денатури-
рующих условиях с последующим окрашиванием
красителем Кумасси R-250 [15]. Результаты элек-
трофореза анализировали с помощью компью-
терной программы GelPro 3.2.

Биологическую активность GM-CSF в конъюга-
тах оценивали in vitro по уровню стимуляции про-
лиферации цитокин-зависимых клеток эритро-
лейкоза человека TF-1. Данный тест основан на
способности клеток линии TF-1 пролифериро-
вать в присутствии GM-CSF. Пролиферативную
активность оценивали микрометодом на 96-луноч-
ных культуральных планшетах с использованием
реагента XTT (2,3-бис-(2-метокси-4-нитро-5-суль-
фо-фенил)-2H-тетразолий-5-карбоксанилид). Ме-
тод основан на способности митохондриальных
дегидрогеназ конвертировать водорастворимый
ХТТ в формазан, который кристаллизуется внут-
ри клетки. Перевод формазана в раствор с помо-
щью феназин-метасульфата (PMS) и последую-
щая фотометрия позволяют точно соотнести
изменение оптической плотности раствора с из-
менением количества жизнеспособных клеток. Для
калибровки активности GM-CSF в исследуемых
субстанциях использовали очищенный и охаракте-
ризованный препарат рекомбинантного GM-CSF,
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Рис. 4. Кривая десорбции с HAP свободного GM-CSF (а) GM-CSF в составе конъюгата, полученного с помощью EDC (б)
и GM-CSF в составе конъюгата, полученного с помощью активированного декстрана (в). На оси ординат: оптическое
поглощение раствора при 280 нм, о.е. (левая ось), молярность элюирующего буфера, М (справа); на оси абсцисс – время
элюции, мин.
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полученный в клетках E. coli [20, 21]. Для проведе-
ния эксперимента в среде RPMI (Invitrogen) с до-
бавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки готовили 2-кратные разведения исследуе-
мого и контрольного препаратов (калибровка) в
диапазоне 8.0–0.25 нг/мл. В качестве контроля
использовали среду RPMI (Invitrogen) с добавле-
нием 10% эмбриональной телячьей сыворотки
(HyClone). В лунки 96-ти луночного планшета
вносили 50 мкл вышеуказанных разведений или
контрольных образцов и добавляли 50 мкл сус-
пензии клеток TF-1 в среде RPMI с добавлением
10% эмбриональной телячьей сыворотки по
104 клеток/лунка. Планшеты помещали в термо-
стат при температуре 37°С, 5% СО2, влажности
85% и инкубировали 72 часа. После инкубации в
каждую тестируемую лунку добавляли 50 мкл ре-
агента ХТТ (Sigma) и PMS (Fluka), который полу-
чали добавлением к рабочему раствору с содержа-
нием XTT 1 мг/мл раствора PMS 1.25 мМ из рас-
чета: на каждый мл ХТТ – 20 мкл PMS. Планшет
инкубировали еще 4 часа и определяли оптиче-
скую плотность ОП490/620 на планшетном спек-
трофотометре SpectraCount (Packard). Каждую точ-
ку делали в пяти повторностях, определяли среднее
значение и дисперсию для различных концентра-
ций GM-CSF, строили гистограмму зависимости
ОП от разведений и концентрации. Стимуляцию
пролиферации TF-1 клеток рассчитывали в про-
центах по отношению к контролю. За 100% при-
нимали количество живых клеток в отрицатель-
ном контроле. Все расчеты проводили с исполь-
зованием программного обеспечения LabView.

Накопление конъюгатов GM-CSF и ALN на мо-
дели костного матрикса (HAP) в условиях in vitro
проводили методом хроматографии на HAP, как
описано в [22]. Десорбцию проводили линейным
градиентом соли 0.01–0.2 М калий фосфатный
буфер, рН 7.0.
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Study on the Methods for Synthesis of GM-CSF Conjugates with Alendronic Acid
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With a purpose to develop a target preparation we studied the process of conjugation of recombinant human
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and alendronic acid (ALN). The conjuga-
tion reactions were performed both in solution and on solid phase. The results of the examination of the spe-
cific activity of the conjugated GM-CSF confirmed the preservation of biological properties of the protein.
The experimental data obtained indicate a higher affinity of GM-CSF-ALN conjugates to hydroxyapatite, an
analogue of the bone mineral matrix, than of the intact protein.

Keywords: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, conjugates with alendronic acid, synthesis, properties
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