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Рак предстательной железы является наиболее распространенным типом рака у мужчин. Еже-
годно диагностируется около 1,3 млн случаев рака предстательной железы и более 400 тыс. смер-
тей от данного заболевания и ожидается, что к 2040 г. это число удвоится. Классические методы 
лечения рака предстательной железы имеют множество недостатков, к которым относят также 
риск рецидива. Недостатки традиционной терапии привели к появлению таргетной радио-
нуклидной терапии с использованием пептидов. 
Цель. Изучение эффективности связывания меченных Lu177 кноттинов, содержащих тропный 
ПСМА пептид в разных доменах, in vitro и их биораспределения in vivo. 
Материалы и методы. В работе использовались культуры клеток рака предстательной железы 
LNCaP, PC3, а также культура фибробластных клеток яичника CHO-K1. Синтез пептидов 
осуществлялся на пептидном синтезаторе ResPepSL (Intavis). Изучалась стабильность пептидов, 
их токсичность и связываемость с клеточными культурами, биораспределение на примере мышей 
BALB/c с привитыми клетками аденокарциномы молочной железы. Использовались методы хрома-
тографии и радиометрии. 
Результаты. Синтезированные пептиды, содержащие последовательность GTIQPYPFSWGY, 
встроенную в узел U5-цитотоксин-Sth1a, более стабильны в плазме крови и физиологическом рас-
творе, чем радиофармацевтический препарат 177Lu-PSMA-617а, но имеют аналогичную с ним 
степень связывания. Исследования биораспределения у мышей BALB/c демонстрируют более высо-
кий индекс связывания синтезированного пептида по сравнению с 177Lu-PSMA-617. 
Выводы. Модифицированные пептиды с пептидом, тропным к антигену PSMA, вставленным  
в структуру токсина U5-Sth1a, демонстрируют высокую стабильность как в физиологическом 
растворе, так и в плазме крови, хорошее связывание как с клеточными культурами, так и  
с опухолями в организме. 
 
Ключевые слова: рак предстательной железы, кноттин, токсин пауков, радиофармпрепарат, 
стабильность, лютеций. 

 
Введение. Ежегодно диагностируется око- 

ло 1,3 млн новых случаев рака предстательной 
железы. В настоящее время около 10 млн муж-
чин живут с диагностированным раком пред-
стательной железы и примерно 700 тыс. из  
них – с метастатическим раком. Метастатиче-
ский рак является причиной более 400 тыс. 
смертей ежегодно, и ожидается, что к 2040 г. 
это число удвоится [1]. По статистике смерт-
ность от рака предстательной железы состав-
ляет от 3 до 18 %. С возрастом и при наличии 
хронических заболеваний данный показатель 
возрастает до 33 % [2]. 

Методы лечения рака предстательной же- 
лезы могут различаться в зависимости от ста-
дии, на которой был диагностирован рак, воз-
раста и состояния здоровья пациента, а также 
зависят от предпочтений самого пациента [3]. 

К классическим методам лечения относят 
хирургическое вмешательство (радикальная 
простатэктомия), гормональную, лучевую те- 
рапию и химиотерапию [3–6]. Однако класси-
ческие методы лечения имеют ряд недостат-
ков, основными из которых являются много-
численные осложнения (недержание мочи, 
эректильная дисфункция, импотенция), воз-
растание риска развития рецидива заболева-
ния, при этом некоторые методы неэффек-
тивны при метастазирующем раке предста-
тельной железы [7–9].  

Именно множественные побочные эффек- 
ты и зачастую низкая эффективность лечения 
способствовали появлению таргетной терапии 
[10]. Таргетная противораковая терапия пред-
ставляет собой особый вариант радио- или хи-
миотерапии, когда действующее вещество до- 
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ставляется непосредственно к мишени – ра- 
ковой клетке [11]. Мишенью для таргетной те-
рапии рака предстательной железы является 
простатспецифический мембранный антиген 
(ПСМА, PSMA), экспрессирующийся на мем- 
бранах клеток предстательной железы и в ты- 
сячи раз сильнее – на клетках рака предста-
тельной железы [12].  

Наиболее перспективным средством дос- 
тавки действующего вещества к раковой клет- 
ке считаются пептиды, имеющие ряд преиму- 
ществ, в частности высокую проникающую 
способность из-за их небольшой массы [13]. 

Однако и у пептидных таргетных пре- 
паратов имеются недостатки, такие как низкая 
стабильность в среде организма, которые ре- 
шаются применением пептидов с цистеино- 
вым узлом, или кноттинов [14]. Кноттины 
представляют собой пептиды, обладающие 
структурой с тремя видами дисульфидных 
связей [15]. В типичном пептиде с цистеино-
вым узлом первый и четвертый, второй и пя- 
тый остатки цистеина образуют дисульфид- 
ные связи; дисульфидная связь, образованная 
между третьим и шестым остатками цистеина, 
проходит через эти первые два дисульфида, 
создавая макроциклический узел [16]. 

Цель исследования. Изучение эффектив- 
ности связывания меченных Lu177 кноттинов, 
содержащих PSMA-тропную вставку в разных 
доменах, на примере культур клеток рака 
предстательной железы и их биораспределе- 
ния. 

Материалы и методы. В исследовании 
использовались следующие линии рака пред- 
стательной железы: LNCaP (получена из ме- 
тастазов в лимфатическом узле), PC3 (полу- 
чена из метастазов в кости), CHO-K1 (фибро- 
бластоподобные клетки яичника). Раковые ли-
нии культивировались в среде RPMI-1640  
с 10 % фетальной бычьей сывороткой и  
100 ед./мл пенициллина/стрептомицина во 
влажном инкубаторе при 37 °C и 5 % CO2. 

Для исследования синтезировались пеп- 
тиды, спроектированные на основе токсина  
U5-Sth1a паука семейства Scytodes thoracica, в 
который встраивался PSMA с последователь- 
ностью GTIQPYPFSWGY [17]. PSMA внедрял- 
ся в начале (DOTA-Knot/C0-C1), после пер- 
вого цистеинового узла (DOTA-Knot/C1-C2) и 

после второго цистеинового узла (DOTA-
Knot/C2-C3) (рис. 1). 

Пептиды были получены на пептидном 
синтезаторе ResPep SL (Intavis) методом твер- 
дофазного синтеза по стандартному протоко-
лу с использованием защитной F-moc (fluo- 
renylmethyloxycarbonyl chloride)-АА-группы 
на смоле TentaGel, где ангидрид уксусной кис- 
лоты применялся в качестве capping mixing, 
0,5M HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium hexafluorophosphate) – в ка- 
честве активатора, NMM (N-Methylmorpho- 
line) – катализатора, DMF (Dimethylforma- 
mide), NMP (N-Methyl-2-pyrrolidone) – раство- 
рителей, 20 % пиперидин – депротектора. 
После синтеза пептиды отщеплялись от смо- 
лы коктейлем, содержащим TFA (Trifluoroa-
cetic acid) (92,5 %), TIPS (Triisopropylsilane)  
(5 %) и деионизированную воду (2,5 %). Далее 
отщепленные пептиды осаждались холодным 
MTBE (Methyltert-butylether) и сушивались. 

Синтезированные пептиды анализирова- 
лись методами хроматографии и масс-спект- 
рометрии. 

Хроматографический анализ пептидов 
проводился с использованием хроматографи- 
ческой системы Shimadzu LC-20AD XR, ос- 
нащенной спектрофотометрическим детекто-
ром SPD-20A. Анализ осуществлялся методом 
обращенно-фазовой хроматографии с исполь- 
зованием колонки Dr. Maisch Luna C18(2) по 
 стандартному протоколу градиентного элюи- 
рования от 95 % A, 5 % В до 0 % A, 100 % B в 
течение 40 мин, где элюент A – деионизиро- 
ванная вода, элюент B – ацетонитрил. Объем 
образца составлял 20 мкл, детектирование 
осуществлялось на длине волны 215 нм. 

Масс-спектрометрический анализ произ- 
водился на программно-аппаратном комплек- 
се MALDI-TOF MS серии FLEX (Bruker Dal- 
tonics, Germany). 

Для дальнейшей работы пептиды мети- 
лись активным лютецием в форме 177LuCl3 в 
соляной кислоте 0,05 N. Реакционная смесь 
состояла из хлорида лютеция с активностью 
3,5 MBq, растворенного пептида (конечная 
концентрация 0,05 мг/мл) и 0,2 М натрий-аце-
татного буфера с pH 4. Мечение проводилось 
с использованием модуля для синтеза Gaia 
(Raytest, Германия) при температуре 80 °С в 
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течение 10 мин для кноттинов и 95 °С в тече-
ние 20 мин для фармацевтического препарата 
PSMA-617, используемого для сравнения. 

Анализ и очистка пептида до и после син-
теза проводились по указанному протоколу хро-
матографии. Активность измерялась с помо-
щью радиодетектора Gabi (Raytest, Германия).  

Использовались пептиды с радиохимиче-
ской чистотой >95 %. 

Исследование стабильности пептидов 
проводилось в течение 168 ч в физрастворе 
(pH 7,4) и плазме человека. Для определения 
стабильности в физрастворе к растворам пеп- 

тидов 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-
Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 (100 мкл, 
4,25 MBq) и 177Lu-PSMA-617 (100 мкл, 10 MBq) 
добавлялся NaCl (0,9 %) в объеме 900 мкл. 
Каждая смесь инкубировалась при 4 °С и 
21 °С в трех повторах и анализировалась ме-
тодом хроматографии с детектором радиоак-
тивности Gabi (Raytest, Германия) (рис. 1, 2) 
через 24, 48, 96 и 168 ч [18]. 

Для исследования стабильности в плазме 
пептиды в объеме 100 мкл (10 MBq) добавля-
лись к плазме крови человека и инкубирова-
лись при 37 °С в течение 168 ч [19]. 

 

 
Рис. 1. Результаты синтеза PSMA-тропного пептида с последовательностью GTIQPYPFSWGY, 

встроенного в разные участки токсина U5-Sth1a 

Fig. 1. Synthesis of PSMA-tropic peptide with GTIQPYPFSWGY sequence;  
the peptide is inserted into different sites of U5-Sth1a toxin 
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Рис. 2. Стабильность меченых пептидов 177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1,  
177Lu-DOTA-Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 в физрастворе (A) и в плазме крови (B) 

Fig. 2. Stability of labeled peptides (177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot / C0-C1,  
177Lu-DOTA-Knot / C1-C2 and 177Lu-DOTA-Knot / C2-C3) in saline (A) and in blood plasma (B) 

 
Для исследования связывания с культу-

рой клетки высеивались в планшеты в количе-
стве 100 тыс. клеток на одну лунку планшета. 
После добавления меченого пептида (50 КБк) 
культуры инкубировались в PBS при темпера-
туре 37 °С в атмосфере с 5 % CO2 в течение  
3 ч. В качестве сравнения использовался пеп-
тид 177Lu-PSMA-617 [20]. Измерялась актив-
ность исходного раствора пептида, раствора 
PBS после инкубации и раствора со смытыми 
клетками с помощью сцинцилляторного ра-
диометра Triathler (Hidex Oy, Финляндия) с 
использованием кристалла йодистого натрия 
(NaITI). Результаты обрабатывались с помо-
щью Excel. 

Для анализа токсичности клетки линии 
CHO-K1 обрабатывались пептидом без метки 
в концентрации 0,5 мкМ через 24 ч после по-
сева и в режиме реального времени контроли-
ровалась кинетика цитостатического ответа с 
помощью системы 16-луночного планшета 
RTCA S 16 xCELLigence (ACEA Biosciences, 
США). В качестве контрольного токсического 
препарата использовался менадион. 

Распределение пептидов определялось че-
рез 4 и 24 ч после инъекции у мышей BALB/c с 
привитыми клетками аденокарциномы молоч- 
 

ной железы по пять в каждой группе. Каждой 
особи вводилось 100 мкл (3,9 МБк) раствора 
меченого пептида через хвостовую вену. Жи- 
вотные умерщвлялись с использованием про-
токолов ухода за животными. Ткани взвеши-
вались, их удельная активность в процентах от 
введенной дозы на грамм определялась с по-
мощью сцинцилляторного радиометра Triath- 
ler (Hidex Oy, Финляндия) [21]. 

Каждое исследование проводилось в трех 
повторах для каждой подопытной группы. Ре-
зультаты представлялись как среднее значе-
ние и стандартное отклонение (М±SD). Для 
оценки статистической значимости различий 
применялся t-критерий Стьюдента для парных 
переменных. Различия между группами счи-
тались достоверными при р<0,05. 

Результаты и обсуждение. Синтезиро-
ванные пептиды, очищенные хроматографи-
ческим методом до чистоты >95 %, исследова-
лись на стабильность (рис. 2). По результатам 
данного исследования можно сделать вывод, 
что пептиды 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-
DOTA-Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 
обладают большей стабильностью по сравне-
нию с 177Lu-PSMA-617 как в физрастворе, так 
и в плазме крови. Радиохимическая чистота пеп- 
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тидов 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-
Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 сохраня- 
ется на уровне >70 % в течение 168 ч в физрас-
творе и в течение 96 ч в плазме крови. Наи- 
большей стабильностью обладает пептид 
177Lu-DOTA-Knot/C1-C2, он сохраняет ра- 
диохимическую чистоту >90 % в физрастворе 
и >80 % в плазме в течение 96 ч. Получен- 
ные данные являются подтверждением гипо-
тезы об увеличении стабильности препара- 
та за счет встраивания в молекулу амино- 
кислотной последовательности с дисульфид-
ными связями.Исследование токсичности пеп-
тидов DOTA-Knot/C0-C1, DOTA-Knot/C1-C2, 

DOTA-Knot/C2-C3 и менадиона по отноше-
нию к культуре CHO-K1 через 24 ч инкубации 
показало минимальные различия между груп-
пами, обработанными пептидами, и контроль-
ной (рис. 3). Показатели положительного кон-
троля клеточного индекса при обработке ме-
надионом имеют отрицательные значения  
(-0,8), что свидетельствует о клеточной смер- 
ти. Статистически значимые различия были 
получены при сравнении с контрольной груп-
пой. Полученные данные свидетельствуют об 
отсутствии токсичности исследуемых пепти-
дов в концентрации 0,5 мкМ для клеток линии 
CHO-K1. 

 

 
 

Рис. 3. Цитотоксические ответы клеток CHO-K1 после добавления пептидов (↓) DOTA-Knot/C0-C1, 
DOTA-Knot/C1-C2, DOTA-Knot/C2-C3 и менадиона через 24 ч инкубации  
(* – статистически значимое отличие (p<0,05) при сравнении c контролем) 

Fig. 3. Cytotoxic responses of CHO-K1 cells after addition of DOTA-Knot / C0-C1,  
DOTA-Knot / C1-C2 and DOTA-Knot / C2-C3 peptides (↓) and menadione, 24-hour incubation  

(* p<0.05 – the difference is significant when compared with the control) 
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На рис. 4 показана степень связывания 
пептидов 177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-
Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2, 177Lu-
DOTA-Knot/C2-C3 с клеточными линиями 
LNCaP, PC3 и CHO-K1 через 3 ч инкубации. 
Наибольшее связывание происходит с клетка- 
ми культуры LNCaP, наименьшее – с CHO-K1. 

Полученные результаты свидетельствуют о 
прикреплении пептидов к простатспецифиче-
скому мембранному антигену на поверхности 
клеток культуры LNCaP, поскольку концен-
трация PSMA на мембране клеток данной 
культуры максимальна. 

 

 

 
Рис. 4. Связывание меченых пептидов  

177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3  
с мембраной опухолевых клеток линий LNCaP, PC3 и CHO-K1 через 3 ч инкубации  
(* – статистически значимое отличие (p<0,05) при сравнении с 177Lu-PSMA-617) 

Fig. 4. Binding of labeled peptides (177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot / C0-C1,  
177Lu-DOTA-Knot / C1-C2 and 177Lu-DOTA-Knot / C2-C3) with the membrane of tumor cells  

lines (LNCaP, PC3 and CHO-K1), 3-hour incubation  
(*p<0.05 – the difference is significant when compared with 177Lu-PSMA-617) 
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Биораспределение пептидов 177Lu-PSMA-
617, 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-
Knot/C1-C2, 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 в орга-
низме мышей линии BALB/c через 24 ч после 
инъекции представлено на рис. 5. Наибольшее 
связывание с опухолью наблюдается у пепти- 

дов 177Lu-PSMA-617 и 177Lu-DOTA-Knot/C1-
C2, в то время как 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1 и 
177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 больше аккумули-
руются в печени, а 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 –  
в желудке и кишечнике. 

 

 
 

Рис. 5. Биораспределение 177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot/C0-C1,  
177Lu-DOTA-Knot/C1-C2 и 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 у мышей линии BALB/c  

с аденокарциномой молочной железы через 24 ч после инъекции  
(* – статистически значимые отличия (р<0,05) по сравнению с 177Lu-PSMA-617) 

Fig. 5. Biodistribution of peptides (177Lu-PSMA-617, 177Lu-DOTA-Knot / C0-C1, 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2 
and 177Lu-DOTA-Knot/C2-C3) in breast adenocarcinoma-bearing BALB/c mice, 24-hour intubation  

(* p<0.05 – the difference is significant when compared with 177Lu-PSMA-617) 
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Заключение. Исследование показало,  
что синтезированные пептиды 177Lu-DOTA-
Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2 и 177Lu- 
DOTA-Knot/C2-C3, содержащие последова-
тельность GTIQPYPFSWGY, вставленную в 
токсин U5-Sth1a, более стабильны в плазме 
крови и физиологическом растворе, а также 
проявляет большую степень связывания по 
сравнению с 177Lu-PSMA-617. Исследования 
биораспределения 177Lu-PSMA-617, 177Lu-
DOTA-Knot/C0-C1, 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2, 
177Lu-DOTA-Knot/C2-C3 у мышей линии 

BALB/c с аденокарциномой молочной железы 
показали, что пептид 177Lu-DOTA-Knot/C1-C2 
имеет связывание с опухолью, аналогичное с 
177Lu-PSMA-617. 

Таким образом, модифицированные пеп-
тиды с пептидом, тропным к антигену PSMA, 
встроенные в структуру токсина U5-Sth1a, 
демонстрируют высокую стабильность как в 
физиологическом растворе, так и в плазме 
крови, а также хорошее связывание как с кле-
точными культурами, так и с опухолями в ор-
ганизме. 

 
Исследование выполнено при поддержке Российского фонда фундаментальных исследований, проект 

№ 18-44-732004 р_мк. 
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USE OF KNOTTIN AS A PSMA-TROPIC PEPTIDE CARRIER 
 

E.A. Beloborodov, E.V. Yurova, E.V. Rastorgueva,  
E.S. Pogodina, D.E. Sugak, A.N. Fomin, Yu.V. Saenko 

 
Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russia 

 
Prostate cancer is the most common type of cancer in males. Approximately 1.3 million cases of prostate 
cancer and over 400,000 deaths from the disease are diagnosed annually. The number of deaths is expected 
to double by 2040. Common methods of prostate cancer treatment have many disadvantages; one of them 
is the relapse risk. The shortcomings of traditional therapy have led to peptide-receptor radionuclide  
therapy. 
The aim of the study is to examine binding efficiency of Lu177 labeled knottins containing PSMA-tropic 
peptide in different domains in vitro and their biodistribution in vivo. 
Materials and Methods. We used prostate cancer cell (LNCaP, PC3) and ovarian fibroblast cell (CHO-K1) 
cultures. The peptides were synthesized using a peptide synthesizer (ResPepSL, Intavis). 
We studied peptide stability, their toxicity, binding to cell cultures, and biodistribution on the example of 
breast adenocarcinoma-bearing BALB/c mice. Chromatographic methods and radiometric techniques  
were used. 
Results. The synthesized peptides with GTIQPYPFSWGY sequence inserted into U5-cytotoxin-Sth1a 
node are more stable in blood plasma and saline than 177Lu-PSMA-617a, but have a similar degree of 
binding. Biodistribution studies in BALB/c mice show a higher binding index of the synthesized peptide if 
compared to 177Lu-PSMA-617. 
Conclusion. Modified peptides with a PSMA-tropic peptide inserted into the structure of U5-Sth1a toxin 
demonstrate high stability both in saline and in blood plasma, as well as good binding to cell cultures and 
tumors. 
 
Key words: prostate cancer, knottin, spider toxin, radiopharmaceutical, stability, lutetium. 
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