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Методами проточной цитометрии и  иммуноферментного анализа проведена сравнительная 
оценка эффективности связывания бактериофагов, экспонирующих опухольадресующие 
пептиды, полученных с  помощью технологии фагового дисплея к  клеткам глиобластомы 
человека U-87 MG, с клетками U-87 MG и клетками мозга эмбриона человека ДКМ-5. Методом 
флуоресцентной микроскопии показано специфическое связывание отобранных бактериофагов 
с клетками U-87 MG. На основании полученных данных для дальнейших исследований с целью 
создания таргетных противоопухолевых соединений выбраны бактериофаги, экспонирующие 
опухольадресующие пептиды, обеспечивающие наиболее эффективное связывание фаговой 
частицы с клетками U-87 MG
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Опухоли головного мозга являются одни-
ми из  самых трудноизлечимых типов злока-
чественных новообразований  [1]. Несмотря 
на  прогресс в  области диагностики и  лечения 
онкологических заболеваний в целом, выжива-
емость пациентов с  глиобластомой не  изменя-
ется. Таким образом, разработка новых подхо-
дов к  лечению, в  частности, таргетных лекар-
ственных средств, остается актуальной задачей. 
Повышение специфичности как уже имеющих-
ся, так и  вновь создаваемых противоопухоле-
вых лекарственных средств может быть обеспе-
чено за счет использования коротких пептидов 
в качестве адресующих агентов. Такие пептиды 
обладают высокими коэффициентами проник-
новения в  опухоль, низкой иммуногенностью, 
высокой аффинностью к мишени и относитель-
ной стабильностью [2]. Одним из эффективных 

способов получения опухольадресующих 
пептидов является скрининг комбинаторных 
фаговых пептидных библиотек, который прово-
дят как в системе in vitro на культурах раковых 
клеток, так и  in  vivo моделях опухолей. Ранее 
в  нашей лаборатории с  помощью технологии 
фагового дисплея были отобраны опухольадре-
сующие пептиды к клеткам мультиформной гли-
областомы человека U-87  MG  [3]. Целью дан-
ной работы являлось сравнение специфичности 
связывания бактериофагов, экспонирующих 
отобранные пептиды, с клетками глиобластомы 
человека U-87 MG и здоровыми клетками моз-
га эмбриона человека ДКМ-5. Опухольадресу-
ющие пептиды, обладающие наибольшей эф-
фективностью, могут быть в  дальнейшем ис-
пользованы в качестве адресующих агентов для 
доставки терапевтических генов, цитокинов, 

Список сокращений: АБТС — 2,2'-Азино-бис(3-этилбензтиазолин-6-сульфокислота, ВОЗ — Всемирная Организация Здра-
воохранения, ИФА — иммуноферментный анализ, αMEM — α-модификация среды Игла, FBS — фетальная бычья сыворот-
ка, БСА — бычий сывороточный альбумин, БОЕ — Бляшкообразующие единицы, DAPI — 4',6-диамидино-2-фенилиндол, 
ФЭУ — фотоэлектронные умножители, FSC — прямое рассеяние, SSC — боковое светорассеяние, APC — Аллофикоцианин.
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агентов для визуализации, проапоптотических 
пептидов и цитотоксических препаратов в опу-
холевые клетки.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Культивирование клеток эукариот
Клетки мультиформной глиобластомы челове-

ка U-87 MG (Коллекция клеточных культур ИМКБ 
СО  РАН, г. Новосибирск), а  также диплоидные 
клетки мозга эмбриона человека ДКМ-5 (Коллекция 
культур клеток ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора, г. Новосибирск) культивировали в  среде 
αMEM в присутствии 10%-ной FBS, 2 мМ L-глута-
мина, 250 мг/мл амфотерицина В и 100 ед/мл пени-
циллина/стрептомицина. Клетки всех культур выра-
щивали в культуральных флаконах при температуре 
37,0 ± 1,0 оС в атмосфере 5,0 ± 0,5% СО2.

Анализ эффективности связывания 
опухольадресующих бактериофагов 
с клетками методом проточной 
цитофлуориметрии

Клетки U-87  MG, достигшие 80–90% кон-
флюэнтности, обрабатывали 10  мМ  ЭДТА/PBS 
pH 8,0 для открепления. Клетки промывали PBS 
и  инкубировали в  течение 2  ч  при 37 °C  в  ро-
стовой среде. Далее клетки промывали буфером 
А  (1%-ным FBS/PBS) и  инкубировали 30  мин 
на  льду с  опухольадресующими бактериофага-
ми (1010 БОЕ/мл) в PBS-БСА Ca/Mg буфере (0,1% 
БСА, 1мМ CaCl2, 10 мМ MgCl2∙6H2O/PBS). Клет-
ки промывали 1%-ным FBS/PBS и инкубировали 
на льду с 10%-ным FBS/PBS 15 мин, затем с ан-
тителами мыши к белку pVIII фага М13 (ab9225, 
Abcam, Великобритания), разведенными в  буфе-
ре А  (1:200), 30  мин. Клетки промывали буфе-
ром А и инкубировали 30 мин на льду с вторич-
ными антителами к  иммуноглобулину G  мыши 
(donkey anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 647, 
ThermoFisher, США), также разведенными в  бу-
фере А  (1:200). Клетки промывали, ресуспенди-
ровали в 500 мкл этого же буфера и использова-
ли для анализа на  проточном цитофлуориметре 
BD FACS Canto II (Beckman Coulter Inc., США).

Иммунофлуоресцентное окрашивание клеток, 
инкубированных с опухольадресующими 
бактериофагами

Клетки U-87  MG  инкубировали на  стеклах 
BD  Falcon culture slides, (Beckman Coulter Inc.) 
до 80–90% конфлюэнтности, затем промывали два 
раза PBS и добавляли опухольадресующие бакте-
риофаги (2∙1010  БОЕ/мл) в  PBS–БСА Ca/Mg  бу-
фере. Клетки инкубировали с бактериофагом 2 ч 

при 37 °С, с  последующей обработкой по  ранее 
описанной методике с  небольшими модифика-
циями  [4]. Клетки промывали три раза буфером 
(100 мМ глицин, 0,5 M NaCl, pH 2,5) комнатной 
температуры, фиксировали холодным 4%-ным 
формальдегидом в  течение 10  мин и  промыва-
ли два раза PBS. Затем к  фиксированным клет-
кам добавляли 0,2% Тритона Х100, выдерживали 
10 мин, дважды промывали PBS, затем инкубиро-
вали при 4 °С в течение 45 мин с мышиными ан-
ти-М13 моноклональными антителами, разведен-
ными в 1%-ном БСА/PBS буфере (1:200). Четы-
режды промывали холодным 1%-ным БСА/PBS 
буфером, затем инкубировали при 4 °С в течение 
45 мин с вторичными антителами к иммуногло-
булину G  мыши (donkey anti-mouse IgG (H+L), 
Alexa Fluor 647 Abcam, разведенными в 1%-ном 
БСА/PBS буфере (1:200). Клетки промывали че-
тыре раза холодным 1% БСА/PBS буфером, затем 
ядра клеток окрашивали DAPI и  анализировали 
с помощью флуоресцентной и конфокальной ми-
кроскопии в Ц ентре коллективного пользования 
микроскопического анализа биологических объ-
ектов СО РАН.

Анализ эффективности связывания 
опухольадресующих бактериофагов с клетками 
U-87 MG и со здоровыми клетками мозга 
человека методом иммуноферментного анализа

Клетки U-87  MG  и  ДКМ-5  рассаживали 
в  96-луночные планшеты в  количестве 105  кле-
ток на  лунку и  инкубировали сут в  полной ро-
стовой среде. Затем ростовую среду удаляли, 
клетки промывали 200  мкл PBS и  фиксировали 
10%-ным забуференным формалином (06-001/S, 
«БиоВитрум», Россия) в  течение 15  мин при 
комнатной температуре, после чего промыва-
ли 3 раза 200 мкл PBS. Опухольадресующие бак-
териофаги разводили в  1% БСА/PBS из  расчета 
1010 БОЕ на лунку и инкубировали при 37 °С в те-
чение 30  мин. Контрольные клетки инкубирова-
ли в тех же условиях. Далее в каждую лунку до-
бавляли по  200  мкл 1%-ного  БСА/PBS, содер-
жащего 1010  БОЕ тестируемого бактериофага. 
Каждый бактериофаг анализировали в  трех по-
вторах. Клетки инкубировали 2  ч  при 37 °С, от-
мывали 5  раз свежеприготовленным промывоч-
ным буфером (0,05% Твин 20/PBS). Монокло-
нальный пероксидазный конъюгат HRP/anti-M13 
(арт. 27-9421-01, GE  Healthcare, США) разводи-
ли в соотношении 1:5000 в свежеприготовленном 
блокирующем буфере (2% БСА/PBS), добавляли 
по 200 мкл на лунку и инкубировали 1 ч при ком-
натной температуре. После инкубации промыва-
ли 6 раз промывочным буфером. Далее готовили 



63Биотехнология  2020  Т. 36  № 6

Сравнительный анализ эффективности связывания бактериофагов

раствор АБТС (2,2'-Азино-бис(3-этилбензтиазо-
лин-6-сульфокислота) диаммониевой соли из рас-
чета: 0,22 мг АБТС в 1 мл 0,05 M лимонной кисло-
ты pH 4,0. Непосредственно перед использованием 
добавляли 1,71 мкл 30%-ной H2O2 на 1 мл раство-
ра АБТС, перемешивали и  вносили по  200  мкл 
в лунку. Инкубировали 20–60 мин при комнатной 
температуре до  появления зеленого окрашива-
ния. Для измерения оптической плотности раство-
ра использовали планшетный спектрофотометр 
Apollo-8  LB  912 (Berthold Technologies GmbH & 
Co. KG, Германия) спектр поглощения определяли 
при длине волны 405–415 нм.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных данных 

проводили с  использованием двухвыборочно-
го критерия Стьюдента и  программы «GraphPad 
Prism» (GraphPad Software, США). Критический 
уровень значимости принимался равным 1%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами с  помощью скрининга фаговых 
пептидных библиотек Ph.D-7  и  Ph.D-12 (New 
England Biolabs, США) были отобраны бактери-
офаги (№ № 19, 20, 26, 36, 49, 83, 92), экспони-
рующие опухольадресующие пептиды, которые 
обеспечивают специфическое связывание фаго-
вых частиц с  клетками глиобластомы человека 
U-87  MG  in  vitro и  опухолью U-87MG в  модели 
ксенографтов. Последовательности опухольадре-
сующих пептидов, частоты встречаемости бак-
териофагов при скрининге и  системы скринин-
га представлены в  табл. 1. Было показано, что 
бактериофаги № № 26, 83, 92 специфически свя-
зываются с  клетками первичных культур гли-
ом человека различной степени злокачествен-
ности, и  экспонируемые этими бактериофагами 

опухольадресующие пептиды могут быть исполь-
зованы для адресной доставки как диагностиче-
ских (пептиды 26, 83 и 92), так и терапевтических 
(пептиды 83 и 92) молекул к клеткам опухолей го-
ловного мозга человека [3].

В данной работе мы провели сравнительную 
оценку эффективности связывания бактериофа-
гов, экспонирующих опухольадресующие пепти-
ды, отобранные к клеткам глиобластомы челове-
ка U-87  MG, с  клетками U-87  MG  и  здоровыми 
клетками мозга эмбриона человека ДКМ-5. Так-
же был проведен сравнительный анализ in  silico 
аминокислотных последовательностей отобран-
ных опухольадресующих пептидов с  последова-
тельностями пептидов и белков, имеющихся в до-
ступных базах данных.

Связывание бактериофагов, экспонирующих 
опухольадресующие пептиды, полученных путем 
селекции in vitro и in vivo, с клетками глиобластомы 
человека U-87  MG  оценивали методом проточной 
цитометрии. Визуализацию бактериофагов, связав-
шихся с клетками U-87 MG, проводили с помощью 
системы первичных и  вторичных антител. Пара-
метры напряжения ФЭУ по  каналам составляли: 
FSC — 175, SSC — 430, APC — 410. Распределение 
клеток в зависимости от величины флуоресцентно-
го сигнала по каналу APC приведены на рис. 1.

Анализ гистограмм показал, что процент 
окрашенных клеток, а значит процент бактерио-
фагов, связавшихся с клетками U-87 MG, умень-
шается в ряду: № 26 (32%)> № 20 (30,5%)> № 49 
(29,6%)> № 36 (29,5%)> № 19 (25,6%)> NEB (от-
рицательный контроль, бактериофаг без встав-
ки) (16,3%)> sec AB (клетки U-87 MG, инкубиро-
ванные с вторичными антителами) (7,3%)> № 92 
(2,7%)> № 83 (2,2%). Таким образом, согласно 
данным цитометрии бактериофаги № № 26, 20, 
49, 36 и 19 являются наиболее перспективными 
для дальнейшего исследования.

Та бл и ц а  1
Бактериофаги, экспонирующие пептиды, специфически взаимодействующие c клетками и опухолью 
U-87 MG глиобластомы человека
The bacteriophages displaying tumor-targeting peptides, selectively binding with cells and tumor U-87 MG

№ бактериофага Пептидная 
библиотека

Система 
скрининга

Аминокислотная 
последовательность пептида.

Частота 
встречаемости, %

19 Ph.D — 7 in vitro NHTTPRH 68,5
20 Ph.D — 7 in vitro NHTTPRH 68,5
26 Ph.D — 12 in vitro SWTFGVQFALQH 24,3
36 Ph.D — 12 in vitro SWTFGVQFALQH 24,3
49 Ph.D — 7 in vitro EQAYQYS 9,2
83 Ph.D — 7 in vivo PVSNKMS 22,.2
92 Ph.D — 7 in vivo HPSSGSA 25,9
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Анализ эффективности связывания бакте-
риофагов, экспонирующих опухольадресующие 
пептиды, с  клетками глиобластомы человека 
U-87 MG и здоровыми клетками мозга челове-
ка ДКМ-5 был проведен с помощью ИФА с ис-
пользованием моноклонального пероксидазного 
конъюгата HRP/Anti-M13. Данный метод позво-
ляет качественно и полуколичественно оценить 
эффективность связывания бактериофагов, экс-
понирующих отобранные опухольадресующие 
пептиды, с клетками. Культуру здоровых клеток 
мозга человека ДКМ-5 использовали при прове-
дении ИФА в качестве отрицательного контро-
ля. Результаты спектрофотометрического ана-
лиза представлены на рис. 2.

Статистический анализ полученных дан-
ных показал специфическое связывание с клет-
ками U-87  MG  бактериофагов № № 19, 20, 26, 
36, 49  [p-value<0,0001], № 92  [p-value=0,0002] 
и  № 83  [p-value=0,0004] и  отсутствие свя-
зывания с  клетками бактериофага без 

вставки NEB  [p-value=0,0593]. Наиболее эф-
фективно с  клетками U-87  MG  связывал-
ся бактериофаг № 26, экспонирующий пептид 
SWTFGVQFALQH. Стоит отметить, что резуль-
таты ИФА коррелируют с результатами цитоме-
трии — бактериофаг № 26 наиболее эффективно 
связывался с  клетками U-87  MG  (процент кле-
ток U-87 MG, выявляемых антителами к бакте-
риофагу М13, был наибольшим).

Статистический анализ показал отсутствие се-
лективного связывания с клетками мозга эмбрио-
на человека ДКМ-5 как бактериофагов, экспони-
рующих отобранные опухольадресующие пепти-
ды № 19 [p-valuе=0,1586], № 20 [p-value=0,5545], 
№ 26  [p-value=0,5545], № 36  [p-value=0,2932], 
№ 49  [p-value=0,1281], № 83  [p-value=0,0854], 
№ 92  [p-value=0,4275], так и  бактериофага без 
вставки NEB [p-value=0,4706].

Анализ эффективности связывания бакте-
риофагов, экспонирующих опухольадресую-
щие пептиды, с клетками глиобластомы человека 

Рис.  1. Определение эффективности связывания бактериофагов, экспонирующих полученные опухольадресую-
щие пептиды, и контрольного бактериофага с клетками глиобластомы человека U-87MG. Методом проточной ци-
тофлуориметрия.�  
sec AB — клетки U-87 MG, инкубированные с вторичными антителами; NEB — контрольный бактериофаг (бакте-
риофаг без вставки)�  
Ось ординат — число клеток, ось абсцисс — интенсивность флуоресценции, отн.ед. Внутри гистограммы обозна-
чены номера бактериофагов и процент окрашенных клеток.

Fig. 1. Binding of  U-87MG cells to  bacteriophages exhibiting the resulting tumor-addressing peptides and a  control 
bacteriophage by  flow cytometry. sec AB  — U-87  MG  cells incubated with secondary antibodies; NEB  — control 
bacteriophage (bacteriophage without insertion).
The ordinate axis is the number of cells, the abscissa axis is the fluorescence intensity, rel. Inside the histogram, bacteriophage 
numbers and the percentage of stained cells are indicated.
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U-87  MG  оценивали методом флуоресцентной 
микроскопии (рис.  3). Ранее мы  показали, что 
пептид, экспонируемый бактериофагом № 26, обе-
спечивает связывание и интернализацию фаговой 
частицы в клетки астроцитомы AS2, но не в клет-
ки глиобластомы MG1  человека  [3], поэтому 
на рис. 3 представлена флуоресцентная микроско-
пия клеток, инкубированных с  бактериофагами 
№ № 19, 20, 36, 49. Существенных различий в эф-
фективности связывания с клетками бактериофа-
гов, экспонирующих исследуемые пептиды, обна-
ружено не было. Таким образом, полученные опу-
хольадресующие пептиды способны обеспечить 
эффективное специфическое связывание фаговых 
частиц с клетками глиобластомы U-87 MG

Одной из  задач данного исследования было 
проведение сравнительного анализа in silico ами-
нокислотных последовательностей отобран-
ных опухольадресующих пептидов с  последова-
тельностями пептидов и  белков, уже имеющих-
ся в доступных базах данных. Мы использовали 
базу данных PepBank, которая основана на  по-
иске гомологии аминокислотной последователь-
ности пептида с  уже имеющимися в  общедо-
ступных источниках данных [5]. Только для двух 
пептидов была найдена гомология с уже извест-
ными пептидами. Так, для пептида NHTTPRH 
(бактериофаги № №19, 20) найденная гомология 
с  предшественником антигена CAMPATH-1  или 
CD52  составила 83%. Антиген CAMPATH-1  яв-
ляется пептидом, состоящим из  12  аминокис-
лот, который связан с гликозилфосфатидилинози-
толом  [6]. Предполагают, что основная функция 
данного пептида анти-адгезивная, что приво-
дит к ослаблению адгезии экспрессирующих его 

клеток, и, соответственно, уменьшает их способ-
ность к  метастазированию. Было показано, что 
лиганд APRIL (A  Proliferation Inducing Ligand), 
относящийся к  суперсемейству рецептора фак-
тора некроза опухолей и  коэкспрессирующийся 
с CD52, ассоциирован с высокой степенью злока-
чественности глиом  [7]. Для пептида HPSSGSA 
(бактериофаг № 92) была найдена 83% гомология 
с  пептидом RYHPQSGS, имеющим устойчивый 
к протеолитической деградации в организме мо-
тив HPQ/M [8, 9]. Для остальных пептидов гомо-
логию in silica обнаружить не удалось.

В  дальнейшем мы  планируем эксперимен-
тальные работы по  поиску клеточных мишеней 
для наиболее перспективных опухольадресую-
щих пептидов, хотя и  не  исключаем возможно-
сти того, что взаимодействие пептида с поверхно-
стью клетки носит конформационный характер. 
Другим ограничением данного подхода является 
гетерогенность глиом, что потребует получения 
адресных пептидов для каждого типа опухоли.

Таким образом, на  основании данных ИФА, 
проточной цитометрии и флуоресцентной микро-
скопии для дальнейших исследований выбраны 
бактериофаги № № 19, 20, 26, 36, 49, экспониру-
ющие опухольадресующие пептиды, обеспечива-
ющие наиболее эффективное связывание фаго-
вых частиц с клетками U-87 MG. По результатам 
дальнейших экспериментов in  vivo на  опухоли 
глиобластомы человека U-87  MG, транспланти-
рованной иммунодефицитным животным, будут 
выбраны наиболее перспективные опухольадре-
сующие пептиды для конъюгирования с ингиби-
торами Pak1 киназы и создания таргетных проти-
воопухолевых соединений.
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Рис.  2. Относительное связывание бактериофагов, экспонирующих опухольадресующие пептиды, с  клетками 
U-87 MG (а) и клетками мозга эмбриона человека ДКМ-5 (b). По оси абсцисс: Contr — клетки без аналита, NEB — 
бактериофаг без вставки, номерами обозначены тестируемые бактериофаги. По оси ординат — оптическая плот-
ность. Длина волны 405–415 нм.

Fig. 2. Relative binding of bacteriophages displaying tumor-specific peptides to U-87 MG cells (a) and brain cells of human 
embryo DKM-5 (b). On  the abscissa: Contr — cells without analyte, NEB — bacteriophage without insertion, numbers 
indicate the tested bacteriophages. The ordinate axis is the optical density. The wavelength is 405–415 nm.
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Рис. 3. Клетки глиобластомы человека U-87 MG, инкубированные с исследуемыми бактериофагами. Флуоресцент-
ная микроскопия. Первичные антитела — антитела мыши к белку pVIII фага М13 (ab9225, Abcam); вторичные анти-
тела (donkey anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 647, ThermoFisher). Ядра клеток окрашивали DAPI.

Fig. 3. Human glioblastoma cells U-87  MG  incubated with the tested phages. Fluorescence microscopy. Primary 
antibodies — anti-M13 antibodies (ab9225, Abcam); secondary antibodies — donkey anti-Mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 
647, ThermoFisher. The cells were stained with DAPI for visualization of the nuclei.
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Abstract–The binding efficiency of tumor-targeting phage particles, which exhibited tumor-addressing 
peptides and were obtained by phage display, to the human glioblastma cell line U-87 MG and health 
brain cells DKM-5  has been evaluated by  flow cytometry and enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA). The specific binding of the selected bacteriophages to U-87 MG cells was shown by fluorescence 
microscopy. Based on the obtained data, tumor-targeting phage particles were selected that provide the 
most efficient binding to the U-87 MG cells in vitro for further studies in order to create targeted antitumor 
compounds.
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