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Введение. 70 кДа белок теплового шока 
(HSP70, HSPA1A) играет важную роль во мно-
гих внутриклеточных функциях, включая сборку 
полипептидных цепей и анти-апоптотическую 
активность. Исключительная роль белка в обе-
спечении клеточного гомеостаза объясняет и его 
повышенную экспрессию в раковых клетках [1]. 
Отличительной особенностью HSP70 является 
его презентация на поверхности клеточной мем-
браны опухолевых клеток, но не на нормальных 
клетках [2]. Опухоль-специфическая экспрессия 
шаперона может быть использована для разработ-
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Белок теплового шока HSP70 часто экспрессирован на поверхности мембраны раковых кле-
ток, что делает его потенциальной мишенью для разработок современных диагностических и те-
рапевтических подходов в онкологии. Полученные препараты к HSP70, которые включают в себя 
моноклональные антитела, пептид TPP и рекомбинантный белок гранзим В, продемонстрирова-
ли специфичность распознавания HSP70-положительных раковых клеток. Последующее приме-
нение магнитных коньюгатов позволило добиться ранней диагностики новообразований с при-
менением магнитно-резонансной томографии (МРТ). Комбинация анти-HSP70 наночастиц 
с иммунотерапевтическими антителами (анти-PD-1, анти-CTLA-4) приводила к выраженному 
терапевтическому эффекту в клинически-значимых моделях раковых заболеваний у животных. 
Дальнейшая разработка мишенных препаратов против HSP70-положительных опухолей является 
перспективным направлением в клинической онкологии.
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ки новых таргетных препаратов для диагностики 
и терапии (тераностики) новообразований.

Цель исследования заключалась в разработ-
ке таргетных препаратов, направленных к мем-
бранной форме HSP70 на опухолевых клетках, 
и оценке их тераностической активности.

Материалы и методы. С применением со-
временных биоинженерных, биохимических 
и фи зи ко-химических методов были получе-
ны и охарактеризованы следующие препараты 
таргетной доставки: (1) моноклональные анти-
тела cmHsp70.1; (2) 14-мерный пептид TPP (aa. 
450–463; TKDNNLLGRFELSG) производный 
из С-концевого домена белка HSP70; (3) реком-
бинантный белок человека гранзим В.

Первым этапом исследования in vitro оцени-
валась опухолевая специфичность полученных 
препаратов к мембранной форме HSP70. Для 
этого препараты были помечены флуоресцент-
ными красителями и далее их накопление в рако-
вых клетках (клетки колоректального рака CT26, 
глиомы человека U87, GL261, B16, C6) изучалось 
с применением методов конфокальной и элек-
тронной микроскопии, проточной цитометрии. 
Для отслеживания внутриклеточного транспор-
та препаратов применялось окрашивание кле-
ток противо-эндосомальными (Rab4, Rab5, rab7, 
Rab9, Rab11) и противо-лизосомальными анти-
телами (LAMP1, LAMP2) меченными флуорес-
центным маркером с последующей конфокаль-
ной микроскопией образцов.

Вторым этапом исследования in vivo оценива-
лось накопление анти-HSP70 препаратов в опу-
холи при системном внутривенном введении 
в моделях колоректального рака CT26 у мышей 
линии BALB/c, глиомы GL261 у мышей линии 
C57/Bl6, глиомы С6 у крыс породы Wistar. После 
инъекции препаратов проводилась прижизнен-
ная оценка накопления веществ с применением 
эпифлуоресцентной микроскопии с последую-
щим иммуногистохимическим исследованием. 
Отдельным этапом работ была выполнена оценка 
(с применением ПЭТ/КТ аппарата) биораспре-
деления TPP пептида меченного радиоизотоп-
ной меткой (TPP-PEG24-DFO-[89Zr]) в моделях 
колоректального рака CT26 и рака молочной же-
лезы 4T1.

Третьим этапом исследования изучалась воз-
можность использования функционализирован-
ных суперпарамагнитных частиц в диагностике 
новообразований с применением маг нит но-ре-
зо нансной томографии [3]. Магнитные коньюга-
ты наночастиц железа в комплексе с анти-HSP70 
антителами (cmHsp70.1-SPIONs) [4] либо гран-

зимом В (GrB-SPIONs) были охарактеризованы 
с применением ЯМР спектроскопии, метода ди-
намического рассеяния света, методов конфо-
кальной, электронной и атомно-силовой микро-
скопии. После завершения in vitro исследований 
по оценки мишенных свойств коньюгатов с ра-
ковыми клетками был изучен диагностический 
потенциал (в режиме МРТ) наночастиц in vivo 
в моделях глимы С6, глиомы U87 у иммуноде-
фицитных мышей NMRI nu/nu, глиомы GL261, 
рака лёгкого H1339 у иммунодефицитных мы-
шей NMRI nu/nu.

Результаты. Полученные анти-HSP70 препара-
ты (cmHsp70.1 антитела, пептид ТРР, гранзим B) 
специфически взаимодействовали с HSP70-по ло-
жи тель ны ми раковыми клетками, накапливаясь 
в цитоплазме клеток в результате эндоцитоза. 
Подавление экспрессии HSP70 на мембране кле-
ток рака молочной железа 4Т1 (4T1Hsp70–) с при-
менением системы CRISP/Cas9 приводило к су-
щественному снижению захвата клетками белка. 
In vivo исследования с флуоресцентными марке-
рами также подтвердили избирательность нако-
пления препаратов в опухолевой ткани. Так ис-
следование по биораспределению пептида TPP 
показало, что в течение 3-х часов от момента 
внутривенного введения TPP-PEG24-DFO-[89Zr] 
накапливался в опухоли 4Т1, достигая макси-
мальных значений через 24 часа. Так в опухоли 
4T1Hsp70+ захват пептида составил 6,22 ± 1,1% ID/g 
по сравнению с 5,47 ± 0,3% ID/g в опухоли 4T1wt. 
Для опухоли СТ26 – 2,66 ± 0,5% ID/g.

Синтезированные магнитные коньюгаты 
(cmHsp70.1-SPIONs, GrB-SPIONs) обладали 
выраженными МР контрастными свойствами 
и по данным in vitro экспериментов специфи-
чески накапливались в HSP70-положительных 
раковых клетках [4]. Наличие про-апоптотичес-
кой активности у гранзима В приводило к дозо-
зависимой гибели клеток. Системное введение 
наночастиц в моделях опухолевого поражения 
у животных сопровождалось накоплением ча-
стиц в опухоли и усилением её контрастирования 
при проведении МРТ. Сопутствующая радиоте-
рапия (Small Animal Radiation Research Platform 
(SARRP), X-strahl) глиомы головного мозга при-
водила к увеличению экспрессии HSP70 и, как 
следствие, повышению аккумуляции наноча-
стиц в опухоли. Курс внутривенного введения 
GrB-SPIONs приводил к замедлению прогрес-
сии опухоли (по данным МРТ) и увеличению 
выживаемости животных. Комбинированная 
терапия с применением коньгатов наночастиц 
GrB-SPIONs и моноклональных иммунотера-
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певтических антител (анти-PD-1, анти-CTLA-4) 
приводила к выраженному терапевтическому 
эффекту за счёт активации иммунного противо-
опухолевого ответа. Так по данным иммуноги-
стохимических исследований наблюдалось уве-
личение инфильтрации опухолевой ткани СD3+, 
CD4+ и CD8+ Т-лим фо ци та ми, NK1.1+ натураль-
ными киллерами.

Выводы. Мембрано-связанный HSP70 может 
служить основой для таргетной диагностики 
и терапии новообразований. Комбинированная 
терапия с применением магнитных наночастиц 
и иммунотерапевтичсеких антител является но-
вым перспективным направлением в онколо-
гии и может быть в дальнейшем использована 
в терапии.
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MEMBRANE-BOUND HEAT SHOCK PROTEIN HSP70 AS A TARGET 
FOR THERANOSTICS OF TUMORS

© 2018     М. А. Shevtsov1,2,3*, B. А. Margulis2, I. V. Guzhova2, B. P. Nikolaev4, 
А. М. Ischenko4, G. Multhoff 5, А. S. Simbirtsev4

*E-mail: shevtsov-max@mail.ru
1Institute of Cytology of the Russian Academy of Sciences (RAS), St. Petersburg, Russia;

2Polenov Russian Scientifi c Research Institute of Neurosurgery, St. Petersburg, Russia;
3Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russia;

4Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russia;
5Technische Universität München, Klinikum rechts der Isar, Munich, Germany

Heat shock protein HSP70 is frequently expressed on the plasma membrane of tumor cells, thus ren-
dering this protein as a potential target for development of novel diagnostic and threapeutic approaches 
in oncology. Developed anti-HSP70 agents, which include monoclonal antibodies, TPP peptide and re-
combinant granzyme B, demonstrated specifi city in targeting of HSP70-positive tumor cells. Subsequent 
application of magnetic conjugates functionalized with anti-HSP70 agents could provide an early diagno-
sis of tumors employing magnetic resonance imaging (MRI). Combination of anti-HSP70 nanoparticles 
with immunotherapeutic anitbodies (anti-PD-1, anti-CTLA-4) resulted in increased survival and delay of 
tumor progression in the clinically relevant models of cancer. Further development of the targeted agents 
against HSP70-positive tumors could be applied for the treatment in clinical oncology.
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