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РЕЗЮМЕ

В настоящем обзоре обсуждается относительно новый класс направленных адресных молекул, ак-
тивно исследующийся в отношении радионуклидной диагностики и лечения злокачественных образо-
ваний. Используемые до настоящего времени полноразмерные антитела обладают неоптимальными 
фармакологическими свойствами, медленным распределением в организме, плохим проникновением 
в ткани, выведением почками и высокой иммуногенностью, что существенно затрудняет их примене-
ние в клинической практике. В течение последнего десятилетия большую популярность приобретают 
таргетные молекулы, получившие название «альтернативные каркасные белки» (АКБ) или «скаф-
фолды» и отвечающие всем требованиям для оптимальной доставки радионуклида к опухолевым 
клеткам. Обычно АКБ имеют меньшие размеры по сравнению с антителом, но большие, чем пепти-
ды, и характеризуются высокой аффинностью и оптимальными биохимическими, биофизическими, 
биологическими и ýкономическими характеристиками. Преимуществами таких белков являются их 
стабильная структура, хорошее проникновение в ткани, возможность дополнительной функциона-
лизации и ýкспрессия в бактериальной системе, обеспечивающая низкую стоимость производства.

Результаты проведенных к настоящему моменту доклинических и клинических исследований для 
диагностики злокачественных образований с использованием таких представителей АКБ, как 
аффибоди, аднектин, дарпины и пр., продемонстрировали высокую специфичность, аффинность, 
хорошую переносимость и низкую иммуногенность используемых препаратов.

Ключевые слова: альтернативные каркасные белки, скаффолд, радионуклидная диагностика, моле-
кулярные мишени.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время для диагностики злокаче-

ственных образований все большее распростране-
ние получают таргетные радионуклидные методы, 
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ABSTRACT

This review discusses a relatively new class of targeted molecules that is being actively studied for 
radionuclide diagnosis and treatment of malignancies. The full-size antibodies used so far have non-optimal 
pharmacological properties, slow distribution in the body, poor penetration into the tissue and kidney 
excretion, and high immunogenicity, which significantly complicates their use in clinical practice. Over 
the past decade, a new class of targeted molecules, called “non-immunoglobulin scaffolds” have become 
popular; they have all the requirements for optimal delivery of a radionuclide to tumor cells. Scaffolds 
usually are smaller in size in comparison with antibodies, but they are larger than peptides, and are 
characterized by high affinity and optimal biochemical, biophysical, biological, and economic features. 
The advantages of such proteins are their stable structure, good penetration into tissues, the possibility 
of additional functionalization and expression in the bacterial system, which ensures low production costs.

The results of preclinical and clinical studies for diagnosis of malignancies using such proteins as affibody, 
adnectin, DARPins, etc., have demonstrated their high specificity, affinity, good tolerance and low 
immunogenicity. 
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обладающие высокой специфичностью к различ-
ным молекулярным мишеням, расположенным 
на поверхности мембран опухолевых клеток и 
позволяющим визуализировать очаги различных 
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размеров (основной опухолевый узел и метаста-
тические очаги) [1]. До недавнего времени в ка-
честве основного компонента радиоиммуноконъ-
югата использовались моноклональные антитела 
(мкАТ) [2]. Однако результаты исследований с 
применением мкАТ не оправдали возложенных 
на них ожиданий и выявили ряд особенностей, 
существенно ограничивающих их использование 
в клинической практике. При тщательном изуче-
нии оказалось, что мкАТ обладают значительно 
сниженной ýффективностью взаимодействия с 
антигеном, неоптимальными фармакологически-
ми свойствами, медленным распределением в ор-
ганизме, плохим проникновением в ткани и вы-
ведением почками (из-за высокой молекулярной 
массы – 150 кДа) [3]. К наиболее существенному 
недостатку относится высокая иммуногенность 
применяемых мышиных мкАТ, что в ответ на их 
введение приводит к образованию нейтрализую-
щих антител и, соответственно, к возникновению 
гипериммунных реакций и снижению ýффектив-
ности лечения. Стало очевидным, что для кли-
нического применения необходимо кардинальное 
видоизменение мкАТ, включающее коррекцию 
размеров, аффинности, валентности и пр. [4]. 

В связи с поиском новых ýффективных аген-
тов, способных нацеливаться на специфические 
мишени, началось интенсивное изучение моле-
кулярных конструкций, альтернативных связы-
вающим доменам антител и имеющих ряд обя-
зательных характеристик, таких как связывание 
исключительно с «таргетным» антигеном для 
специфической локализации, отсутствие иммуно-
генности, стабильность и возможность быстрой 
химической модификации для проведения про-
цессов мечения [5]. Помимо ýтого, оптимальной 
функцией для радионуклидной визуализации яв-
ляются скорость связывания препарата с мише-
нью и быстрое удаление несвязавшихся молекул 
из организма пациента для достижения высоко-
го качества визуализации опухоли и сокращения 
временного промежутка между инъекцией и на-
чалом исследования [6].

В течение последнего десятилетия большую 
популярность приобретает новый класс таргет-
ных молекул, получивших название «альтернатив-
ные каркасные белки» (АКБ) или «скаффолды» 
(scaffolds) и отвечающих всем требованиям для 
оптимальной доставки радионуклида к опухо-
левым клеткам [7]. Впервые термин «скаффолд» 
был введен профессором Плюктуном и соавт. 
для обозначения белкового каркаса или остова, 
состоящего из видоизмененных аминокислотных 
остатков или небольших последовательностей и 

придающего различным вариантам белка разные 
функции, чаще возможность ýффективного свя-
зывания со специфическими мишенями [8].

Обычно АКБ имеют меньшие размеры по 
сравнению с антителом, но большие, чем пепти-
ды, и характеризуются высокой аффиностью и 
оптимальными биохимическими, биофизиче-
скими, биологическими и ýкономическими ха-
рактеристиками. Преимуществами таких белков 
являются их стабильная структура, хорошее 
проникновение в ткани, возможность дополни-
тельной функционализации и ýкспрессия в бак-
териальной системе, обеспечивающая низкую 
стоимость производства [9]. При ýтом основными 
требованиями к данной категории полипептидов 
являются наличие компактной и относительно 
жесткой пространственной структуры-каркаса, 
перспективы последующих белково-инженерных 
манипуляций и возможности получения гибридов 
с другими функциональными модулями. Целью 
стратегии с использованием высокоаффинных 
структур для связывания с мишенью является 
идентификация молекул с 3D-формой, которые 
будут совпадать со специфичным определенной 
опухоли антигеном [10]. Обычно АКБ состоят из 
выбранной белковой структуры/каркаса с подхо-
дящими свойствами для топографических вариа-
ций. В данном случае важным моментом является 
то, что белковая структура остается стабильной 
под влиянием широкого спектра используемых 
растворителей и методов воздействия. Обычно 
для ýтого, с одной стороны, требуется небольшой 
размер молекул для облегчения производства, с 
другой –  для увеличения разнообразия манипу-
ляций для создания многомерных и биспецифи-
ческих конструкций или изменения размера [11].

РАЗНОВИДНОСТИ АКБ И ОСНОВНЫЕ 
ПРИНЦИПЫ ИХ СИНТЕЗА 

Альтернативные каркасные белки можно 
классифицировать по различным критериям, та-
ким как размер, способ синтеза, происхождение, 
и биологическим функциям. Одним из основ-
ных критериев, однако, является их разделение 
в соответствии с ýлементами структуры, что 
объясняется возможностью передачи их биоло-
гических свойств также и новым производным 
(рис.) [12, 13]. Первый класс представляют со-
бой соединения доменного строения (domain-
sized compounds) (6–20 кДа), такие как аффибоди 
(Affibody, Inc.), альбумин-связывающие доме-
ны, имеющие сродство с протеином (ADAPTs), 
аффилины (Scil Proteins GmbH), антикалины 
(Pierris, Inc.), атримеры (Anaphore, Inc.), дарпины 
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(Dyax, Inc., Shire Inc.), Fn3 скаффолды (Molecular 
Partners, Inc.), финомерные платформы (Janssen), 
домены типа ингибитора кунитца или пронек-
тин (Protelica), последовательности на основе  
FN3 белка (Protelica, Inc.). Ко второму классу 

относятся пептиды с закрепленной структурой 
(constrained peptides) (2–4 кДа), такие как вимеры 
(Avimers [Avidia, Inc.]), бициклический пептиды 
(Bicycle Therapeutics, Inc.) и цистеин-содержащие 
пептиды [14]. 

Рисунок. Схематичное изображение различных альтернативных каркасных белков

Figure. Schematic representation of scaffolds

Для обоих классов альтернативных каркасных 
белков характерен синтез с использованием ком-
бинаторной библиотеки, которая включает набор 
генов АКБ со случайной последовательностью 
нуклеотидов в определенных участках, кодирую-
щих варьируемые аминокислотные остатки [15]. 
Комбинаторная библиотека содержит миллиарды 
молекул, лежащих в основе постоянной белковой 
матрицы, разделенной на несколько отличающих-
ся друг от друга областей. Обычно библиотеки 
смешиваются с иммобилизированным в процессе 
селекции антигеном, после чего путем вымывания 
«выбираются» только связавшиеся с ним молеку-
лы, обладающие хорошей аффинностью [16]. Для 
создания высокоспецифичной молекулы с задан-
ными характеристиками к ýтапу селекции обыч-
но добавляют дополнительные ýтапы, удаляя при 
ýтом молекулы, связавшиеся одновременно как с 
нежелательными, так и с желательными мишеня-
ми [17]. На следующем ýтапе проводят иденти-
фикацию полученных клонов и изучение свойств 
полученного белка [18]. 

Для отбора с помощью комбинаторной би-
блиотеки белков, обладающих заданными свя-
зывающими свойствами, используется несколько 
различных стратегий или систем белковой селек-
ции. Поскольку методы определения последова-
тельности ДНК являются более доступными, все 
используемые в настоящее время системы осно-
вываются на связи между генотипом (кодирую-

щей последовательностью) и фенотипом (связы-
вающей активностью) белка, что позволяет легко 
идентифицировать и амплифицировать отобран-
ные полипептиды при помощи кодирующих их 
ДНК или РНК [19].

Различные системы селекции обладают свои-
ми преимуществами и ограничениями. Их выбор 
в каждом конкретном случае основывается на 
различных факторах, в частности доступности 
и свойствах целевого лиганда [20]. Можно выде-
лить три основных типа систем селекции: системы 
клеточного и бесклеточного дисплея и системы 
селекции in vivo. При использовании клеточно-
го дисплея в клетки организма-хозяина различ-
ными способами вводят ДНК, представляющую 
собой соответствующую комбинаторную библи-
отеку, в результате чего связывающие белки ýкс-
понируются на поверхности клеток или фаговых 
частиц (фаговый дисплей) либо ýкспрессируют-
ся в какой-либо обособленной области клетки. 
Характерной чертой бесклеточных систем явля-
ется использование транскрипции и трансляции 
in vitro для конструирования и скрининга ком-
бинаторных библиотек [21]. При помощи дан-
ного способа могут быть получены библиотеки 
размером до 1 013 вариантов, причем на стадии 
амплификации возможно проведение мутагенеза 
in vitro, обеспечивающего направленную ýволю-
цию в каждом раунде селекции [22]. Существу-
ют также системы селекции in vivo, в которых 
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целевой лиганд ýкспрессируется совместно с ва-
риантами связывающих белков из библиотеки, 
таким образом процесс селекции не зависит от 
доступности целевого лиганда [23].

ПРИМЕНЕНИЕ АЛЬТЕРНАТИВНЫХ  
КАРКАСНЫХ БЕЛКОВ ДЛЯ РАДИО- 
НУКЛИДНОЙ ВИЗУАЛИЗАЦИИ  
ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ ОБРАЗОВАНИЙ

Аффибоди. К наиболее изученным предста-
вителям АКБ относятся аффибоди, являющиеся 
первыми скаффолдами, использованными для ра-
дионуклидной визуализации (таблица) [14]. В на-
стоящее время закончены I/II фазы клинических 
исследований по изучению накопления радиоак-
тивного фармацевтического препарата на основе 
молекулы ABY-025, меченной 111In и 68Ga, для диаг- 
ностики с помощью однофотонной ýмиссионной 
компьютерной томографии (ОФЭКТ) и пози-
тронно-ýмиссионной томографии (ПЭТ) метаста-
тического Her2/neu – позитивного рака молоч-
ной железы. При клинической апробации были 
продемонстрированы хорошая переносимость 
и отсутствие иммунных реакций на повторное 
введение препарата. Сравнение с результатами 
иммуногистохимического анализа биопсийного 
материала показало, что измерение максималь-
ного захвата через 2–4 ч после введения препа-
рата является значимой характеристикой, по-
зволяющей дифференцировать метастатическое 
поражение с ýкспрессией Her2/neu 2+ и 3+. Так-
же для выделения высокой и низкой ýкспрессии  
Her2/neu может использоваться референсное 
значение опухоль–селезенка при проведении как 
ПЭТ, так и ОФЭКТ и тем самым независимо от 
внешних аппаратных калибровок [24–26].

В настоящее время ведутся исследования в 
отношении молекул аффибоди ZIGF1R:4551 и 
Z08698, тропных к инсулиноподобному факто-
ру роста 1 (IGF-1R) и ýпидермальному факто-
ру роста Her3 соответственно. Гиперýкспрессия 
данных молекулярных маркеров, как известно, 
может ассоциироваться с резистентностью к тра-
стузумабу у больных раком молочной железы, а 
их выявление позволит ее предсказывать и кор-
ректировать планируемое лечение. Также ýкс-
прессия данных маркеров имеет важное значе-
ние и при других злокачественных образованиях, 
например, раке простаты и яичников. Меченная 
99mTc(CO)

3 
ZIGF1R:4551 и меченная 68Ga Z08698 

молекулы на доклинический исследованиях про-
демонстрировали высокую аккумуляцию в опу-
холевых клетках и распределение соединения в 

опухолевой ткани ксенографта, пропорциональ-
ные уровню ýкспрессии Her3 [27].

Также проводятся доклинические ýтапы по 
изучению молекул аффибоди ZEGFR:2377 к ýпи-
дермальному фактору роста EGFR1 для диагно-
стики немелкоклеточного рака легких и опухолей 
головы и шеи, ZCAIX:2 к углеродной ангидразе 
IX для выявления радиорезистентных гипоксиче-
ских опухолей и рака почки, а также Z09591 к 
рецептору фактора роста тромбоцитов Я [28, 29].

Дарпины. Представляют собой естественные 
анкириновые повторы пептида, состоящего из 
повторяющихся доменов длиной 33 а.о. и обла-
дающего стабильной структурой из Я-поворота 
и двух ά-спиралей. Обычно белки представлены 
4–6 модулями с суммарной молекулярной массой 
от 14 до 21 кДа (молекулярная масса каждого  
3,5 кДа) [30, 31]. 

Одно из первых доклинических исследований 
с использованием дарпина G3 было проведено 
Goldstein с соавт., описывающего мечение дан-
ной молекулы 125I и 111In для ОФЭКТ диагностики 
опухолей с гиперýкспрессией Her2/neu. По ре-
зультатам ýтого исследования в обоих случаях 
отмечался высокий захват препарата опухолевой 
тканью на моделях ВТ-474 ксенографтов через  
4 ч после введения. Однако более низкое погло-
щение нормальными тканями при использовании 
меченного 111In компонента привело к увеличе-
нию соотношения опухоль–фон по сравнению  
с аналогом, меченным 125I [32].

Результаты исследования Vorobyeva с соавт. 
с применением молекул дарпина 9_29, меченных 
99mTc и 125I, в обоих случаях – in vitro и in vivo – 
продемонстрировали высокую чувствительность 
и специфичность соединений к рецепторам  
Her2/neu [33, 34].

ADAPT. Представляют собой 46-аминокис-
лотный каркас альбуминсвязывающего доме-
на стрептококкового белка G с молекулярной 
массой 5,2 кДа. Нацеленный на рецептор Her2 
ADAPT6 был выбран из-за его высокоаффинно-
го связывания и быстрого выведения из крово-
тока в связи с низким связыванием с альбуми-
ном. Соединения на основе меченного 111In/68Ga 
ADAPT6 на ýтапе доклинических исследований 
продемонстрировали высокой захват опухоле-
вой тканью SCOV3 ксенографтов через 1 ч после 
введения с четкой дифференцировкой по дан-
ным компьютерной томографии между высоким 
и низким уровнями ýкспрессии молекулярного 
маркера [35]. Последующие исследования про-
демонстрировали, что специфичность ADAPT6 
значительно улучшается путем химической  
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модификации и добавлении N-терминального 
конца. При использовании оптимизированного 
варианта Cys59-(HE)3DANS-ADAPT6, меченного 
111In, соотношение опухоль–кровь через 4 ч после 
введения составило 277 ± 35 [36].  

Аднектин. Протеин, представляющий собой 
10-й домен фибронектина III типа FN3 молеку-
лярной массой 10 кДа и направленный на CD20 
для ПЭТ-визуализации В-клеточных лимфом. 
Данная молекула обладает термостабильно-
стью, высокой растворимостью и имеет про-
странственную структуру. In vivo проводилось 
изучение соединений на основе меченной 64Cu 
молекулы FN3

CD20 
(64Cu-DOTA-FN3CD20) на мо-

делях опухолевого роста трансгенных живот-
ных, которое продемонстрировало высокое 
удельное накопление в селезенке и органах, ýкс-
прессирующих CD20 через 1 ч после введения 
препарата. У нетрансгенных мышей, несущих 
опухоли человека, ýкспрессирующих CD20, ис-

пользование соединения 64Cu-FN3CD20 проде-
монстрировало высокий специфических захват 
опухолевой тканью с низкой аккумуляцией здо-
ровыми тканями через 4 ч после инъекции [37]. 
Относительно недавно началось изучение адне-
ктина к поверхностному рецептору PD-L1, уча-
ствующему в иммунной отмене. По результатам 
in vivo исследований на моделях опухолевого 
поражения у животных меченной 18F молекулы 
BMS-986192 (18F-BMS-986192) при проведении 
ПЭТ опухолевый узел визуализировался через 
2 ч после инъекции. При проведении исследо-
вания Cynomolgus специфическое связывание 
18F-BMS-986192 отмечалось в селезенке с бы-
стрым выведением из кровотока через почки и 
мочевой пузырь. В настоящее время проводятся 
одноцентровые клинические испытания данно-
го соединения CheckMate 511 (NCT02714218 / 
EudraCT 2015-004920-67) у пациентов с отдален-
ными метастазами при меланоме [38]. 

Т а б л и ц а 
T a b l e

Разновидности меченных АКБ, используемых в течение последних 5 лет для направленной радионуклидной визуализации 
онкологических заболеваний

 Varieties of labeled scaffolds used for radionuclide imaging of oncological diseases over the last 5 years

Тип скаффолда
Scaffold type

Исходный протеин
Original protein

Мишень
Target

Основной компонент
Principal component

Изотоп
Isotope

Стадия исследования
Stage of the research 

Аднектин
Adnectin

10-й домен 
человеческого FN3

10th human FN3 domain 

CD20 FN3
CD20

64Cu
Доклиническая
Preclinical trials

PD-L1 BMS-986192 18F
Доклиническая
Preclinical trials

Аффибоди
Affibody 

Z-домен 
стафилококкового 

протеина А
Z domain of staphylococ-

cal protein A

HER2

ABY-025 68Ga
Клиническая
Clinical trials

ZHER2:V2 111In
Клиническая
Clinical trials

188Re
Доклиническая
Preclinical trials

HER3

Z08698 111In
Доклиническая
Preclinical trials

68Ga
Доклиническая
Preclinical trials

Z08699 99mTc
Доклиническая
Preclinical trials

IGF-1R
ZIGFR:2377 68Ga

Доклиническая
Preclinical trials

55/57Co
Доклиническая
Preclinical trials

CAIX
ZCAIX:2 99mTc

Доклиническая
Preclinical trials

ZCAIX:4 125I
Доклиническая
Preclinical trials

PDGFRЯ Z09591 68Ga
Доклиническая
Preclinical trials

PD-L1 Z
PD-L1_1

18F
Доклиническая
Preclinical trials
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Тип скаффолда
Scaffold type

Исходный протеин
Original protein

Мишень
Target

Основной компонент
Principal component

Изотоп
Isotope

Стадия исследования
Stage of the research

ADAPT

Альбуминсвязывающий 
домен протеина 
стрептококка G

Albumin-binding domain 
of streptococcal protein 

G

HER2

C-(HE)
3
-ADAPT6

68Ga
Доклиническая
Preclinical trials

111In
Доклиническая
Preclinical trials

Cys59-(HE)3DANS-
ADAPT6

111In
Доклиническая
Preclinical trials

125I
Доклиническая
Preclinical trials

Cys2-(HE)3DANS-
ADAPT6

111In
Доклиническая
Preclinical trials

125I
Доклиническая
Preclinical trials

Дарпин

DARPin

Естественные 

анкириновые повторы

Natural ankyrin repeats 

HER2

G3 111In
Доклиническая
Preclinical trials

9_29

125I
Доклиническая
Preclinical trials

99mTc
Доклиническая
Preclinical trials

Knottin

Ингибитор цистеинового 

узла

Inhibitor cysteine knot 

ά
v
Я

6
            S

0
2 64Cu

Доклиническая
Preclinical trials

ά
v
Я

6

             7c 111In
Доклиническая
Preclinical trials

            3-4A 18F
Доклиническая
Preclinical trials

О к о н ч а н и е   т а б л и ц ы  
E n d  o f   t a b l e

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, использование альтернатив-

ных каркасных белков для таргетной радиону-
клидной диагностики злокачественных образова-
ний представляет огромный интерес и является 
актуальным и перспективным направлением. Не-
оспоримыми преимуществами данного рода со-
единений являются их небольшие размеры, вы-
сокие аффинность и специфичность, стабильная 
структура, хорошее проникновение в ткани, 
хорошая переносимость, а также относительно 
низкая стоимость производства. Несомненно, 
использование в клинической практике соедине-
ний на основе меченных изотопами скаффолдов 
позволит проводить определение распростра-
ненности опухолевого процесса как основно-
го опухолевого узла, так и регионарных узлов 
и отдаленных органов и тканей, часто имеющих 
различия в ýкспрессии маркеров, без лишних 
инвазивных вмешательств, тем самых повышая 
точность диагностического ýтапа и корректируя 
тактику лечения пациентов, а также выполнять 
динамическую оценку состояния опухоли на 
фоне проводимого лечения. 
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