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РЕЗЮМЕ

Цель – изучить in vitro и in vivo функциональную пригодность лиофилизата таргетных каркасных белков 
с анкириновыми повторами DARPin G3-(GGGS)3Cys, меченых 99mTc, для радионуклидной визуализации 
гиперэкспрессии HER2/neu в злокачественных опухолях.

Материалы и методы. Для наработки таргетного белка использовали модифицированную генетическую 
конструкцию с последовательностью, кодирующей белок DARPin G3-(GGGS)3Cys. Для получения экс-
периментального препарата использовали лиофилизат, содержащий DARPin G3-(GGGS)3Cys со вспомо-
гательными веществами, и раствор натрия пертехнетата, 99mТс (500 МБк) при инкубации 60 °С, 30 мин. 
Анализ радиохимической чистоты (РХЧ) 99mTс-G3-(GGGS)3Cys проводили тонкослойной радиохромато-
графией. Для оценки специфичности in vitro использовали клеточные линии: SKOV-3 > BT-474 > DU-145. 
Константу диссоциации определяли с помощью анализа насыщения на SKOV-3 в диапазоне концентраций 
белка от 0,2 до 40 нМ. Для оценки таргетных свойств и биораспределения использовали мышей линии 
Nu/j, несущих ксенотрансплантаты SKOV-3 (HER2/neu позитивные) и ксенотрансплантаты Ramos (HER2/
neu негативные).

Результаты. Получен радиокомплекс на основе 99mTс и лиофилизата таргетных белков DARPin G3-
(GGGS)3Cys с РХЧ более 96%. Связывание 99mTс-G3-(GGGS)3Cys с клетками является специфичным 
c KD 3,9 ± 0,5 нМ и пропорционально уровню экспрессии HER2/neu в клетках. Поглощение 99mTс-G3-
(GGGS)3Cys в ксенотрансплантатах SKOV-3 было значимо выше, чем в ксенотрансплантатах Ramos. 99mTс-
G3-(GGGS)3Cys продемонстрировал быстрое выведение из крови, почечный клиренс, низкие уровни актив-
ности в слюнных железах и желудке. Уровень накопления активности в печени составил около 5–7 %ВД/г. 
Кроме того, 99mTс-G3-(GGGS)3Cys имел очень низкое поглощение в легких, мышцах, тонком кишечнике и 
костях.
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Заключение. Лиофилизат таргетных каркасных белков DARPin G3-(GGGS)3Cys, меченый 99mTc, функци-
онально пригоден для визуализации гиперэкспрессии HER2/neu в опухолях, поскольку специфически свя-
зывается с рецептором, стабилен in vivo и имеет благоприятное биораспределение в органах и тканях. Радио- 
комплекс 99mTс-G3-(GGGS)3Cys получен по простой процедуре с высокой радиохимической чистотой.

Ключевые слова: злокачественные опухоли, Her2/neu, радионуклидная диагностика, DARPin G3, оксотех-
неций, лиофилизат
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ABSTRACT

Aim. To study in vitro and in vivo the functional suitability of 99mTc-labeled lyophilized formulation containing 
designed ankyrin repeat protein (DARPin) G3-(GGGS)3Cys for radionuclide imaging of HER2/neu overexpression 
in malignant tumors.

Materials and methods. To create a targeted protein, a modified genetic construct with the sequence encoding 
DARPin G3-(GGGS)3Cys was used. To generate the experimental probe, we used a lyophilized formulation 
containing DARPin G3-(GGGS)3Cys with auxiliary substances and 99mTc sodium pertechnetate (500 MBq) 
incubated at 60 °C for 30 min. Radiochemical purity of 99mTc-G3-(GGGS)3Cys was analyzed by thin-layer 
radiochromatography. SKOV-3, BT-474, and DU-145 cell lines were used to test binding specificity in vitro. 
The dissociation constant was determined via a saturation binding assay on SKOV-3 cells with a range of protein 
concentrations from 0.2 to 40 nM. Nu/j mice bearing HER2-positive SKOV-3 xenografts and HER2-negative 
Ramos xenografts were used to evaluate the targeting properties and biodistribution.

Results. A radiocomplex based on 99mTc and a lyophilized formulation with DARPin G3-(GGGS)3Cys was obtained 
with the radiochemical purity of more than 96%. Binding of 99mTc-G3-(GGGS)3Cys to the cells was specific  
(KD 3.9 ± 0.5 nM) and proportional to the level of HER2/neu expression in the cells. The uptake of 99mTc-G3-
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ВВЕДЕНИЕ

Гиперэкспрессия трансмембранных тирозинки-
назных рецепторов часто коррелирует с процессом 
возникновения злокачественных новообразований, 
которые в норме экспрессируются на поверхности 
всех эпителиальных клеток организма. Особый ин-
терес представляет рецептор эпидермального фак-
тора роста человека 2-го типа (HER2/neu), который 
играет важную роль в качестве онкорецептора при 
злокачественных опухолях [1] молочной железы, же-
лудочно-кишечного тракта, яичников и других. Этот 
рецептор чрезмерно экспрессируется во многих слу-
чаях рака яичников, молочной железы, пищевода, 
желудочно-кишечного тракта, раке легких и других 
видов рака [2]. 

Рак молочной железы (РМЖ) характеризуется тя-
желым течением заболевания, низкими показателями 
общей и безрецидивной выживаемости, а также ам-
плификацией гена HER2/neu в 15–20% случаев. По-
этому данный онкомаркер используется в качестве 
мишени для диагностики и таргетной терапии у па-
циентов с гиперэкспрессией рецептора HER2/neu [3]. 

Моноклональные антитела, конъюгаты антите-
ло-цитотоксин и ингибиторы тирозинкиназы ис-
пользуют в качестве таргетных терапевтических 
лекарственных средств, которые зависят от специ-
фического распознавания HER2/neu [4]. Первый этап 
заключается в установке наличия и (или) отсутствия 
гиперэкспрессии HER2/neu на поверхности опухоле-

(GGGS)3Cys in SKOV-3 xenografts was significantly higher than in Ramos xenografts. 99mTc-G3-(GGGS)3Cys 
demonstrated rapid blood and renal clearance and had low activity in the salivary glands and stomach. Liver uptake 
was about 5–7%ID/g. In addition, 99mTc-G3-(GGGS)3Cys exhibited very low uptakes in the lungs, muscles, small 
intestine, and bones.

Conclusion. The 99mTc-labeled lyophilized formulation with DARPin G3-(GGGS)3Cys is functionally suitable 
for imaging HER2/neu overexpression in tumors, as it binds specifically to the receptor, is stable in vivo, and has 
favorable biodistribution in organs and tissues. The radiocomplex based on 99mTc-G3-(GGGS)3Cys was obtained 
by a simple method with high radiochemical purity.

Keywords: malignant tumors, Her2/neu, radionuclide diagnosis, DARPin G3, oxotechnetium, lyophilized 
formulation
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вой клетки. Только после этого осуществляется лече-
ние – второй этап. В качестве такого лекарственного 
средства используется трастузумаб (герцептин), ко-
торый является золотым стандартом терапии боль-
ных HER-2/neu-позитивным РМЖ, существенно 
увеличивающим показатели общей и безрецидивной 
выживаемости [5]. Кроме того, терапевтические ле-
карственные средства, тропные к HER2/neu, также 
проходят клиническую оценку для лечения карци-
номы яичников [6], немелкоклеточного рака легкого 
[7] и карцинома эндометрия [8]. 

Для рутинного использования зарегистрирован-
ных препаратов и дальнейшего развития таких мето-
дов лечения необходимо точное определение уровня 
экспрессии HER2/neu в опухолях. Уровень экспрес-
сии мишени напрямую связан с противоопухолевым 
эффектом, в случае низкой экспрессии пациенты бу-
дут подвергаться риску тяжелых побочных эффектов 
при использовании таргетных препаратов и цитоток-
синов [9]. Главной проблемой применения терапев-
тических средств, тропных на HER2/neu, является 
изменчивость экспрессии рецептора в злокачествен-
ных опухолях [10]. 

Биопсия (иммуногистохимический метод и флуо- 
ресцентная гибридизация in situ) является рутин-
ным методы определения экспрессии HER2/neu [11]. 
Однако биопсия осложняется при наличии множе-
ственных метастазов из-за инвазивности этой про-
цедуры, практически невозможно оценить распро-
страненность опухолевого процесса и обнаружить 
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изменения уровня экспрессии HER2/neu после нео-
адъювантной терапии [11]. Чтобы преодолеть недо-
статки инвазивной биопсии, была предложена ради-
онуклидная молекулярная визуализация экспрессии 
HER2/neu in vivo [12]. 

На основе результатов доклинических [13] и неко-
торых клинических [12–14] исследований о различ-
ных типах агентов для молекулярной визуализации 
HER2/neu (антитела, каркасные белки, фрагменты 
антител, аптамеры, пептиды) можно заключить, что 
наиболее перспективными таргетными молекулами 
являются каркасные белки. Они обеспечивают бо-
лее высокую контрастность изображений в короткие 
сроки (2–4 ч после инъекции) по сравнению с други-
ми нацеливающими агентами [12].

Рекомбинантные белки с анкириновыми повто-
рами (DARPins), представляющие собой сконстру-
ированные высокоаффинные стабильные белки 
небольшого размера (14–18 кДа), являются перспек-
тивными при разработке радиофармацевтических 
лекарственных средств для визуализации онкоре-
цепторов. DARPins с высоким сродством к HER2/
neu были отобраны с использованием рибосомного 
дисплея и продемонстрировали очевидный потен-
циал для нацеливания на опухоль [15]. R. Goldstein 
и соавт. продемонстрировали возможность радио- 
нуклидной визуализации экспрессии HER2/neu в 
ксенотрансплантатах опухолей человека у мышей с 
использованием DARPins, меченных 111In и 125I [16]. 
В ходе дельнейших исследований установлено, что 
DARPin G3 является лучшим вариантом для разра-
ботки агентов для молекулярной визуализации [17].

Для визуализации в ядерной медицине чаще все-
го используется радионуклид 99mTc (период полу-
распада 6 ч), обеспечивающий хорошее простран-
ственное разрешение и низкую поглощенную дозу 
у пациентов.   Технеций-99m производится из ге-
нераторов, содержащих  99Mo (период полураспада  
65,9 ч), которые могут быть доставлены в отдален-
ные больницы и обеспечивать 99mTc до 2 нед [18]. Та-
ким образом, 99mTc является привлекательной меткой 
для радионуклидной визуализации на основе одно-
фотонной эмиссионной компьютерной томографии.

В I фазе клинических исследований был изучен 
вариант DARPin G3, меченный трикарбонилом одно-
валентного технеция [99mTc]Tc(CO)3 посредством 
гистидин-содержащего тага ((HE)3 – три(гистидил- 
глутамат)) [13]. Клинические данные показали, что 
использование DARPin (HE)3-G3 для радионуклид-
ной диагностики безопасно при воздействии на па-
циентов малых доз. Диагностическая визуализация с 
использованием DARPin (HE)3-G3, меченого 99mTc, 
обеспечивала четкую визуализацию HER2-экспрес-

сирующего РМЖ железы через 4 ч после инъек-
ции и надежно различала HER2-положительные и 
HER2-отрицательные опухоли. 

К недостаткам этого экспериментального радио- 
фармпрепарата для клинического использования 
относятся двухэтапная процедура мечения и необ-
ходимость сложной очистки от радиохимических 
примесей. Это побудило к дальнейшим исследова-
ниям по оптимизации и совершенствованию ради-
оактивной метки DARPin G3 технецием-99m для 
более простой и быстрой одноэтапной процедуры. 
Предыдущие исследования с использованием вари-
антов DARPin G3 показали, что использование хела-
торов на основе пептида, размещенного на С-конце, 
содержащего цистеин, для образования оксотехне-
циевого комплекса обеспечивает низкое поглоще-
ние в нормальных тканях и высокое поглощение 
активности опухолью [19]. Было также показано, 
что новые варианты DARPin G3, меченные комплек-
сом оксотехнеция, обеспечивают похожий контраст 
изображения, как и клинически апробированный 
вариант DARPin (HE)3-G3 [19]. Один из улучшен-
ных вариантов DARPin G3, содержащий хелатор 
Gly-Gly-Gly-Ser-Cys, соединенный через (Gly-Gly-
Gly-Ser)2-линкер на С-конце и обозначенный как 
99mTс-G3-(GGGS)3Cys, был предложен для пилотных 
клинических исследований (NCT05923268). 

Однако перед клиническими испытаниями не-
обходимо изучение функциональной пригодности 
DARPin G3-(GGGS)3Cys в составе полной компо-
зиции в форме лиофилизата. На функциональную 
пригодность таргетной молекулы белковой природы 
влияют многие факторы, в частности выбор хелати-
рующего агента для связывания радионуклида 99mТс, 
условия мечения, состав композиции (комбинация 
химических предшественников). Существенную 
роль на аффинность, таргетные свойства и биорас-
пределение in vivo таких молекул оказывает вид ле-
карственной формы. Изменение состава лекарствен-
ной формы, переход белка из раствора в лиофильное 
состояние могут привести к снижению или полно-
му отсутствию его функциональной пригодности 
для визуализации HER2/neu и требует оценки этих 
свойств в in vitro и in vivo экспериментах.

Следует отметить, что таргетные белки, содер-
жащие аминокислоту цистеин, легко окисляются до 
неаффинных гомодимеров, что делает их очень чув-
ствительными к технологическим режимам, которые 
используются в получение лиофилизатов, являющих-
ся, несомненно, наиболее удобными и стабильными 
при хранении лекарственными формами для рутинно-
го изготовления радиофармацевтических лекарствен-
ных препаратов в медицинской организации [18]. 
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Целью настоящего исследования было исследо-
вать in vitro и in vivo функциональную пригодность 
лиофилизата таргетных каркасных белков с анкири-
новыми повторами DARPin G3-(GGGS)3Cys, меченых 
99mTc, для радионуклидной визуализации гиперэкс-
прессии HER2/neu в злокачественных опухолях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Нуклеотидная последовательность гена DARPin 

G3 была выведена из аминокислотной последова-
тельности DARPin G3, депонированной в PDB (номер 
доступа PDB: 2JAB) с учетом использования кодо-
нов в высокоэкспрессируемых генах Escherichia coli 
с помощью свободно распространяемой программы 
DNABuilder (http://www.innovationsinmedicine.org/
software/DNABuilder/). Геном был собран методом 
полимеразной цепной реакции из химически синте-
зированных олигонуклеотидов длиной 50 п.н., име-
ющих частично комплементарные последователь-
ности. Экспрессию, выделение и очистку DARPin 
G3-(GGGS)3Cys проводили согласно методике, опи-
санной ранее [19].

Методика изготовления экспериментального 
препарата. Пертехнетат технеция-99m, [99mTc]TcO4,  
был получен из коммерческого 99Mo/99mTc генера-
тора ГТ-4К (ФГУП «Институт физической химии  
им. Л.Я. Карпова», г. Обнинск, Россия). Образцы 
получали с применением реагентов Fluka, Acros 
Organics (Великобритания), Panreac, Sigma Aldrich 
(США) и других марки х.ч. Во флакон, содержа-
щий лиофилизированную смесь 3,3 мг DARPin G3-
(GGGS)3Cys, 0,66 мг D-маннозы, 0,33 мг ПЭГ-4000, 
0,075 мг олова (II) хлорида дигидрата, 5 мг натрия 
глюконата, 0,1 мг тетранатриевой соли этилендиа-
минтетрауксусной кислоты (ЭДTA) и фосфатного 
буфера, добавляли 500 мкл раствора натрия пертех-
нетата, 99mТс с активностью 500 МБк и перемешива-
ли. Содержимое флакона инкубировали при 60 °С в 
течение 30 мин. После содержимое флакона доводи-
ли до 10 мл стерильным раствором 0,9%-го натрия 
хлорида. После перемешивания раствор фильтрова-
ли с помощью стерилизующей насадки на шприц с 
диаметром пор 0,2 мкм в стерильный депирогенизи-
рованный флакон. Анализ радиохимической чистоты 
экспериментальных образцов 99mTс-G3-(GGGS)3Cys 
проводили методом хроматографии в тонком слое 
сорбента с использованием полосок стекловолок-
на на силикагеле iTLC (Aglient Technologies Inc. 
Folsom, США) в элюирующей системе фосфатно-со-
левом буфере (рН = 7,4). Измерение радиоактивно-
сти на полосках iTLC в CPM проводили с помощью 
радио-iTLC-сканера miniGITA Single (Elysia Raytest, 
Германия). Для получения стерильного раствора для 

экспериментов на лабораторных животных радиоак-
тивность измеряли на радиометре (РИС 1А, Ампли-
туда, Россия), оснащенного ионизационной камерой.

Радиоактивность в образцах in vitro и in vivo изме-
ряли с помощью автоматизированного гамма-спек-
трометра с детектором NaI(TI) Wizard 2480 (Pelkin 
Elmer, США). Клеточные линии раковых клеток 
человека SKOV-3 (карцинома яичников человека), 
BT-474 (карцинома молочной железы человека), 
экспрессирующие рецепторы HER2/neu, а также 
клеточная линия DU-145 (аденокарцинома проста-
ты человека) с низким уровнем экспрессии HER2/
neu были приобретены в ООО «ПраймБиоМед»  
(г. Москва, Россия). Клетки культивировали в среде 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640), допол-
ненной 10%-й фетальной бычьей сыворотки (FBS),  
2 мМ L-глутамина, 100 МЕ/мл пенициллина и стреп-
томицина 100 мкг/мл, в увлажненном инкубаторе  
с 5%-м CO2 при 37 °C. 

Для оценки специфичности in vitro за 24 ч до экс-
перимента клетки высевали в планшеты по 6 лунок, 
плотность составила 7 × 105 клеток на лунку. Для 
одной клеточной линии использовали один план-
шет. В качестве контрольной группы использовали 
100-кратный избыток немеченого белка DARPin 
G3-(GGGS)3Cys. К трем чашкам опытной группы 
добавляли такой же объем среды для культивирова-
ния клеток. Чашки инкубировали при 37 °С 30 мин 
для насыщения рецепторов HER2/neu. После этого 
раствор [99mTc]Tс-G3-(GGGS)3Cys добавляли в ка-
ждую чашку до финальной концентрации 1 нМ и 
инкубировали при 37 °С 1 ч. После инкубации среду 
собирали, клетки промывали фосфатным буфером и 
объединяли растворы, затем клетки отделяли трип-
сином и собирали. Активность фракций измеряли с 
помощью гамма-спектрометра и рассчитывали про-
цент связанной с клетками активности в пересчете 
на 1 млн клеток. Эксперимент проводился при трех-
кратном повторении.

Методика определения равновесной константы 
диссоциации (KD) была описана ранее [19]. Экспе-
римент проводили на клеточной линии SKOV-3. Ра-
диоактивность измеряли с помощью гамма-спектро-
метра. Параметры KD и максимальное количество 
сайтов связывания на клетку (Bmax) рассчитывали 
методом нелинейной регрессии с использованием 
программы PRISM (Graphpad Software, США).

Для оценки таргетных свойств и биораспределения 
меченого 99mTс лиофилизата белка G3-(GGGS)3Cys 
использовали иммунодефицитных мышей линии 
Nu/j, несущих ксенотрансплантаты SKOV-3 с высо-
кой экспрессией HER2/neu, и ксенотрансплантаты 
Ramos с отсутствием экспрессии HER2/neu. Сам-
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кам мышей Nu/j подкожно имплантировали десять 
млн клеток SKOV-3 или такое же количество клеток 
Ramos. Эксперименты проводили через 3 нед по-
сле имплантации. Средняя масса животных на мо-
мент проведения эксперимента составляла (25,4 ± 
1,8) г. Средняя масса опухоли составляла (0,4 ± 0,2) 
и (0,2 ± 0,05) г для ксенотрансплантатов SKOV-3 и 
Ramos соответственно. Мышам вводили 3 мкг 99mTс-
G3-(GGGS)3Cys (40 кБк, 100 мкл в стерильном фос-
фатно-солевом растворе) в хвостовую вену. Кровь, 
органы и ткани, представляющие интерес, после эвта-
назии животных, собирали и взвешивали, активность 
измеряли с помощью гамма-спектрометра. Рассчет 
накопленой активности в органах рассчитывали как 
процент от введенной дозы на грамм образца (%ВД/г).

При планировании и проведении экспериментов 
над животными соблюдались все применимые меж-
дународные и национальные руководящие принципы 
Российской Федерации по уходу и использованию 
животных. Протокол исследования на животных 
одобрен этическим комитетом Сибирского государ-
ственного медицинского университета (код протоко-
ла 7715, 20190826).

Для определения значимых различий (p < 0,05) ис-
пользовали U-критерий Манна –Уитни. Статистиче-
ский анализ проводили с помощью программы Prism 
(версия 9.0.0 для Windows; GraphPad Software, США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Состав лиофилизата белка G3-(GGGS)3Cys для 

изготовления экспериментального образца был раз-
работан как многокомпонентный, что обусловлено 
необходимостью применения двух групп вспомо-
гательных веществ [19–21]. Первая группа направ-
лена на защиту функциональности белка при тех-
нологии получения лиофилизата и сохранение его 
способности переходить в раствор при растворении 
лиофилизата. В качестве таких вспомогательных 
веществ использовали D-манозу и ПЭГ-4000. Вто-
рая группа веществ необходима для радиоактивно-
го мечения белка, в основе которого лежит процесс 
восстановления семивалентного 99mTс в пертехнетате 
натрия до пятивалентного с последующим образова-
нием комплекса оксотехнеция с хелатной группой 
(-GGSC) белка. В качестве таких веществ исполь-
зовали восстановитель олова дихлорид, солиганд 
натрия глюконат и ЭДTA. После добавления раство-
ра элюата пертехнетата с генератора к лиофилизату 
смесь инкубировали при нагревании согласно проце-
дуре [19]. Радиохимическая чистота радиокомплекса 
99mTс-G3-(GGGS)3Cys составила 98 ± 1 %. Методика 
мечения раствора белка G3-(GGGS)3Cys, предложен-
ная ранее [19], воспроизводится для лиофилизата с 

получением радиокомплекса 99mTс-G3-(GGGS)3Cys 
высокой чистоты, не требующем очистки.

Для изучения специфичности к HER2/neu мече-
ного 99mTс лиофилизата протеина G3-(GGGS)3Cys ис-
пользовали клеточные линии с различным уровнем 
экспрессии рецептора: SKOV-3 > BT-474 > DU-145. 
Эксперимент проводили с блокированием рецепто-
ров немеченым белком G3-(GGGS)3Cys. Изучение 
специфичности in vitro продемонстрировало высо-
кий уровень специфического связывания с клетками 
и пропорционально уровню экспрессии HER2/neu 
в клетках. При этом блокирование рецепторов из-
бытком немеченого белка отмечается значительное 
снижение связывания 99mTс-G3-(GGGS)3Cys во всех 
группах клеток (р < 0,0005) (рис. 1). 

Оценка аффинности методом насыщения пока-
зала, что 99mTс-G3-(GGGS)3Cys связывается с рецеп-
торами HER2/neu на поверхности клеток SKOV-3 c 
наномолярным значением KD (3,9 ± 0,5 нМ) (рис. 1), 
что характеризует меченый 99mTс белок, полученный 
из лиофилизата, как высокоаффинный к целевым ре-
цепторам.

Рис. 1. Результаты in vitro оценки меченого 99mTс лиофили-
зата белка G3-(GGGS)3Cys: a – oпределение специфичности 
связывания с HER2/neu; b – кривая насыщения на HER2/neu- 
экспрессирующих клетках SKOV-3. Результаты пред-
ставлены в качестве средних значений % на 106 клеток ±  

стандартное отклонение из трех образцов

П
мо

ль
/1

06  к
ле

то
к

0,3

0,2

0,1

0,0
0              10            20             30             40            50

Концентрация, нМ

С
вя

за
нн

е 
с 

кл
ет

ка
ми

 р
ад

ио
ак

ти
вн

ос
ть

  
(%

 н
а 

10
6  к

ле
то

к)

50

40

30

20

10

0

Неблокированные рецепторы

Блокированные рецепторы
p = 0,0005

p = 0,0005

      SKOV-3           ВТ-474           DU-145

Бюллетень сибирской медицины. 2024; 23 (3): 16–24

a

b



22

Сравнение биораспределения и накопления 
99mTс-G3-(GGGS)3Cys в ксенотрансплантатах SKOV-
3 с высокой экспрессией HER2/neu и Ramos с от-
сутствием экспрессии HER2/neu представлены на  
рис. 2. Параллельное сравнение биораспределе-
ния 99mTс-G3-(GGGS)3Cys в ксенотрансплантатах  
SKOV-3 и Ramos показало, что характер биораспре-
деления аналогичен (p > 0,05), за исключением нако-
пления в опухоли. Поглощение 99mTс-G3-(GGGS)3Cys 
в ксенотрансплантатах SKOV-3 было значительно  
(p < 0,005) выше, чем в ксенотрансплантатах Ramos. 
Это показывает, что уровень накопления коррелиру-
ет с экспрессией HER2/neu. 

99mTс-G3-(GGGS)3Cys продемонстрировал бы-
строе выведение из крови и преимущественно по-
чечный клиренс, при этом наблюдалось невысокое 
сохранение активности в почках 12–20 %ВД/г. Это 
может быть обусловлено быстрой интернализацией 
белка после реабсорбции в почках и высвобождения 
из клетки радиокатаболитов, содержащих остатки 
аминокислоты глицина в хелатной группе [17].

Низкие уровни накопления активности отме-
чаются также в слюнных железах и желудке, что 
свидетельствует о стабильности радиокомплекса in 
vivo, поскольку не наблюдался гидролиз комплекса 
с выделением свободного 99mTс, способного нака-
пливаться в этих органах. Кроме того, вариант 99mTс-
G3-(GGGS)3Cys имел очень низкое поглощение в 
легких, мышцах, тонком кишечнике и костях, что 
является благоприятным для визуализации метастаз 
в этих областях [22].

Уровень накопления активности в печени составил 
около 5–7 %ВД/г при соотношении опухоль/печень 
менее одного (около 0,7 раза), что является нежела-
тельным для визуализации метастаз в печени. Однако 
биораспределение у мышей не полностью совпадает с 
биораспределением у человека, и можно ожидать, что 
в клинических исследованиях уровень накопления в 
печени не будет препятствовать визуализации метас-
таз в печени [23]. Судя по всему, выделение радиоме-
таболитов через желчь играло незначительную роль, 
так как активность в желудочно-кишечном тракте с 
его содержимым была низкой (около 2%). 

Можно предположить, что механизм удержания 
активности в печени не полностью обусловлен гепа-
тобилиарной экскрецией, а возможно, это лиганд-ре-
цепторное взаимодействие или иные механизмы. 
Экспрессия HER2/neu в печени присутствует и мо-
жет обусловливать накопление активности рецеп-
тор-зависимого белка G3-(GGGS)3Cys в этом орга-
не. Подбор оптимальной дозы белка в клинических 
исследованиях радиомеченых каркасных белков 
позволяет контролировать этот процесс и получать 

желаемый контраст для визуализации метастазов в 
печени [14, 24].

Рис. 2. Сравнительное биораспределение 99mTс-G3-
(GGGS)3Cys через 4 ч после инъекции в ксенотрансплан-
татах SKOV-3 (высокая экспрессия HER2/neu) и Ramos 
(отрицательная экспрессия HER2/neu) у мышей Nu/j. Дан-
ные для желудочно-кишечного тракта с его содержимым 
и остаток тела представлены в виде %ВД на весь образец, 
для пяти мышей –  в виде среднего значения %ВД/г ± стан-
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Поскольку прямого сравнения на одной партии 
мышей 99mTс-G3-(GGGS)3Cys, полученного из лио-
филизата, и 99mTс-G3-(GGGS)3Cys, полученного из 
раствора белка, не подвергавшегося технологиче-
ским воздействиям, в данной работе не проводилось, 
нет возможности достоверно утверждать, есть ли 
какие-либо изменения в функциональной пригодно-
сти белка из лиофилизата. Однако если сравнить с 
опубликованными нами ранее данными [19] о био-
распределении и таргетных свойствах у мышей Nu/J, 
несущих SKOV-3 ксенотрансплантаты, то белок из 
лиофилизата в подобранной композиции имеет схо-
жие свойства, как и нативный белок. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исследования in vitro и in vivo подтвердили 

функциональную пригодность лиофилизата таргет-
ных каркасных белков с анкириновыми повторами 
DARPin G3-(GGGS)3Cys, меченых 99mTc, для радио-
нуклидной визуализации гиперэкспрессии HER2/neu 
в злокачественных опухолях. Радиокомплекс 99mTс-
G3-(GGGS)3Cys изготавливается с высокой радио-
химической чистотой без дополнительной очистки, 
специфически связывается с HER2/neu в опухолевых 
клетках, стабилен in vivo и имеет благоприятное био-
распределение для дальнейшей трансляции в клини-
ческие исследования.
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