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РЕФЕРАТ Традиционные средства адресной доставки наноструктур, такие, как антитела, трансферрин, 
лектины или аптамеры, зачастую могут вызывать целый спектр нежелательных эффектов. При этом 
большой размер антител часто не позволяет разместить необходимое количество молекул на поверх-
ности наноструктур, а константные домены тяжелых цепей, благодаря их эффекторным функциям, 
могут вызывать фагоцитоз. В последние два десятилетия гораздо более эффективными инструментами 
для направленной доставки считаются миметики антител – адресные полипептидные скаффолдовые 
(каркасные) молекулы неиммуноглобулиновой природы. Они обладают малым размером (3–20 кДа), 
высокой аффинностью (от субнано- до фемтомолярных значений констант связывания), низкой им-
муногенностью, исключительной термодинамической стабильностью. Эти молекулы эффективно на-
рабатывают в бактериальных продуцентах и с помощью генно-инженерных манипуляций создают 
мультиспецифичные белки слияния для нацеливания наночастиц на клетки с заданным молекулярным 
профилем, что делает скаффолдовые полипептиды оптимальным средством для тераностики. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА наночастицы, дарпины, аффибоди, антикалины, каркасные белки, ADAPT, HER2, 
HER1, EGFR, EpCAM, конъюгация, адресная доставка.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ЛППР – локализованный поверхностный плазмонный резонанс; МРТ – маг-
нитно-резонансная томография; МЧ – магнитные наночастицы; ПМАО – чередующийся сополимер 
малеинового ангидрида с 1-октадеценом; ПЭГ – полиэтиленгликоль; ПЭТ – позитронно-эмиссионная 
томография; ADAPT – каркасный белок на основе домена, связывающего альбумин; Bs-C-Mms6 – бар-
стар, слитый с C-Mms6; DARP – дарпин (designed ankyrin repeat protein); DARP 9_29-Bn – дарпин 
9_29, слитый с барназой; DARP-LoPE –дарпин 9_29, слитый с LoPE; DOTA – додекантетрауксусная 
кислота; EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид; eEF2 – эукариотический фактор элон-
гации 2; IGF-1R – рецептор инсулиноподобного фактора роста 1; EpCAM – рецептор, молекула кле-
точной адгезии эпителия; EPR – эффект повышенной проницаемости и удержания; HER2 – рецеп-
тор эпидермального фактора роста 2 человека; IgE – иммуноглобулин E; IgG – иммуноглобулин G; 
NHS – гидроксисукцинимид; PE, ETA – экзотоксин А синегнойной палочки Pseudomonas aeruginosa; 
PRINT – технология репликации в несмачиваемых молдах (particle replication in nonwetting templates); 
ScFv – одноцепочечный фрагмент легкой и тяжелой цепи иммуноглобулина; SBP – пептид, связыва-
ющий SiO2-поверхность; SPIO – суперпарамагнитные наночастицы; TNF-α – фактор некроза опухоли; 
VEGF-A – фактор роста сосудистого эндотелия.

1. ВВЕДЕНИЕ
Разработка новых и совершенствование уже суще-
ствующих методов высокочувствительной диагно-
стики и адресной терапии онкологических заболе-
ваний – одно из основных направлений современной 
нанобиомедицины. При этом ключевую проблему 

тераностики относительно нового подхода к созда-
нию препаратов, которые одновременно являются 
средствами ранней диагностики, терапевтическими 
агентами и инструментами мониторинга эффектив-
ности проводимой терапии, представляет адресная 
доставка препаратов [1, 2].
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Перспективными объектами для создания агентов 
для тераностики являются наночастицы различной 
природы (рис. 1). Наночастицы обладают самым ши-
роким спектром уникальных характеристик: име-
ют малый размер, высокое соотношение площади 
поверхности к количеству объемных атомов, спо-
собность образовывать комплексы «наночастица–
лиганд», в том числе с большими (относительно соб-
ственного размера) соединениями (такими, как белки, 
различные лекарственные препараты и др.), и селек-
тивно доставлять их к заданной цели, реализуя тем 
самым стратегию адресной доставки. Эти и многие 
другие преимущества позволяют использовать на-
ночастицы в качестве диагностических и терапев-
тических агентов в различных областях медицины, 
в частности, для обнаружения и оптической визуали-
зации злокачественных новообразований и адресной 
доставки лекарственных препаратов. Однако успеш-
ное внедрение нанобиокомплексов в клиническую 
практику ограничено рядом причин. Так, в частно-
сти, необходимо иметь конструкции, обладающие ми-
нимальной токсичностью, высокой специфичностью 
распознавания мишени, максимальной терапевтиче-
ской и нацеливающей эффективностью. При этом та-
кие комплексы должны обладать низкой иммуноген-
ностью, чтобы обеспечить возможность проведения 
нескольких курсов терапии.

В терапии опухолей уже применяется более 20 
препаратов на основе наночастиц, а ряд соединений 
проходит завершающие фазы клинических испы-
таний. Эффективность этих препаратов, например, 
липосомной формы доксорубицина (липосомы – 
Миоцет или липосомы, покрытые ПЭГ – Келикс) 
или мицеллярной формы паклитаксела (Генексол-
РМ), основана на эффекте повышенной проницае-
мости и удержания сосудов опухоли (EPR-эффект, 
enhanced permeability and retention effect). В свя-
зи с высокой потребностью в кислороде и питании 
в опухоли возникает новая сосудистая сеть, сфор-
мированная дефектными эндотелиальными клетка-
ми с широкими фенестрациями (до 4 мкм), при этом 
сосуды не имеют гладкомышечного слоя и эндоте-
лиальные клетки обладают недостатком рецепторов 
ангиотензина II. Нарушение лимфооттока, наблю-
даемое в агрегатах опухолевых клеток размером 
150–200 мкм, окруженных такой сосудистой сетью, 
позволяет молекулам и наноструктурам размером 
до 150 нм задерживаться в области опухоли и ока-
зывать терапевтическое воздействие.

Однако EPR-эффект характеризуется значи-
тельной гетерогенностью (как между разными опу-
холевыми моделями, так и в пределах даже од-
ной опухоли) и гораздо более выражен у грызунов 
с ксенографтными опухолями по сравнению с опу-

холями у людей. Это связано с более низкой скоро-
стью роста опухоли у человека и формированием 
нормальной сосудистой сети с развитым лимфоот-
током по сравнению с быстропролиферирующими 
опухолями у грызунов [3, 4]. При этом, даже в слу-
чае действительно сильного EPR-эффекта (напри-
мер, при быстро развивающейся саркоме Капоши), 
в опухоль попадает лишь незначительное число 
введенных наночастиц (менее 0.7%) [5]. На сегод-
няшний день нерешенными остаются следующие 
проблемы нанобиомедицины: терапия агрессивных 
метастазирующих опухолей [6], интеграция методов 
персонализированной неинвазивной диагностики 
и терапии [7], создание физиологически релевант-
ных животных моделей с ксенотрансплантатами [4].

Существуют различные подходы к направленной 
доставке соединений в область опухоли, в основ-
ном, предполагающие повышение эффективности 
связывания с раковыми клетками, клетками эндо-
телия или клетками иммунной системы [8], интер-
нализацию соединений в клетку и их контролируе-
мое высвобождение (в том числе под воздействием 
внешних факторов – света, pH, температур, элек-
тромагнитных полей и др.) [9–13]. Поверхность на-
ноструктур модифицируют направляющими агента-
ми различной природы, например, антителами и их 
производными [14, 15], трансферрином, эпидермаль-
ным фактором роста, лектинами [16], молекулами 
на основе ДНК/РНК (аптамеры, белково-нуклеи-
новые кислоты), низкомолекулярными веществами 
(фолиевая кислота, сахара – например, галактоза-
мин) и другими соединениями.

Использование этих молекул приводит к целому 
спектру нежелательных эффектов. Так, большой 
размер антител IgG часто не позволяет эффектив-
но использовать поверхность наноструктур при их 
модификации; константные домены тяжелых цепей 
обладают эффекторными функциями, которые мо-
гут вызывать фагоцитоз, приводя к воспалительным 
процессам, не участвуя при этом в селективном рас-
познавании мишени, или к нежелательной иммуно-
модуляции in vivo. Размер антител ограничивает 
диффузию молекул в глубину опухоли. 

Более эффективными инструментами нацелива-
ния наноструктур на клетки-мишени представля-
ются адресные полипептидные каркасные молекулы 
неиммуноглобулиновой природы, которые получают 
технологиями фагового, клеточного или рибосомно-
го дисплея. Данные полипептиды получают путем 
мутагенеза белковых мотивов, участвующих в бе-
лок-белковых взаимодействиях в живых системах. 
К наиболее ярким представителям данной группы 
нацеливающих соединений относятся аффибоди 
и дарпины (рис. 1). 
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Рис. 1. Наночастицы как платформа для создания средств тераностики. На схеме представлена наночастица 
«ядро–оболочка», служащая матрицей для загрузки как диагностических (флуоресцентных или радиоактивных), 
так и терапевтических соединений (химиотерапевтические вещества, гены). Поверхность наночастицы модифи-
цируют различными направляющими соединениями: традиционно с этой целью применяют антитела (IgG, 150 
кДа) либо скаффолдовые полипептиды – дарпины (14 кДа) или аффибоди (8 кДа). Представлены нанострукту-
ры, нацеленные на онкомаркер HER2, сверхэкспрессирующийся на поверхности клеток рака молочной железы 
человека. Рисунок создан в Biorender.com
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2. ОСНОВНЫЕ СТРУКТУРНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
СКАФФОЛДОВЫХ БЕЛКОВ И ИХ ПРЕИМУЩЕСТВА 
ПЕРЕД ПОЛНОРАЗМЕРНЫМИ АНТИТЕЛАМИ
Гибридомная технология получения монокло-
нальных антител, описанная Георгом Кёлером 
и  Сезаром  Мильштейном  и   удо с тоенная 
Нобелевской премии по физиологии и медици-
не за 1984 год, позволила значительно преуспеть 
в реализации концепции «магической пули». Эта 
концепция, сформулированная Паулем Эрлихом, 
заключается в создании эффективного способа 
доставки терапевтического средства только к оча-
гу болезни без воздействия на здоровые ткани 
и без развития нежелательных побочных эффек-
тов. На сегодняшний день более восьми десят-
ков антител уже прошли клинические испытания 
и одобрены для использования в клинике. Однако 
даже эти антитела вызывают целый спектр неже-
лательных эффектов, что привело к интенсивному 
развитию направления синтетической биологии, 

посвященного созданию скаффолдовых распозна-
ющих белков. 

За последние 20 лет во многом благодаря техноло-
гии синтетических библиотек получены разнообраз-
ные каркасные распознающие белки. Как и антитела, 
эти белки имеют консервативную каркасную часть 
и вариабельную распознающую часть. Специфически 
связывающие скаффолдовые белки обычно получа-
ют с помощью комбинаторных библиотек, которые 
содержат наборы генов, различающихся в вариа-
бельной области. В частности, разрабатывают белки 
на основе доменов липокалинов, цинковых пальцев, 
src-гомологичных доменов, PDZ-доменов, доме-
нов ингибиторов сериновых протеаз типа Кунитца, 
цистатинов, ДНК-связывающего белка Sac7d, 
A-доменов различных мембранных рецепторов, до-
менов гамма-B-кристаллина и убиквитина, а также 
ряда других. На сегодняшний день создано более 20 
классов миметиков антител, основные представители 
которых представлены в таблице.

Основные представители скаффолдовых (каркасных) белков – миметиков антител

Белки Основа белков – скаффолд (каркас) Молекулярная 
масса, кДа

Репрезентативные 
источники

Авимеры Домен А внеклеточных рецепторов 4 [17, 18]
Адгироны Домен фитоцистатина 10 [19]

Аднектины (монободи) FN3-домен фибронектина 10 [20–22]
Атримеры Домен CTLD тетранектина 60–70 [23]

Антикалины Домены липокалина 20 [24, 25]

Аффибоди Z-домен белка А клеточной стенки золотистого 
стафилококка 6 [26] 

Аффилины Домены гамма-B-кристаллина / убиквитина 20 /10 [27, 28]

Аффимеры Домены цистатина – ингибитора цистеиновых 
протеаз 12 [29, 30]

Аффитины (нанофитины) Домены ДНК-связывающего белка Sac7d 7 [31–33]
Дарпины Анкириновый повтор белка дрозофилы 14–18 [34–37]
Кноттины Богатые дисульфидами пептидные токсины 3 [38]

Ободи Домен распознавания антикодона из аспартил-
тРНК-синтазы 10 [39]

Полипептиды на основе  
домена Кунитца Домен Кунитца сериновых протеаз 6 [40]

Пронектины 14 домен фибронектина человека 75 [41]

Репебоди Лейцин-богатые повторы вариабельных  
рецепторов лимфоцитов 3–30 [42]

Финомеры SH3-домен киназы Fyn  
(src-гомологичные домены) 7 [43]

Центирины Fn3-домены тенасцина-С 9 [44]
ADAPT (ABD-Derived  

Affinity Proteins) Альбуминсвязывающий домен белка G 5 [45]

NanoCLAMP (nano-CLostridial 
Antibody Mimetic Proteins) Углеводсвязывающий домен гиалуронидазы C 16 [46]

ARM (Armadillo  
Repeat Proteins) Белки с доменом Armadillo дрозофилы 39 [47]

PDZ-белки Домены PSD-95/Discs-large/ZO-1 10 [48]
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Представленные белки обладают малым разме-
ром (8–20 кДа), высокой аффинностью к молекуляр-
ным мишеням (субнано–фемтомолярные значения 
константы связывания) и оптимальными биохими-
ческими и термодинамическими характеристиками. 
Они остаются долгое время стабильными при воз-
действии высоких температур (вплоть до 80°С), 
при низких значениях pH (вплоть до pH 2) и дей-
ствии хаотропных агентов. Введение цистеинов 
в состав этих белков позволяет получать как диме-
ры с заданными характеристиками, так и проводить 
региоселективную модификацию белков различ-
ными соединениями посредством образования ди-
сульфидных связей. Низкая иммуногенность белков, 
вызванная их синтетической природой, позволяет 
использовать их в терапевтических целях, особен-
но в тех случаях, когда одного курса терапии не-
достаточно для достижения ремиссии и существует 
необходимость в проведении повторных инъекций 
препарата.

Все классы данных белков имеют свободные 
(вне распознающей области) N- и C-концы, что по-
зволяет проводить эффективную химическую конъ-
югацию белков с полимерами на поверхности на-
ночастиц, а также создавать генно-инженерные 
конструкции (например, слитые белки, состоящие 
из скаффолдов и белковых токсинов) для терапев-
тических применений. Малый размер скаффолдов 
позволяет значительно увеличить количество их 
молекул, прикрепляемых к поверхности наночастиц, 
по сравнению с IgG. На сегодняшний день для до-
ставки наночастиц к молекулярным мишеням наи-
более часто используют только дарпины, аффибо-
ди и производные альбуминсвязывающего домена 
(ABD) (рис. 2). Также проведен ряд исследований, 
направленных на создание наночастиц для адресной 
доставки на основе репебоди [49–51], аффимеров 
[52], аффитинов [53–55] и кноттинов [56].

3. ДАРПИНЫ КАК ИНСТРУМЕНТ ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ 
ДОСТАВКИ НАНОЧАСТИЦ К МИШЕНЯМ
Дарпины (DARPin, Designed Ankyrin Repeat 
Protein), или белки c анкириновыми повторами – 
уникальные инструменты для задач персонифици-
рованной медицины и фундаментальных исследова-
ний в области молекулярной и клеточной биологии 
[57, 58]. В основе этих белков лежат анкириновые 
повторы – серия плотно упакованных повторов, 
каждый из которых состоит примерно из 33 ами-
нокислотных остатков. В свою очередь, каждый по-
втор состоит из двух альфа-спиралей, связанных 
короткой петлей, и одного бета-поворота, связыва-
ющего данный повтор со следующим. Белки с анки-
риновыми повторами образуют правозакрученный 

соленоид, в котором имеется протяженный гидро-
фобный остов и гидрофильная поверхность, доступ-
ная растворителю [59]. Они часто опосредуют белок-
белковые взаимодействия внутри клетки, например, 
в качестве белков цитоскелета, инициаторов транс-
крипции или регуляторов клеточного цикла. В при-
роде обычно встречаются белки с четырьмя–шестью 
повторами, но иногда число повторов больше 29. 
Семь аминокислотных остатков из повтора (шесть 
из бета-поворота и один из спирали) формируют 
связывающую поверхность; при создании рекомби-
нантных библиотек в кодоны именно этих остатков 
вводят случайные замены. Дарпины часто отбира-
ют с применением технологии рибосомного дисплея. 
Дарпины, как правило, формируют из двух-трех 
повторов (иногда четырех), последовательно распо-
ложенных между N- и C-концами. Молекулярная 
масса таких каркасных белков зависит от количе-
ства повторов и составляет 14–18 кДа, если состоит 
из двух-трех повторов. Дарпины являются чрез-
вычайно термостабильными белками, выдержива-
ющими достаточно суровые условия – нагревание 
до 90°С, действие протеаз и хаотропных агентов. 
Получены дарпины к мембраноассоциированным 
онкомаркерам: EpCAM, VEGF-A, HER2, а также 
к мальтозосвязывающему белку, МАР-киназе, ка-
спазе-2, антителу IgE, а также CD4 [35, 60–62].

Поскольку дарпины формируют достаточно жест-
кий каркас и распознающую поверхность, при рас-
познавании мишени часто возникают проблемы 
стерического характера. Для решения этой пробле-
мы разработан новый схожий класс соединений – 
LoopDARPin с мягкими выступающими распозна-
ющими петлями, которые не нарушают структуру 
самого каркасного белка [63].

3.1. Комплексы магнитных наноструктур 
с дарпинами для направленной доставки
В цикле работ [64–68] продемонстрирована успеш-
ная модификация магнитных наноструктур, пред-
ставленных суперпарамагнитными наночастицами 
оксида железа, молекулами DARPin G3 и DARPin 
9_29 [69], селективно распознающими клиниче-
ски значимый онкомаркер HER2 – рецептор эпи-
дермального фактора роста 2 человека. DARPin_
G3 связывается с доменом IV рецептора HER2 
(расположенного наиболее близко к мембране) 
с K = 0.070 нМ [61], а DARPin_9.29 – с доменом I 
рецептора HER2 (наиболее отдаленного от мембра-
ны) с K = 3.8 нМ [34].

Ген ERBB2, кодирующий HER2, играет важную 
роль в развитии злокачественных опухолей чело-
века. Этот ген амплифицирован примерно в 20–30% 
случаях рака молочной железы и во многих других 
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Рис. 2. Адресные скаффолдовые полипептиды для доставки наночастиц-носителей к клеткам-мишеням.  
1. – Широкое разнообразие наночастиц, используемых для диагностических и терапевтических задач. 2. – Сред-
ства модификации поверхности наночастиц нацеливающими молекулами: физическая адсорбция молекул, 
химические методы конъюгации, белковые адапторные системы, генно-инженерные методы. 3. – Адресные 
скаффолдовые белки, уже используемые для адресной доставки наночастиц – дарпины, аффибоди и ADAPT.  
4. – Задачи, решаемые при адресной доставке наночастиц к рецепторам раковых клеток: диагностика, в том 
числе мультимодальная, и терапия, в том числе сочетанная

типах злокачественных опухолей. Сверхэкспрессия 
рецептора HER2 часто коррелирует с высоким ме-
тастатическим потенциалом опухоли, устойчивостью 
к химиотерапии, а также предсказывает высокий 

риск рецидива болезни и снижение общей выжива-
емости пациентов. 

Молекула HER2 уже используется как мишень 
для адресной терапии рака молочной железы и же-
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лудка с использованием гуманизированных анти-
HER2-антител: трастузумаба (Herceptin, Herclon) 
и пертузумаба (Perjeta, Omnitarg) [70, 71]. К со-
жалению, механизмов, связанных с привлечением 
к раковым клеткам молекулы комплемента и ци-
тотоксических лейкоцитов, недостаточно, чтобы 
полностью элиминировать опухоль, что требует 
создания адресных агентов, содержащих допол-
нительные токсичные соединения. Так, при HER2-
положительном раке молочной железы и желудка 
применяется трастузумаб, конъюгированный с ин-
гибитором сборки микротрубочек (трастузумаб-эм-
танзин, Кадсила), который действительно повышает 
эффективность терапии HER2-положительных опу-
холей.

Существует острая необходимость в новых, более 
эффективных методах тераностики данного заболе-
вания. Наночастицы, обладающие диагностически-
ми и терапевтическими свойствами, направленные 
на рецептор HER2, представляются одними из наи-
более перспективных инструментов для разработки 
новых стратегий терапии опухолей.

Магнитные наночастицы с дарпинами DARPin 
G3 и DARPin 9_29 показали свою эффективность 
для тераностики HER2-положительных опухолей. 
Так, методом химической конъюгации получены 
комплексы магнитных наночастиц–DARPin G3, на-
правленных на HER2 на поверхности линии клеток 
SK-BR-3, аденокарциномы молочной железы че-
ловека. В результате стали возможными флуорес-
центная и магниторезонансная визуализация HER2-
сверхэкспрессирующих опухолей in vivo [64].

Использование химической конъюгации дарпина 
DARPin 9_29 с магнитными частицами не позволи-
ло добиться селективного связывания наночастиц 
с клетками-мишенями [67, 68]. Видимо, при прямой 
конъюгации молекул малого размера с поверхно-
стью наночастиц возникают такие проблемы, как 1) 
частичная денатурация белка на поверхности на-
ночастицы, 2) связывание посредством нескольких 
аминогрупп и неориентированное присоединение, 
3) стерические затруднения при распознавании ми-
шени. Эти проблемы решены с помощью белковых 
адапторных систем. В частности, в качестве посред-
ника между поверхностью наночастиц и молекулой 
дарпина использовали высокоаффинную белковую 
пару барназа–барстар.

Пара барназа–барстар является уникальным ин-
струментом для создания мультифункциональных 
средств биомедицины [72–74]. Барстар (10 кДа) – 
природный ингибитор бактериальной рибонуклеазы 
барназы (12 кДа). Эти белки обладают исключи-
тельно высокой аффинностью (константа ассоциа-
ции Kас ~ 1014 М–1) и быстрой кинетикой взаимодей-

ствия (константа скорости образования комплекса 
kon ~ 108 М–1с–1), а их отсутствие в клетках млеко-
питающих позволяет использовать эти белки в кро-
вотоке без возможных проблем, связанных с конку-
рентным связыванием с эндогенными компонентами 
крови. Небольшой размер и высокая константа ас-
социации делают их идеальным «молекулярным 
клеем» для создания различных самособирающихся 
структур на основе различных модулей, где в состав 
одного модуля (например, терапевтического) входит 
один компонент системы (например, барстар), а в со-
став другого (например, дарпин) – другой (напри-
мер, барназа). Подобный «лего»-подход позволяет 
избежать таких стандартных проблем химической 
конъюгации компонентов с наноструктурами и де-
лает возможным получение биологически активных 
структур путем простого смешивания компонентов, 
например: наночастица–барстар + барназа–дарпин.

В частности, разработан новый универсальный 
метод биомодификации наноструктур различной 
природы, заключающийся в использовании пепти-
дов, связывающих твердую фазу, и белкового мо-
дуля барназа–барстар [68]. Метод включает неко-
валентную модификацию поверхности наночастиц 
пептидом, связывающим SiO2-поверхность наноча-
стиц (VKTQATSREEPPRLPSKHRPG)4VKTQTAS 
(silica binding peptide, SBP), генно-инженерно сли-
того с барстаром (SBP-Bs). Эффективность пред-
ложенного метода подтверждена получением 
флуоресцентных и магнитных наночастиц, модифи-
цированных дарпином DARPin 9_29, распознающим 
онкомаркер HER2, и адресной доставкой данных 
наночастиц к раковым клетками со сверхэкспрес-
сией HER2. Для реализации этого подхода получе-
ны и охарактеризованы слитые белки, состоящие 
из SiO2-связывающего полипептида и барстара 
(SBP-Bs), а также DARPin 9_29 и барназы (DARPin 
9_29-Bn). В обоих белках функциональные модули 
связаны гибким пептидным линкером для сохра-
нения функциональной активности, устойчивым 
к действию протеаз. Адресные наночастицы полу-
чали путем самосборки двух компонентов – нано-
частиц с барстаром и адресного дарпина с барна-
зой. Для распознавания мишени – рецептора HER2 
на поверхности клеток – такой подход оказался го-
раздо эффективнее химической конъюгации.

Этот подход обладает универсальностью: можно 
легко заменять компоненты адапторной системы, 
содержащие как барназу, так и барстар. Описано 
12 способов адресной доставки наночастиц, раз-
личным образом модифицированных адресными 
полипептидами через барназу–барстар [68]. В ка-
честве полипептида, опосредующего связь белка 
адапторной системы барназа–барстар с поверхно-
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стью наночастицы, использовали также С-концевой 
фрагмент белка Mms6 – одного из белков оболоч-
ки магнитосом магнитотактических бактерий [67]. 
Самособранные конструкции на основе наночастиц 
магнетита МЧ–Bs-C-Mms6–DARP 9_29-Bn исполь-
зовали для адресной доставки к сверхэкспрессиру-
ющим HER2 клеткам SK-BR-3. Показано, что такие 
конструкции эффективны для селективного мече-
ния и визуализации HER2-положительных клеток 
in vitro [65, 67].

3.2. Модификация золотых наноструктур 
дарпинами
У наноразмерных объектов появляются необычные 
квантово-химические свойства, отличные от свойств 
массивных образцов, которые позволяют создавать 
мультифункциональные средства терапии и диагно-
стики [75–78]. Одно из таких интересных свойств – 
эффект локализованного поверхностно-плазмонного 
резонанса (ЛППР) у наноструктур золота и серебра, 
а также у гибридных наноструктур (например, типа 
ядро/оболочка).

Явление ЛППР основано на резонансном воз-
буждении плазмонов – квазичастиц, представляю-
щих собой кванты колебаний свободных электронов 
на границе раздела двух фаз с различающимися 
показателями преломления при соблюдении усло-
вия полного внутреннего отражения. Если выпол-
нены условия ЛППР, то интенсивность отраженного 
света резко уменьшается в связи с переходом энер-
гии падающей электромагнитной волны в энергию 
плазмона. Поглощенная энергия может переходить 
в тепловую, реализуя тем самым гипертермические 
свойства образца с ЛППР, которые могут приме-
няться в терапии опухолей, клетки которых обла-
дают повышенной чувствительностью к нагреванию.

Фундаментальные исследования направлены 
на изучение свойств наноструктур с ЛППР в основ-
ном из золота и серебра, а также из других менее 
традиционных материалов, таких, как алюминий, 
медь, палладий, платина. В частности, получены на-
ночастицы золота размером 5 нм, модифицирован-
ные DARP 9_29 [79]. Нековалентная стабилизация 
непокрытых наночастиц золота молекулами DARP 
9_29 позволила получить коллоидно стабильные 
комплексы с адресными молекулами, селектив-
но распознающими поверхность раковых клеток, 
экспрессирующих рецептор HER2. Схожий метод 
модификации использован для получения золо-
тых наностержней длиной 50 нм и диаметром 7 нм 
для адресной доставки к HER2-положительным 
клеткам in vitro и их селективного уничтожения по-
средством фототермически индуцированной локаль-
ной гипертермии при возбуждении светом с длиной 

волны 850 нм и мощностью 30 мВт/см2 в течение 
20 мин [80]. Эффективность разработанных адрес-
ных наностержней для локальной гипертермии 
подтверждается практически 100% гибелью только 
HER2-сверхэкспрессирующих клеток при облуче-
нии светом, в то время как необлученные клетки 
и клетки с незначительной экспрессией HER2 оста-
ются полностью жизнеспособными.

3.3. Модификация апконверсионных 
наноструктур дарпинами
Апконверсионные наноструктуры (антистоксовые 
нанофосфоры) – фотолюминесцентные наночасти-
цы, преобразующие электромагнитное излучение 
с более низкой энергией (большей длины волны) 
в электромагнитное излучение с большей энерги-
ей (меньшей длиной волны) [81–85]. Антистоксовые 
нанофосфоры представляют собой кристаллы 
NaYF4, легированные редкоземельными элемента-
ми, а именно Yb3+, Er3+, Tm3+. Такие наноструктуры 
поглощают несколько низкоэнергетичных фотонов 
и переиспускают один более высокоэнергетичный 
фотон, реализуя тем самым явление апконверсии, 
когда длина волны испускания сдвигается в более 
коротковолновую область (синий сдвиг, антисток-
сов сдвиг), в то время как в большинстве процес-
сов флуоресценции в живых системах реализуется 
стоксов сдвиг (красный сдвиг). Нанофосфоры син-
тезируют таким образом, чтобы возбуждение про-
исходило в окне прозрачности биоткани (около 980 
нм), а испускание – в коротковолновом диапазоне, 
подходящем для большинства визуализирующих 
устройств для работы с живыми объектами in vitro 
и in vivo. Антистоксовые нанофосфоры служат пре-
красными метками для визуализации in vivo, по-
скольку благодаря длительной фотолюминесценции 
и разрешенной по времени регистрации сигнала 
существует возможность полностью исключить ау-
тофлуоресценцию биоткани и получить истинный 
сигнал без шума с высокой чувствительностью, 
вплоть до регистрации одиночной частицы.

Нанофосфоры состава  ядро /оболочка = 
NaYF4:Yb,Er,Tm/NaYF4, были покрыты анти-HER2 
дарпином DARPin 9_29 и использованы для адрес-
ной доставки к HER2-положительным раковым 
клеткам в культуре и визуализации ксенотран-
сплантатов опухоли у животных в течение как ми-
нимум 24 ч. Проведено исчерпывающее докли-
ническое исследование общей и специфической 
токсичности таких наноструктур, включая оценку 
их аллергенных, иммунотоксических и репроток-
сических свойств. Полученные экспериментальные 
данные позволяют сделать вывод о том, что как без-
адресные, так и адресные нанофосфоры являются 
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функциональными, нецитотоксичными, биосовме-
стимыми и безопасными для визуализации клеток 
in vitro и опухолей in vivo [86–88].

С целью придания нанофосфорам дополнитель-
ной терапевтической модальности их поверхность 
модифицировали белком DARPin 9_29, слитым ген-
но-инженерными методами с низкоиммуногенным 
фрагментом псевдомонадного экзотоксина A – LoPE 
[89]. Полученный белок DARP-LoPE обладает все-
ми необходимыми для тераностики свойствами – 
адресным взаимодействием с клетками-мишенями 
и цитотоксичностью при связывании с клетками.

Экзотоксин А синегнойной палочки Pseudomonas 
aeruginosa (PE, ETA) – один из наиболее эффектив-
ных индукторов апоптоза за счет ферментативной 
активности, угнетающей трансляцию. PE состоит 
из трех доменов – домен I отвечает за связывание 
и проникновение токсина в клетку, домен II уча-
ствует во внутриклеточном транспорте токсина, до-
мен III обладает собственной ферментативной ак-
тивностью – АDP-рибозилирует эукариотический 
eEF2, блокируя тем самым биосинтез белка в клет-
ке, что в итоге приводит к ее гибели [90]. Для соз-
дания эффективных иммунотоксинов на основе PE 
используют укороченные варианты данного токси-
на, а именно, непосредственно каталитический до-
мен, соединенный с направляющими модулями раз-
личной специфичности. Получены иммунотоксины 
на основе дарпинов, узнающих HER2, соединенные 
с одним из вариантов C-концевого (эффекторного) 
фрагмента PE (LoPE), в составе которого мутиро-
ваны иммунодоминантные эпитопы В-лимфоцитов 
человека [91]. Иммуногенность и системная токсич-
ность такого фрагмента ниже, чем у немодифициро-
ванного фрагмента.

Адресный цитотоксичный белок – иммунотоксин 
DARP-LoPE, конъюгировали с поверхностью анти-
стоксовых нанофосфоров с помощью карбодиимида 
и промежуточного линкера – полиэтиленгликоля. 
Изначально синтезированные нанофосфоры были 
покрыты ПМАО – чередующимся сополимером ма-
леинового ангидрида с 1-октадеценом, и для при-
дания большей коллоидной стабильности – поли-
этиленгликолем [89]. Цитотоксичность адресных 
комплексов нанофосфор–ПЭГ–DARP-LoPE изучена 
на клетках SK-BR-3-Kat. Значение IC50 таких ком-
плексов равно 0.4 мкг/мл, а в контрольных клетках 
CHO, не экспрессирующих HER2, IC50 = 200 мкг/мл, 
что подтверждает адресную цитотоксичность полу-
ченных соединений.

Адресная цитотоксичность значительно уси-
ливалась при использовании иттрия-90 как бета-
эмиттера в составе нанофосфоров. Синтезированы 
радиоактивные антистоксовые нанофосфоры с бе-

та-излучателем (время полураспада которого со-
ставляет 63 ч, что оптимально для биомедицины) 
и модифицированные белком слияния DARP 9_29 
c фрагментом псевдомонадного экзотоксина А, PE 
[92]. Объединение двух терапевтических модально-
стей в составе одной наночастицы приводит к силь-
ному синергическому действию: IC50 составило 
5.2 мкг/мл для адресных наночастиц, 140 мкг/мл 
для наночастиц, допированных иттрием-90, в слу-
чае наночастиц с адресным модулем и иттрием-90 
наблюдали существенное снижение полумаксималь-
ной ингибирующей концентрации: IC50 = 0.0024 мкг/
мл [92].

3.4. Комплексы липидных наноструктур 
и дарпинов
В качестве объектов исследований для задач онко-
тераностики использовали такие липидные структу-
ры, как однослойные липосомы и экзосомы.

Получены липосомы размером 117 ± 41 нм, за-
груженные РНКазой – барназой, и химически конъ-
югированные с анти-HER2 дарпином 9_29 [93, 94]. 
РНКазы представляют интерес как немутагенная 
альтернатива стандартным химиотерапевтическим 
препаратам. Однако многие РНКазы млекопитаю-
щих не являются сильнодействующими токсинами, 
поскольку их существенно подавляет ингибитор ри-
бонуклеазы, присутствующий в цитоплазме клеток 
млекопитающих. Рибонуклеаза барназа выгодно от-
личается тем, что она не обладает мутагенной актив-
ностью, не вызывает сильных побочных токсических 
эффектов и, проникнув в клетку, расщепляет РНК, 
вызывает ее гибель. Активность барназы не пода-
вляется человеческим ингибитором рибонуклеаз. 
Барназа вызывает деградацию РНК с низкой моле-
кулярной массой, а именно тРНК и 5.8S рРНК (но 
не 5S рРНК). При интернализации барназа вызы-
вает блеббинг клеточных мембран и апоптоз путем 
межнуклеосомного расщепления хроматина. С ис-
пользованием липосом, загруженных барназой и мо-
дифицированных анти-HER2 дарпином, установлена 
эффективность терапии HER2-положительных ксе-
нографтных опухолей BT474 у лабораторных жи-
вотных. IC50 барназы в составе адресных липосом 
составила 0.11 нМ для клеток BT474 в культуре in 
vitro, эффективность ингибирования опухолевого ро-
ста in vivo составила 84%. Комбинирование адрес-
ных липосом с адресным иммунотоксином на основе 
LoPE и дарпина EC1 привело к подавлению опухо-
левого роста на 91.8% и полному предотвращению 
появления метастазов [94].

DARP EC1 связывается с рецептором EpCAM 
с пикомолярной аффинностью (Кд = 68 пМ). 
EpCAM – трансмембранный гликопротеин с моле-
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кулярной массой 40 кДа, состоящий из 314 амино-
кислотных остатков, впервые обнаружили как опу-
холевый антиген в клетках рака толстой кишки 
в 1979 году. Основная функция EpCAM заключа-
ется в обеспечении межклеточного взаимодействия. 
Молекула EpCAM также часто экспрессируется 
на клетках рака молочной железы человека, что ас-
социировано с плохим прогнозом. Так, по резуль-
татам обширного исследования экспрессия EpCAM 
обнаруживается в 48% случаев рака молочной же-
лезы человека [95]. При этом, как и HER2, EpCAM 
уже применяют в качестве мишени при иммуноте-
рапии моноклональными антителами (препаратом 
Ремоваб). В связи с этим, перспективным представ-
ляется комбинирование различных методов воз-
действия на злокачественные опухоли с помощью 
скаффолдовых белков, направленных как на HER2, 
так и на EpCAM, для разработки эффективных 
стратегий терапии опухолей.

Наряду с липосомами, загруженными барназой, 
получены 90-нм липосомы, загруженные PE40 и мо-
дифицированные DARP 9_29 [96]. Эти липосомы ис-
пользовали для селективного уничтожения HER2-
сверхэкспрессирующих клеток (IC50 = 0.17 нМ 
для клеток SK-BR-3 и 0.21 нМ для клеток SK-OV-3) 
[96].

Изящным подходом к созданию адресных липид-
ных наночастиц является использование природных 
механизмов получения уже модифицированных на-
ночастиц, не требующих применения методов хими-
ческой конъюгации. В частности, описано получение 
экзосом из клеток HEK293T, трансдуцированных 
лентивирусом со вставкой гена дарпина DARP G3, 
распознающего рецептор HER2 [97]. Такие экзосо-
мы специфично связывались с клетками SK-BR-3 
и адресно доставляли малые интерферирующие 
РНК против гена TPD52, что приводило к подавле-
нию экспрессии гена на 70% [97].

3.5. Доставка нуклеиновых кислот 
с использованием дарпинов
Показано, что  дарпины могут применяться 
для адресной доставки генного материала в клетки 
эукариот. Получены лентивирусы, экспонирующие 
дарпины DARP G3, DARP H14R, DARP 9_29, DARP 
9_26, DARP 9_16, DARP 9_01 на своей поверхно-
сти, нацеленные на рецептор HER2 [98]. При этом 
DARPin 9_29 оказался наиболее эффективным 
как по представленности на поверхности вируса, 
так и по трансдукции HER2-положительных клеток. 
Дарпины оказались эффективнее ранее используе-
мого мини-антитела scFv – одноцепочечного фраг-
мента легкой и тяжелой цепи иммуноглобулина 4D5, 
направленного на рецептор HER2 [98].

Дарпины использовали для доставки малых ин-
терферирующих РНК, комплементарных мРНК 
регулятора апоптоза Bcl-2 [99]. Применяли димеры 
дарпина EC1, слитые с протамином-1 – небольшим 
белком, формирующим комплекс с нуклеиновы-
ми кислотами. Такой белок связывал четыре-пять 
молекул малых интерферирующих РНК и со-
хранял специфичность связывания с рецептором 
EpCAM на поверхности клеток MCF-7. Это позво-
лило адресно трансфицировать только EpCAM-
сверхэкспрессирующие раковые клеток и добиться 
эффективного подавления биосинтеза Bcl-2 [98].

4. АФФИБОДИ КАК ИНСТРУМЕНТ 
ДЛЯ НАПРАВЛЕННОЙ ДОСТАВКИ НАНОЧАСТИЦ 
К МИШЕНЯМ
Аффибоди содержат Z-домен белка А золотисто-
го стафилококка Staphylococcus aureus, состоящий 
из 58 аминокислотных остатков, формирующих три 
α-спирали, образующих бочонок. Аффибоди вы-
держивают действие высоких температур (около 
90°C), они устойчивы к протеолизу, а также к кис-
лым и щелочным условиям (pH от 2.5 до 11). В на-
стоящее время получен спектр аффибоди к целому 
ряду молекулярных мишеней: рецепторам HER1, 
HER2, к TNF-α. Наиболее интенсивно изучают аф-
фибоди ZHER2:342 (известное также, как ABY-002), 
распознающее рецептор HER2 с Кд = 22 пМ [26]. 
Аффибоди ZHER2:342 связывается с субдоменом I ре-
цептора HER2, не конкурируя с другими соеди-
нениями, направленными на HER2 – антителами 
трастузумабом или пертузумабом, что открывает 
широкие возможности в тераностике онкологиче-
ских заболеваний. 

4.1. Модификация магнитных наноструктур 
аффибоди
Аффибоди – одни из наиболее эффективных кар-
касных белков, используемых для нацеливания на-
ночастиц на клетки эукариот. Проведено сравни-
тельное исследование эффективности различных 
анти-HER2 нацеливающих молекул для доставки 
магнитных наночастиц размером 25 нм, стабили-
зированных карбоксиметилдекстраном, к HER2-
положительным клеткам [66]. Именно наночастицы, 
модифицированные аффибоди, наиболее пригод-
ны как для магнитной детекции, так и для флуо-
ресцентной визуализации клеток с использовани-
ем наночастиц. Это обусловлено малым размером 
аффибоди ZHER2:342 (8 кДа) по сравнению с другими 
молекулами – дарпином DARP G3 (14 кДа) и анти-
телом трастузумаб (150 кДа), что позволяет при-
соединять большее количество активных молекул 
к поверхности наночастиц [66].



64 | ACTA NATURAE | ТОМ 14 № 1 (52) 2022

ОБЗОРЫ

Эффективность аффибоди подтверждается ре-
зультатами, полученными в большом количестве 
фундаментальных работ [100, 101]. Для визуали-
зации и магнитно-резонансного контрастирования 
EGFR- и HER2-положительных клеток in vitro и in 
vivo создан набор частиц. Получены 27-нм суперпа-
рамагнитные наночастицы оксида железа, допиро-
ванные лантаноидами для мультиплексного анализа 
связывания наночастиц с клетками методом масс-
спектрометрии с индуктивно-связанной плазмой. 
К таким наночастицам методом безмедной клик-
химии присоединяли анти-HER2-аффибоди [102].

Реакции, относящиеся к клик-химии (биортого-
нальные реакции), имеют исключительно высокий 
выход, они региоселективны и протекают в различ-
ных условиях, в том числе в физиологических. Одна 
из наиболее часто используемых клик-реакций – 
азид-алкиновое циклоприсоединение с использова-
нием меди (I) в качестве катализатора [103–105]. 
Поскольку азидные и алкиновые группы в белковых 
молекулах, как правило, не представлены, введение 
этих групп в конъюгируемые компоненты и исполь-
зование данной реакции позволяют осуществлять 
полный контроль над селективностью и эффектив-
ностью конъюгации.

Суперпарамагнитные 7-нм наночастицы (SPIO) 
в составе 50-нм микроэмульсий, сформированных 
посредством амфифильных красителей (в том чис-
ле фотосенсибилизаторов) – индоцианинового зе-
леного (ICG) и протопорфирина IX (PpIX), исполь-
зовали для адресной доставки in vitro [106]. SPIO 
30 нм, модифицированные анти-HER2-аффибоди 
методом клик-химии, использовали для магнит-
но-резонансного контрастирования T6–17 HER2-
сверхэкспрессирующих опухолей [107]. При этом 
количество молекул аффибоди, присоединяе-
мых к наночастицам, должно быть оптимальным 
для распознавания мишени и достижения макси-
мального МРТ-контраста. Так, определение количе-
ства молекул аффибоди на поверхности наночастиц 
после клик-реакции показало, что наиболее эффек-
тивны наночастицы 30 нм SPIO, несущие на поверх-
ности 23 молекулы анти-HER2-аффибоди (в тести-
руемом диапазоне от 6 до 36 молекул) [108].

Мультифункциональность магнитных нанострук-
тур использовали также для тримодальной визу-
ализации 24-нм гетероструктурами, состоящими 
из наночастиц оксида железа Fe3O4 и золота, и хе-
латированных 64Cu. С помощью наночастиц, конъ-
югированных с анти-EGFR-аффибоди ZEGFR:1907 кар-
бодиимидным методом, проведена оптическая, ПЭТ 
и МРТ-визуализация EGFR-сверхэкспрессирующих 
опухолей у лабораторных животных [109]. Также 
осуществлена тримодальная визуализация опухо-

лей с применением компьютерной томографии, уль-
тразвуковой детекции и МРТ-визуализации. С этой 
целью использовали 10-нм магнитные наночастицы, 
конъюгированные с анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 
и меченные ближним ИК-красителем NIR-830 [110, 
111]. Впоследствии эти частицы, загруженные ци-
сплатином, использовали для фототермически-ин-
дуцированной терапии HER2-положительных опу-
холей in vivo [112].

Магнитные частицы, модифицированные аффибо-
ди ZIGF1R:4551 (распознающим IGF-1R), использовали 
как для МРТ-контрастирования, так и для фотоин-
дуцированной гипертермии опухолей SW620 при об-
лучении светом с длиной волны 808 нм [113].

4.2. Модификация золотых наноструктур 
аффибоди
Наночастицы золота (140 нм), покрытые оболочкой 
кремния, модифицированные анти-EGFR-аффибоди 
ZEGFR:1907 через гетеробифункциональное малеимид-
ное производное ПЭГ, использовали для селектив-
ного мечения EGFR-сверхэкспрессирующих клеток 
в культуре и визуализации опухолей ex vivo [114]. 
Комплексы наночастицы–клетки выявляли с ис-
пользованием как флуоресцентной микроскопии, 
так и с помощью поверхностно-усиленной раманов-
ской спектроскопии [114]. Показано, что такие на-
ночастицы обладают слабой токсичностью для здо-
ровых мышей, что подтверждено определением 
биохимических показателей, иммуногистохимиче-
ским анализом, измерением сердечных параметров 
в течение 2 недель после системного введения на-
ночастиц [115]. В ряде исследований созданы адрес-
ные наночастицы золота для диагностики [110, 116] 
и терапии HER2-сверхэкспрессирующих опухолей 
[112, 117].

Наряду со способностью усиливать контраст 
в рамановской спектроскопии, наночастицы золо-
та являются эффективными сенсибилизаторами 
рентгеновского излучения. С использованием кар-
бодиимидного метода получены 56-нм наночасти-
цы золота, покрытые анти-HER2-аффибоди [118]. 
При воздействии рентгеновского излучения (в дозе 
10 Гр) такие частицы обладают HER2-специфичной 
цитотоксичностью, при этом наиболее чувствитель-
ными среди тестируемых клеточных линий (SK-
BR-3, SK-OV-3, HN-5, MCF-7) оказались HER2-
положительные клетки SK-OV-3, выживаемость 
которых под действием адресных наночастиц 
и рентгеновского излучения снижалась на 63% [118].

Для достижения максимальной эффективности 
диагностики (тримодальная визуализация) и тера-
пии (фотоиндуцированной гипертермии опухоли) 
синтезированы 12-нм янус-частицы состава Au-Fe2C. 
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Эти частицы были покрыты анти-HER2-аффибоди 
ZHER2:342 и использованы для тримодальной детекции 
опухоли in vivo: МРТ-визуализации, фотоакусти-
ческой томографии и компьютерной томографии, 
и для 808-нм индуцированной гипертермии раковых 
клеток in vivo на моделях ксенотрансплантатов со 
сверхэкспрессией рецептора HER2 [119].

Более изящный подход к получению наночастиц 
с узким распределением по размеру разработан 
на основе белковых наночастиц, формируемых кап-
сидом вируса гепатита B, экспонирующего на своей 
поверхности молекулы аффибоди. Проводили вос-
становление золота, которое приводило к формиро-
ванию 1–3-нм золотых наночастиц на поверхности 
уже полученных вирусных частиц. Такие гетеро-
структуры размером 40 нм, специфичные к EGFR, 
эффективны как для визуализации раковых кле-
ток посредством Cy5.5 метки, так и для воздействия 
гипертермии на клетки опухолевой линии MDA-
MB-468 сверхэкспрессирующих EGFR [120].

4.3. Модификация антистоксовых наноструктур 
аффибоди
Апконверсионные наночастицы являются эффек-
тивными диагностическими средствами. Они по-
зволяют визуализировать биологические объекты 
без значительного влияния аутофлуоресценции 
с высокой чувствительностью [121]. Получены на-
ночастицы состава NaYF4:Tm+3,Yb+3, ковалентно 
модифицированные анти-EGFR-аффибоди, для ви-
зуализации EGFR-экспрессирующих опухолей in 
vivo [122]. Для фотодинамической терапии EGFR-
сверхэкспрессирующих опухолей синтезированы 
апконверсионные наночастицы с более сложной 
архитектурой [123]. Получены комплексные су-
перструктуры с апконвертирующим ядром соста-
ва NaYF4,Yb,Er, окруженным металл-органиче-
скими каркасными структурами на основе цинка. 
Самосборку таких структур осуществляли с исполь-
зованием комплементарных цепей ДНК. При воз-
буждении таких структур внешним ИК-светом 
апконверсионное ядро испускает свет видимого диа-
пазона, тем самым возбуждая металл-органические 
каркасы, способные продуцировать активные формы 
кислорода, выступая таким образом в качестве те-
рапевтических соединений [123].

4.4. Аффисомы
Соединения на основе липосом, модифицированных 
аффибоди, получили название аффисом [124, 125]. 
Для терапии HER2- и EGFR-положительных опухо-
лей получен ряд липосом, ковалентно модифициро-
ванных анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 [126], а также 
через полиэтиленгликолевый линкер: анти-HER2-

аффибоди ZHER2:477 [124], (Z00477)2-Cys [127] и анти-
EGFR-аффибоди (ZEGFR:955)2 [128]. 

4.5. Комплексы полимерных наноструктур 
и аффибоди
Для синтеза наночастиц используются разнообраз-
ные материалы (золото, углерод, магнетит, кремний 
и др.), среди которых по структурным и функци-
ональным характеристикам выделяются биосов-
местимые полимеры, например, уже применяемый 
в диагностике и терапии полилактид-когликолид 
(PLGA). PLGA постепенно разлагается до молоч-
ной и гликолевой кислот и выводится из организ-
ма. Синтезированы разнообразные полимеры PLGA, 
содержащие свободные карбоксильные и амино-
группы, что открывает широкие возможности мо-
дификации частиц молекулами, узнающими опу-
холевые антигены. Получены 140-нм наночастицы 
PLGA, загруженные флуоресцентным красителем 
Nile Red и доксорубицином. Эти наночастицы ста-
билизировали хитозаном и конъюгировали с анти-
HER2-аффибоди ZHER2:342 с использованием EDC/
сульфо-NHS. Наночастицы PLGA–ZHER2:342 исполь-
зовали для мечения HER2-сверхэкспрессирующих 
раковых клеток как  in vitro ,  так  и  in vivo. 
Специфичность этих наночастиц была более чем 
в 60 раз выше, чем у контрольных ненаправлен-
ных наночастиц. Наночастицы PLGA–ZHER2:342 при-
меняли для воздействия на клетки по отдельности 
или в сочетании с адресным бифункциональным 
иммунотоксином DARP-LoPE (42 кДа). Показано, 
что комбинированная терапия с использованием 
DARP-LoPE и PLGA–ZHER2:342 снижает эффективную 
концентрацию иммунотоксина в 1000 раз in vitro. 
Подобная стратегия двойного нацеливания улуч-
шила эффективность противоопухолевой терапии 
HER2-позитивных клеток in vivo [6]. Метод син-
теза и поверхностной модификации использовали 
в дальнейшем для создания наночастиц, загружен-
ных фотосенсибилизатором Rose Bengal, которые 
при облучении светом с длиной волны 532 нм про-
дуцируют активные формы кислорода, приводящие 
к гибели HER2-сверхэкспрессирующих раковых 
клеток [129].

Активно исследуются также наночастицы, состо-
ящие из гибридных полимеров. Получены полимер-
ные наночастицы из блок-сополимера полилактид-
когликолида и полиэтиленгликоля, которые были 
модифицированы анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 
с использованием малеимидного метода химической 
конъюгации и загружены паклитакселом. Такие на-
ночастицы использовали для селективного уничто-
жения HER2-сверхэкспрессирующих клеток in vitro 
[130].
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Разработано большое количество наночастиц, 
в которых полимер служит матрицей для синтеза 
и включения в состав как растворимых, так и не-
растворимых соединений. При этом сами поли-
мерные материалы могут иметь диагностическую 
и терапевтическую значимость – обладать флу-
оресценцией либо способностью к фототермиче-
ской конверсии [131]. Так, для тераностики соз-
даны 30-нм наночастицы на основе полимеров 
поли[9,9-бис(2-(2-(2-метоксиэтокси)этокси)этил)
фторенилдивинилен]-альт-4,7-(2,1,3-бензотиадиазол)
а, обладающего флуоресценцией в ближнекрас-
ном диапазоне и свойствами фотосенсибилизатора, 
и поли[(4,4,9,9-тетракис(4-(октилокси)фенил)-4,9-
дигидро-втор-индаценол-дитиофен-2,7-диил)-
альт-со-4,9-бис(тиофен-2-ил)-6,7-бис(4-(гексилокси)
фенил)тиадиазоло-хиноксалина] с сильным погло-
щением в ближней инфракрасной области и отлич-
ной способностью к фототермической конверсии. 
Такие частицы обладали 60.4% квантовым выхо-
дом и эффективной фототермической конверсией 
– 47.6%. Показано, что применение двух видов воз-
действия – фотодинамического и фототермического 
– приводит к синергическому эффекту при терапии 
опухоли [132, 133]. Также получены 30-нм сверхраз-
ветвленные, флуоресцентные, полиэлектролитные 
комплексы состава ядро/оболочка. В качестве ядра 
использовали флуоресцентный полимер с максиму-
мом испускания при 565 нм, полученный полици-
клотримеризацией алкинов, а в качестве оболочки 
– полиэтиленгликоль. Такие полиэлектролитные 
комплексы покрывали анти-HER2-аффибоди мето-
дом карбодиимидной конъюгации и использовали 
как эффективные флуоресцентные метки для ви-
зуализации клеток SK-BR-3 [134].

Среди полимерных наноматериалов выделяется 
уникальный класс контрастирующих соединений – 
нанопузырьки, которые используются для ультра-
звукового контрастирования in vivo [135]. Так, 
получены 480-нм нанопузырьки, состоящие из фос-
фолипидной оболочки и наполненные газом C3F8, по-
крытые анти-HER2-аффибоди через систему стреп-
тавидин–биотин [136].

Частицы разной формы (80×320 и 55×60 нм), син-
тезированные с помощью технологии репликации 
в несмачиваемых молдах (PRINT, particle replication 
in nonwetting templates), были модифицированы анти-
EGFR-аффибоди с различной плотностью аффибоди 
на поверхности наночастиц. При этом in vivo отмече-
ны значительные различия в накоплении наночастиц 
обоих типов в опухоли в зависимости от плотности 
аффибоди. Максимальное отношение содержания на-
ночастиц в опухоли и в крови наблюдали для частиц 
с максимальным количеством лиганда [137].

4.6. Комплексы белковых наночастиц и аффибоди
Биосовместимость и биодеградируемость белко-
вых наночастиц делают их лидерами при переходе 
в клиническую практику в качестве диагностиче-
ских и терапевтических препаратов. При этом успе-
хи генетической инженерии позволяют получить 
полностью генетически кодируемые слитые белки 
с нужными функциональными характеристиками 
без необходимости использования методов химиче-
ской конъюгации.

Одни из  самых популярных белковых на-
ночастиц – наночастицы на основе альбумина. 
Наночастицы альбумина были модифицированы 
анти-HER2-аффибоди с использованием бактери-
ального суперклея – белковой адапторной системы 
SpyTag (ST)/SpyCatcher (SC), полученной из сплит-
белка CnaB2 Streptococcus pyogenes. SpyTag 
– 13-аминоксилотный пептид, и SpyCatcher – 
15 кДа белок, формируют при связывании ковалент-
ную пептидную связь. Систему SpyTag/SpyCatcher 
использовали в качестве молекулярного посредни-
ка между поверхностью наночастиц и молекулой 
аффибоди, гарантируя таким образом региоселек-
тивное присоединение аффибоди к наночастице 
практически со 100% эффективностью. Такие на-
ночастицы были загружены фотосенсибилизато-
ром индоцианиновым зеленым и использованы 
для фототермически-индуцированной гибели HER2-
сверхэкспрессирующих раковых клеток [138].

Систему SpyTag/SpyCatcher также успешно ис-
пользовали для модификации наночастиц на осно-
ве инкапсулина [139, 140] и люмазинсинтазы [141]. 
Инкапсулин (Encap) – это формирующий наноча-
стицы относительно недавно изученный белок, вы-
деленный из термофильных бактерий Thermotoga 
maritima. Получен слитый белок – инкапсулин–
SpyTag, формирующий 35-нм наночастицы с од-
ним из элементов адапторной системы, ST [140]. 
Получены также слитые белки анти-HER2–анти-
EGFR-аффибоди со вторым компонентом белко-
вой пары, а именно SC. Эти слитые белки флуо-
ресцентно метили двумя различными красителями, 
легировали с наночастицами и проводили специ-
фичную бимодальную флуоресцентную детекцию 
клеток с различным уровнем экспрессии HER2 
и EGFR [140]. Аналогичным образом полученные 
наночастицы на основе люмазинсинтазы Aquifex 
aeolicus (AaLS) и загруженные комплексом га-
долиния (Gd(III)-DOTA) использовали для МРТ-
контрастирования опухолей с различной экспресси-
ей HER2 и EGFR у мышей [141].

Самособирающиеся белковые наночастицы на ос-
нове, например, капсида вируса гепатита B часто 
используют для доставки как генов, так и белков 
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[142–148]. Получены 28-нм наночастицы на основе 
вирусного капсида, загруженные дальнекрасным 
флуоресцентным белком mCardinal и модифициро-
ванные анти-HER2-аффибоди. Тесты in vivo показа-
ли, что в опухоли частицы накапливаются активно, 
а в печени значительно слабее, чем наночастицы 
с традиционными красителями, а именно Cy5.5 [142].

Получены 12-нм наночастицы из ферритина че-
ловека, состоящие из 24 субъединиц тяжелых цепей 
ферритина, генно-инженерно слитых с анти-EGFR-
аффибоди. Такие частицы метили ближнекрасным 
красителем Cy5.5 и использовали для визуализа-
ции EGFR-сверхэкспрессирующих клеток [149]. 
Для более длительной циркуляции наноструктур 
ферритина в кровотоке in vivo применяли моди-
фикации: в структуру вводили гидрофобные после-
довательности, формирующие гидратную оболочку 
сродни эффекту ПЭГилирования наночастиц [150]. 
Применение такого подхода позволило повысить на-
копление наночастиц в опухоли в 2 раза, что под-
тверждено с помощью прижизненной визуализации 
in vivo с использованием красителя Cy5.5 [150].

Установлено, что 90-нм мезопористые кремниевые 
наночастицы, загруженные кампотецином и покры-
тые белковой короной из слитого белка глутатион-S-
трансфераза/анти-HER2-аффибоди, в значительно 
меньшей степени связываются с белками сыворотки 
крови, тем самым минимизируя процессы поглоще-
ния наночастиц макрофагами [151]. Такие частицы, 
меченные флуоресцентным красителем DiI и загру-
женные кампотецином – цитотоксическим хиноли-
новым алкалоидом, ингибирующим топоизомеразу 
I, применяли для визуализации и ингибирования 
опухолевого роста in vivo, эффективность которого 
составила 90% [151].

4.7. Модификация ДНК-тетраэдных комплексов 
молекулами аффибоди
Большое количество исследований посвящено раз-
работке систем адресной доставки генетическо-
го материала. Например, молекулы анти-HER2-
аффибоди ZHER2:2891, связанные с  сополимером 
полиэтиленгликоля и полиэтиленимина, использова-
ны для доставки гена люциферазы в клетки BT474, 
сверхэкспрессирующие HER2. Показано, что ин-
тенсивность люминесценции трансфицированных 
HER2-сверхэкспрессирующих клеток была более 
чем в 300 раз выше, чем у контрольных клеток 
MDA-MB-231 с умеренной экспрессией HER2 [152].

ДНК может быть носителем не только генети-
ческой информации, но и химиотерапевтических 
препаратов. В частности, в роли каркасов высту-
пают ДНК-тетраэдры – трехмерные структуры, 
получаемые из двойных спиралей ДНК длиной 20 

п.н. методом ДНК-оригами. Оказалось, что ДНК-
тетраэдры, химически модифицированные анти-
HER2-аффибоди малеимидным методом конъюга-
ции и нагруженные доксорубцином (53 молекулы 
доксорубицина на один комплекс) [153], значительно 
сильнее ингибировали рост клеток, чем доксоруби-
цин, проявляя при этом гораздо меньшую токсич-
ность в отношении клеток с нормальным уровнем 
HER2. Аналогичные наночастицы, загруженные ци-
сплатином (68 молекул цисплатина на одну наноча-
стицу), использованы для селективного уничтоже-
ния HER2-положительных клеток практически со 
100% эффективностью [154].

Получен также слитый белок, состоящий из аф-
фибоди ZHER2:342 и пептида RALA – эффективного 
невирусного средства доставки нуклеиновых кис-
лот в клетки. Аффибоди и пептид были соединены 
гибким глицин-сериновым линкером, устойчивым 
к действию протеаз (G4S)3. Полученный слитый пеп-
тид ассоциирован с FUdR15 – последовательностью 
из 15 остатков 5-фтордезоксиуридина, метаболитом 
которого является химиотерапевтическое соеди-
нение – 5-фторурацил [155]. Полученная система 
адресно воздействует на клетки со сверхэкспресси-
ей рецептора HER2 N87, вызывая их гибель по ме-
ханизму апоптоза [155]. Впоследствии механизмы 
адресной доставки, разработанные в рассмотренных 
работах [154, 155], были объединены в систему до-
ставки FUdR на основе ДНК-тетраэдров к клеткам 
опухоли, полученным инъекцией клеток BT474, ис-
пользование которых привело к замедлению роста 
опухоли примерно в 2.5 раза [156].

4.8. Модификация квантовых точек аффибоди
Квантовые точки – флуоресцентные полупрово-
дниковые нанокристаллы с размером ядра 1–12 нм, 
синтезированные из элементов II и VI групп (напри-
мер, ZnS, CdSe или CdTe), реже III и V групп (InP) 
или IV и VI групп (PbS, PbSe, PbTe) Периодической 
системы Д.И. Менделеева. От традиционных флуо-
рофоров, таких, как органические красители и флу-
оресцентные белки, их отличает широкая полоса 
поглощения, значительный стоксов сдвиг, узкий 
спектр излучения и высокий квантовый выход (до 
80%), а также высокая фотостабильность [157, 158]. 
Благодаря выраженной зависимости длины волны 
излучения от размеров частицы, существует воз-
можность многоцветного мечения и одновременной 
идентификации различных биологических объ-
ектов. Однако следует отметить, что токсичность 
КТ значительно ограничивает спектр их примене-
ний in vivo в терапевтических целях. Гораздо бо-
лее многообещающим воспринимается применение 
КТ для картирования сторожевых лимфоузлов, 
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поскольку в данном случае производится местная 
инъекция препарата с последующим удалением 
лимфатического центра, пораженного метастазами. 

В частности, для диагностических целей исполь-
зовали квантовые точки QD655, модифицированные 
анти-HER2-аффибоди ZHER2:477 через систему стреп-
тавидин–биотин. Такие квантовые точки исполь-
зовали для иммуногистохимического окрашивания 
срезов образцов опухолей для успешного определе-
ния HER2-статуса опухоли, а также наличия и ло-
кализации гомодимеров HER2 методами конфокаль-
ной и электронной микроскопии [159, 160].

Для визуализации in vivo использовали 5-нм 
квантовые точки QD800 (ядро/оболочка/оболоч-
ка = InAs/InP/ZnSe), которые конъюгировали 
с анти-HER2-аффибоди ZHER2:342 через гетероби-
функциональное производное ПЭГ с концевой 
аминогруппой. Аффибоди модифицировали ци-
стеином на N-конце и осуществляли реакцию 
химической конъюгации с  использованием 
N-сукцинимидилового эфира 4-малеимидомасляной 
кислоты. Анти-HER2 квантовые точки применяли 
для селективной визуализации SK-OV-3 опухолей 
у мышей с иммунодефицитом в режиме реально-
го времени с использованием системы прижизнен-
ной визуализации [161]. Показано, что накопление 
адресных квантовых точек в опухоли примерно в 3 
раза выше, чем безадресных [161].

На поверхности 8-нм квантовых точек сульфида 
серебра (Ag2S) адсорбировали анти-EGFR-аффибоди 
ZEGFR:1907 и применяли модифицированные части-
цы для фотоакустической визуализации EGFR-
сверхэкспрессирующих опухолей [162]. Такие же 
квантовые точки, покрытые аффибоди, распоз-
нающим IGF-1R, ZIGF1R, использовали in vivo 
для бимодальной фотоакустической и ближней 
ИК-визуализации опухолей у животных с иммуно-
дефицитом [163].

Широкое применение нашли углеродные точки, 
которые обладают целым спектром уникальных 
оптических характеристик. Например, 20-нм угле-
родные точки Gd@C с инкапсулированным гадоли-
нием обладают не только яркой флуоресценцией, 
но и свойством МРТ-контрастирования [164]. Такие 
точки были покрыты анти-EGFR-аффибоди ZEGFR:1907 
и использованы для адресной доставки in vitro 
и in vivo. In vitro показано, что МРТ-сигнал кле-
ток HCC827 (EGFR+) значительно выше, чем клеток 
NCI-H520 (EGFR). Такие структуры эффективны 
также для адресной визуализации опухоли in vivo 
через 1 ч после инъекции (МРТ-сигналы опухолей 
HCC827 и NCI-H520 различались в 1.5 раза). Кроме 
того, точки Gd@C с ZEGFR:1907 (в отличие от точек 
Gd@C) эффективно выводятся почками [164].

5. АДРЕСНЫЕ НАНОЧАСТИЦЫ НА ОСНОВЕ БЕЛКОВ 
ADAPT
Высокие константы аффинности белков на осно-
ве альбуминсвязывающих доменов (ABD, albumin 
binding domain) ADAPT позволили разработать 
ультрачувствительный метод обнаружения HER2 
в образцах, содержащих 10% сыворотки. Так, полу-
чены квантовые точки QD625, которые модифици-
ровали посредством самосборки белком ADAPT6, 
распознающим HER2. Предел обнаружения HER2 
с использованием таких квантовых точек составил 
40 × 10−12 М (≈8 нг/мл) [165].

6. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Cкаффолдовые (каркасные) белки можно назвать 
белками нового поколения [166–169]. Достаточно 
большое количество препаратов на основе таких 
белков проходит клинические испытания [170–175], 
а часть препаратов уже используется в тераностике 
(например, экаллантид на основе домена Кунитца).

Несмотря на такие преимущества, как малый 
размер, стабильная структура, легкость масштабной 
биотехнологической наработки, эти белки при их 
использовании в комплексе с функциональными 
наноструктурами имеют и недостатки, связанные, 
например, с региоселективным присоединением 
к поверхности наноструктур с сохранением рас-
познающих свойств. Подобные проблемы решаются 
с использованием различных молекулярных посред-
ников между поверхностью наночастиц и белковых 
молекул (таких, как SpyTag–SpyCatcher, барназа–
барстар, стрептавидин–биотин), а также методов 
генной инженерии (например, встраивание дарпинов 
в оболочку вирусов). 

Успехи химической модификации и генной ин-
женерии позволяют получать наночастицы, макси-
мально эффективные только in vitro. При систем-
ной инъекции в кровоток накопление адресных 
наночастиц в опухоли чаще всего не более чем в 2.5 
раза превышает значение для ненацеленных нано-
частиц, а суммарное накопление в опухоли не пре-
вышает 0.7% от введенной дозы. 

Наряду с разработкой адресных агентов для те-
рапии и диагностики онкозаболеваний (а также он-
котераностики), создание новых методов введения 
и доставки наночастиц представляется не менее 
приоритетным направлением нанобиомедицины, 
которому на сегодняшний день уделяется гораздо 
меньше внимания. В частности, разрабатываются 
методы продления циркуляции наночастиц в крово-
токе, которые временно блокируют систему монону-
клеаров без серьезных побочных эффектов.

Поскольку солидные опухоли представляют со-
бой плотные гетерогенные структуры, воздействие 
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адресными терапевтическими соединениями на ра-
ковые клетки in vivo эффективно только для са-
мых верхних слоев опухоли, в то время как глубин-
ные клетки остаются жизнеспособными, нивелируя 
таким образом эффект адресного воздействия. 
Необходимо осуществлять блокировку процессов 
ангиогенеза (посредством воздействия на эндоте-

лиальные маркеры), нарушая тем самым питание 
глубоколежащих раковых клеток. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке РФФИ в рамках научного проекта 

№ 20-14-50514. 
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