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ПреимуществаПреимущества
 рекомбинантныхрекомбинантных

 
минимини--антителантител

НизкаяНизкая иммуногенностьиммуногенность
ЭффективноеЭффективное проникновениепроникновение кк опухолямопухолям
БыстроеБыстрое освобождениеосвобождение организмаорганизма
((clearance)clearance)
ВозможностьВозможность соединениясоединения
сс терапевтическимитерапевтическими ии
диагностическимиагентамидиагностическимиагентами
БиотехнологическаяБиотехнологическая наработканаработка
СтандартностьСтандартность препаратовпрепаратов
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Design of fully genetically encoded Design of fully genetically encoded 
miniantibodyminiantibody--Killer RedKiller Red--photosensitizerphotosensitizer

Serebrovskaya, Deyev et al. PNAS USA. 2009.106. 9221-9225



MiniantibodyMiniantibody--Killer Red: Killer Red: 
fluorescent labeling of cancer cellsfluorescent labeling of cancer cells

Serebrovskaya, Deyev et al. PNAS USA. 2009.106. 9221-9225



MiniantibodyMiniantibody--Killer Red: specific cytotoxicity on Killer Red: specific cytotoxicity on 
HER2/neuHER2/neu--positive cancer cellspositive cancer cells

Serebrovskaya, Deyev et al. PNAS USA. 2009.106. 9221-9225



MiniantibodyMiniantibody--Killer RedKiller Red--photosensitizer:photosensitizer:

specific cytotoxicity on cancer cellsspecific cytotoxicity on cancer cells



MiniantibodyMiniantibody--Killer RedKiller Red--photosensitizer:photosensitizer:

specific cytotoxicity on cancer cellsspecific cytotoxicity on cancer cells

fluorescent labeling of cancer cellsfluorescent labeling of cancer cells



MiniantibodyMiniantibody--Killer RedKiller Red--photosensitizer:photosensitizer:

specific cytotoxicity on cancer cellsspecific cytotoxicity on cancer cells

fluorescent labeling of cancer cellsfluorescent labeling of cancer cells

Theranostics
 

= therapy
 

+ diagnostics
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Concentration dependent cytotoxicity of immunoRNase for  
НЕR2/neu-positive (red) and НЕR2/neu-negative (grey) cells.  
20 independent experiments.

Specific toxicity of immunoRNase for HER2/neuSpecific toxicity of immunoRNase for HER2/neu--positive cancer positive cancer 
cellscells
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Membrane blebbing of SKOV-3 cancer 
cells treated by barnase and immunoRNase

Edelweiss, Deyev et al. PLoS ONE. 2008. 3. e2434.
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2009.



Средний

 

размер

 

опухоли

 

в

 

контрольной

 

группе

 

мышей

 

на

 

23 сутки

 

составил

 

149 мм3

 

(А), максимальный

 

размер

 

-

 
245 мм3

 

у

 

мыши

 

весом

 

18 г

 

(В). В

 

опытной

 

группе

 

мышей

 

средний

 

размер

 

опухоли

 

23 сутки

 

составил

 

61,6 мм3(Б) 
максимальный

 

размер-77 мм3

 

у мыши весом 18 г. Таким

 

образом, средний

 

размер

 

опухоли

 

в

 

опытной

 

группе

 
мышей

 

уменьшился

 

в

 

2,4 раза

 

по

 

отношению

 

к

 

контролю

 

на

 

23 сутки. 

Balandin, Deyev at all,
 

Invest
 

New
 

Drugs
 

2009.

Торможение
 

роста
 

опухоли
 

иммуноРНКазой
4D5 scFv-dibarnase

 
на

 
47 сутки

 
составило

 
75%

23 сутки, контрольная

 

группа, опухоль

 

245 мм3. 
В

 
пересчете

 
на

 
вес

 
тела

 
человека

 
(70кг) 

такая
 

опухоль
 

весит
 

954 г



Иммунотоксин
 

бинарного
 

действия
 

Антиген
HER-2/neu

РАКОВАЯ
КЛЕТКА 

Гуманизированное
мини-антитело 

Рибонуклеаза
барназа 

Участок
связывания 

радиоизотопов

Humanized
mini-antibody

Ribonuclease
barnase

Site of 
radioisotope 

binding

CANCER
CELL

Antigen
HER-2/neu

Иммунотоксин
 

включает
 

фрагмент
 

миниантитела, обеспечивающий
 

адресность
 доставки

 
препарата

 
к

 
раковой

 
клетке, рибонуклеазу, разрушающую

 биосинтетический
 

аппарат
 

опухолевой
 

клетки
 

и
 

пептид
 

для
 

связывания
 радиоактивных

 
изотопов.

Токсический
 

эффект
 

рибонуклеазы
 

усиливается
 

за
 

счет
 

радиоактивного
 излучения

 
–

 
отсюда

 
бинарность

 
действия



АдреснаяАдресная доставкадоставка -- воздействиевоздействие нана клеткиклетки сс
определеннымопределенным ««молекулярныммолекулярным портретомпортретом»»

СозданиеСоздание бифункциональныхбифункциональных соединенийсоединений: : 
нацеливающаянацеливающая частьчасть + + терапевтическийтерапевтический
((илиили диагностическийдиагностический) ) агентагент

ДиагностическиеДиагностические ии терапевтическиетерапевтические
соединениясоединения должныдолжны состоятьсостоять изиз наборанабора
взамодополняющихвзамодополняющих блоковблоков, , объединяемыхобъединяемых сс
помощьюпомощью универсальногоуниверсального модулямодуля



СборкаСборка
 

изиз
 

блоковблоков

Protein 1 Protein 2 Protein 3 Protein 4

+
Producent 1

Producent 2



Barnase Barstar*

KD
 

=10-14MRNAse
Extracellular
110 residues

12 kDa
Cys free

H102,R83/87

Inhibitor
Intracellular
89 residues

10 kDa
Cys40/82
D35/39,…

Crystal Structures of the Barnase-Barstar Complex
Guillet et al. (1993 Structure 1, 165-177), Bukle et al. (1994 Biochemistyry, 33, 8878-8889)

Димеризационный
 

модуль
 

барназа-барстар



N

C
N

C

Димеризационный
 

модуль
 

барназа-барстар
design

barnase
 

–
 

barstarbarstar
 

complex
one barnase molecule binds strictly 

to one barstar molecule

EFPKPSTPPGSSGGAP
linker peptide: modified hinge region





Модуль
 

«барназа-барстар»
 

как
 

молекулярный
 наноконструктор

 
для

 
создания:

•
 

агентов, визуализирующих
 

раковые
 

клетки

•
 

иммунотоксинов

•
 

мультивалентных
 

мини-антител



I. I. ГенноГенно--инженерныеинженерные
 

наноконструкциинаноконструкции
 нана

 
основеоснове

 
миниантителминиантител

 
I. Конструирование

 мультивалентных
 

моноспецифических
 

мини-антител
 

II. Конструирование
 дивалентных

 
биспецифических

 
мини-антител
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4D5-миниантитело-барназа

4D5-миниантитело-барстар

Димер

4D5-миниантитело-барназа4D5-миниантитело-дибарназа

4D5-миниантитело-барстар

Тример



ТримерныеТримерные
 

минимини--антителаантитела,,
 

132 132 kDakDa
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monoclonal antibody

Recombinant
mini-antibody

Antigen binding 
site

Barnase

Site
of radioisotope
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Barstar
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КонструированиеКонструирование
 мультивалентныхмультивалентных

 
моноспецифическихмоноспецифических

 
минимини--антителантител

Deyev et al. Nat. Biothech. 2003,   US Patent, 2006

X2
 80 kDa

X3
 130 kDa



КонструированиеКонструирование
 дивалентныхдивалентных

 
биспецифическихбиспецифических

 
минимини--антителантител

 HHeterodimereterodimer
 

antianti--tumor tumor scFv scFv antibodies directed to HER1 and HER2/neu antibodies directed to HER1 and HER2/neu 
produced in different produced in different expression systemsexpression systems

 
: : transgenictransgenic

 
plant and bacterial plant and bacterial 

cellscells
 

using barstarusing barstar--barnase interaction.  barnase interaction.  

NiHis5

барназа

anti-HER-2/neu

bacterial 
cells

transgenic
 plant

NiHis5

барназа

anti-HER-2/neu

барстар

anti-HER1
элюция

His5

барназа

anti-HER-2/neu

anti-HER1

барстар

Semenyuk, Deyev et al.
 

Biochimie, 2007.



ИГХИГХ
 

анализанализ
 

HERHER2/2/neuneu
 

нана
 

срезахсрезах
 

парафиновыхпарафиновых
 

блоковблоков
 опухолевогоопухолевого

 
материаламатериала, , полученногополученного

 
припри

 
хирургическиххирургических

 операцияхоперациях
 

больныхбольных
 

ракомраком
 

молочноймолочной
 

железыжелезы
 

..

Пациент
 

№3. 
p185HER2/neu

 статус
 

3+
А-

 
опухолевые

 клетки, 
Б

 
–

 
клетки

 соединительной
 ткани

 (фибробласты);
В

 
–

 
клетки

 жировой
 

ткани
 (липоциты)

Ядра
 

клеток
 окрашены

 гематоксилином
 .



AntigenAntigen
HERHER--2/neu2/neu

РаковаяРаковая
 

клеткаклеткаCancer cellCancer cell

Направленная
 

доставка
 

радиоизотопов
к

 
опухолевым

 
тканям

99m99mTc,Tc,γγ
 

tt1/21/2
 

=6 h=6 h
186Re,β

 
tt1/21/2

 

==90h
188Re,β

 
tt1/21/2

 

==17h
RadioisotopeRadioisotope





МультивалентностьМультивалентность
 

минимини--антителантител
 

увеличиваетувеличивает
 ихих

 
связывающуюсвязывающую

 
активностьактивность

 
(BIAcore)(BIAcore)



НакоплениеНакопление
 

радиоизотопарадиоизотопа
 

вв
 

опухолиопухоли, %Id/g, %Id/g
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h
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ПреимуществаПреимущества
 

мультивалентныхмультивалентных
 

минимини--антителантител

%Id/g 

MonomerMonomer DimerDimer TrimerTrimer

•
 

Оптимальная
 

молекулярная
 

масса
•

 
Соотношение

 
опухоль/кровь

 
= 27 : 1

 (природные
 

антитела
 

–
 

2.5
 

: 1)
•

 
Оптимальное

 
время

 
циркуляции

 
в

 
крови

•
 

Невысокое
 

накопление
 

в
 

печени
 

и
 

почках

0

20

40

60

80

100

Накопление в почках

%
Id

/g
,4

8h

0

20

40

60

80

100

Накопление в печени

%
Id

/g
,4

8h

0

5

10

15

20

25

30

Соотношение опухоль/кровь

Id
/g

,4
8h

Kidney accumulation Liver accumulation Tumor to blood ratio

Deyev et al. Nat. Biothech. 2003,   US Patent, 2006
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ВизуализацияВизуализация
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маркерамаркера
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сс
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 флуоресцентныхфлуоресцентных
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 барстарбарстар--GFP GFP илиили

 
барстарбарстар--RFPRFP



Quantum dots (QDs)Quantum dots (Quantum dots (QDsQDs))

Quantum dots -
semiconductor nanocrystals (2-10 nm) with 
emission spectrum, controllable by the size 
and the material
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II.1.  II.1.  ВизуализацияВизуализация
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Detection of cancer marker HER2 on the surface of unfixed live cells. Ovarian cancer SKOV-3
 cells were incubated with 4D5 scFv-barnase fusion and QD-barstar conjugate.

QD, CdSe/CdS (5 nm), 597nm
Zdodnova, Deyev et al.  JBO. 2009.
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Nikitin, Deyev et al. PNAS USA. 2010.107
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Nikitin, Deyev et al. PNAS USA. 2010.1
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TRANSFECTOMATRANSFECTOMA
 SKOVSKOV--3+katushka3+katushka

Detection of cancer marker HER2 on the surface of transfected live cells. 
Ovarian cancer SKOV-3 cells were incubated with 4D5 scFv-barnase fusion

 and QD-barstar conjugate. QD, CdSe/CdS (5 nm), 597nm
 

. 
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