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Методы, основанные на использовании высокоспецифичных антител, антиидиотипических анти-
тел и разнообразных генно-инженерных молекул со свойствами антител, а также методы иммуно-
коррекции и иммунопрофилактики с помощью вакцин остаются очень актуальными и активно раз-
рабатываемыми подходами в области биомедицины. В последние годы особые надежды связывают с
технологиями генерирования особых однодоменных рекомбинантных антител (нанотел) и их произ-
водных. В представленном обзоре рассмотрены недавно опубликованные данные об использовании
нанотел в фундаментальных исследованиях, а также для диагностики и разработки новых иммуноте-
рапевтических средств. Обсуждаются перспективы использования нанотел в качестве адресных моле-
кул компонентов микробиоты, антиидиотипических нанотел, а также поиска перспективных мише-
ней для ранней диагностики с помощью нанотел.

Ключевые слова: однодоменные антитела, превентивная медицина, ранняя диагностика, превен-
тивная вакцинация, системная иммунология
DOI: 10.31857/S0026898420030167

ВВЕДЕНИЕ

Особые надежды в области биотехнологии и
биомедицины связаны с прогрессом, достигну-
тым за последние годы в иммунологии ‒ с созда-
нием новых методов исследования, накоплением
больших массивов данных, а также с попытками
системного интегративного подхода к иммунной
системе человека. Новый системный взгляд на
функционирование иммунной системы потенци-
ально приведет к разработке более эффективных
подходов как к диагностике, так и к иммунопрофи-
лактике и терапии. Наряду с новыми технологиче-
скими возможностями геномики, протеомики,
глобального секвенирования гипервариабельных
областей всего репертуара антител и Т-клеточных
рецепторов, а также с появлением интегративных
подходов к системной биологии, разработки моле-
кул, специфически связывающих заданную анти-
генную структуру, и методов иммунокоррекции с
помощью вакцинации, остаются очень актуальны-
ми подходами, применяемыми в области биомеди-
цины. Надежды исследователей связаны, в частно-
сти, с особыми однодоменными моноклональны-
ми антителами и их производными, cовременные
перспективные направления применения которых
рассмотрены в представленном обзоре. Этот обзор
в какой-то мере можно считать продолжением

опубликованной нами 9 лет назад статьи о “вер-
блюжьих нанотелах” [1].

ОДНОДОМЕННЫЕ АНТИТЕЛА (НАНОТЕЛА) ‒ 
ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ИНСТРУМЕНТЫ

ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЙ, ДИАГНОСТИКИ
И ИММУНОТЕРАПИИ

В дополнение к классическим моноклональным
антителам в последние годы все большее внимание
уделяется инженерии рекомбинантных фрагментов
антител, а также других антигенсвязывающих моле-
кул. Однако из всех новых технологий мы хотим
выделить именно технологию получения рекомби-
нантных производных однодоменных антигенсвя-
зывающих фрагментов (VHH) особых неканониче-
ских антител (HCAb, Heavy-Chain only antibodies).
HCAb состоят из димера укороченной тяжелой це-
пи при полном отсутствии легких цепей (рис. 1). В
норме HCAb присутствуют в крови представите-
лей семейства Camelidae и у некоторых видов хря-
щевых рыб в дополнение к классическим типам
иммуноглобулинов [2, 3]. Получаемые рекомби-
нантные мини-антитела называют однодоменны-
ми антителами, или “нанотелами”. Основными
особенностями нанотел являются их небольшие
размеры (12‒15 кДа, 4 × 2.5 нм), высокие раствори-
мость и стабильность, способность к быстрой ре-
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натурации, а также простота всевозможных моди-
фикаций методами генной инженерии и возмож-
ность использования чрезвычайно эффективного
метода фагового дисплея для селекции оптималь-
ных вариантов нанотел.

Нанотела способны формировать необычные
паратопы и узнавать необычные для классиче-
ских антител уникальные нативные эпитопы
(преимущественно конформационные эпитопы,
небольшие углубления, активные центры фер-
ментов). Каркасные участки “верблюжьих” нано-
тел (VHH) имеют высокую гомологию (заметно
выше, чем у VH мыши) с каркасными участками
вариабельных VH-доменов иммуноглобулинов
человека (подкласса IgG3) и могут относительно
легко гуманизироваться без потери функцио-
нальности. Кроме того, производство нанотел в
бактериях или любых иных системах экспрессии
очень рентабельно, а нанотела относительно про-
сто использовать в качестве строительных блоков
для многодоменных конструкций. Нанотела ‒
это очень удобный инструмент для исследований
и разработки новых иммунобиотехнологических
подходов, когда нужно понять, диагностировать,
визуализировать и лечить различные патологии, в
том числе рак и другие социально значимые забо-
левания [4‒7].

Использование зондов на основе нанотел в ис-
следованиях по молекулярной визуализации име-
ет существенное преимущество, благодаря быст-
рому, однородному накоплению нанотел в опухо-
ли и быстрому удалению (через почки) из крови,
что позволяет получить ранее недостижимую быст-
рую визуализацию опухоли [8‒10]. В качестве при-
мера можно привести результаты испытаний визу-
ализирующего зонда для позитронной эмиссион-
ной томографии на основе меченного изотопом
галлия-68 анти-HER2-нанотела 2Rs15d. Доклини-
ческая оценка выявила хороший токсикологиче-

ский профиль и низкую радиационную нагрузку,
что позволило конструкции войти в фазу I клини-
ческих испытаний. Эта конструкция показала хо-
рошие результаты с точки зрения эффективности,
накопления индикаторов и безопасности, так как
не было обнаружено никаких побочных эффектов
или антител против введенных нанотел, что делает
эту конструкцию подходящей для вступления в
фазу II клинических испытаний [11].

Мы совместно с немецкими и бельгийскими
коллегами еще в 2006 году показали, что нанотела
и гибридные белки (нанотело‒флуоресцентный
белок) можно экспрессировать в функциональ-
ном виде в разных компартментах транзиторно
экспрессированных клеток, что делает их удоб-
ными инструментами для сопоставления струк-
турных или динамических характеристик, наблю-
даемых in vitro (с помощью биофизических изме-
рений), с функциональными наблюдениями на
живых клетках и организмах in vivo [12]. Зонды на
основе гибридного белка (нанотело и флуорес-
центный белок, транскрибируемые в одной об-
щей рамке считывания) могут экспрессироваться
in vivo c дополнительного гена, не нарушая экс-
прессию никаких других генов. Нанотела удалось
подобрать с подходящей аффинностью так, чтобы
они специфично детектировали заданный антиген
и при этом, по возможности, не мешали никаким
биологическим процессам [12]. В настоящее время
мы продолжаем подобные исследования, получая
соответствующие модельные трансгенные линии
мух дрозофил. Получено и проанализировано не-
сколько линий мух, в которых с помощью внутри-
клеточного зонда (‘intrabody’) можно детектиро-
вать трансген, экспрессирующийся с индуцибель-
ного или тканеспецифического промотора, и
следить in vivo за эндогенным белком (ламином) в
развивающемся эмбрионе. При этом мы не на-

Рис. 1. Схема структур (слева направо) классического антитела, особого неканонического антитела HCAb, состоящего
из димера только тяжелой цепи иммуноглобулина, и рекомбинантного производного антигенсвязывающего домена
HCAb –однодоменного антитела, или нанотела.
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блюдали заметного влияния трансгена на выжи-
ваемость трансгенных мух (не опубликовано).

Нанотела перспективны также в качестве ин-
струментов для стабилизации дискретных кон-
формаций важных регуляторных белков (показано
на примере рецепторов, сопряженных с G-белком,
GPCR) и в качестве шаперонов для получения
кристаллов. Так, нанотела применяли в качестве
биосенсоров для мониторинга конформационных
изменений GPCR в живых клетках [13, 14]. С этой
целью использовали специально генерированные
нанотела, с помощью которых удалось зафикси-
ровать GPCR в определенной конформации (ак-
тивной или неактивной), что позволило получить
принципиально важные данные о структурных и
функциональных особенностях GPCR-зависимой
системы передачи сигналов [13, 14]. Такие наноте-
ла могут служить конформационными биосенсо-
рами, а также использоваться для селективного
модулирования функции GPCR определенного
типа и связанного с ним G-белка, что может быть
полезным при разработке новых лекарств. Актив-
ную структуру GPCR, связанного с лигандом-аго-
нистом, стабилизированную in vitro cпециально
полученным нанотелом, удалось кристаллизовать
и определить с высоким разрешением с помощью
рентгеноструктурного анализа [13, 14].

Нанотела имеют значительный терапевтиче-
ский потенциал в качестве ингибиторов пар ли-
ганд‒рецептор и направленных доставщиков ле-
карственных средств или заряженных лекар-
ственными средствами наночастиц к опухолям.
Биспецифические конструкции нанотел способ-
ствуют соединению цитотоксических клеток им-
мунной системы с раковыми клетками, а также
позволяют тканеспецифически блокировать ци-
токины [15‒17].

Разработаны эффективные методы генно-ин-
женерной модификации исходно отбираемых для
заданных антигенов одновалентных однодомен-
ных антител (последовательностей ДНК, кодиру-
ющих нанотела) с целью их адаптации для кон-
кретного использования. Создаваемые на их ос-
нове более сложные молекулы, мультивалентные
[18‒22], биспецифичные [16‒18] и иные [23, 24]
конструкции могут приобретать заметно более
высокую специфичность и эффективность свя-
зывания, существенно более высокую биологиче-
скую активность, а также применяться для полу-
чения новых биологических инструментов/мате-
риалов с улучшенными свойствами, например,
для борьбы с вирусными или иными инфекциями
[19‒21, 24]. Нанотела рассматриваются в качестве
возможных лигандов при создании новых высо-
коспецифичных иммуносорбентов [25‒27].

Многочисленные биологические препараты
на основе нанотел показали противоопухолевую
эффективность в доклинических исследованиях

in vivo (конкретные примеры подробно рассмот-
рены в обзоре Р. Bannas и соавт. [28]).

Нанотела могут противодействовать рецепто-
рам факторов роста [29], блокировать ионные ка-
налы [30] и эктоферменты [31, 32] в микроокру-
жении опухоли.

Слияние одного или нескольких нанотел с
шарнирными и Fc-доменами иммуноглобулина
человека позволяет конструировать высокорас-
творимые антитела из тяжелых цепей (HCAb).
HCAb примерно в 2 раза меньше обычных анти-
тел, поэтому они могут лучше проникать в ткани,
чем обычные моноклональные антитела, сохра-
няя при этом способность рекрутировать систему
комплемента, NK-клетки и макрофаги [33].

Генетическое слияние нанотел с пептидными
метками открывает путь к маркировке опухоле-
вых клеток для атаки специфичными к метке
T-клетками или NK-клетками, трансдуцирован-
ными химерным рецептором (CAR), специфич-
ным для метки, или цитотоксическими антитела-
ми, специфичными для метки [34].

Небольшие модификации (введение дополни-
тельных аминокислотных остатков или остатков
цистеина в определенных положениях каркаса)
позволяют проводить сайт-специфическую конъ-
югацию нанотела практически с любым химиче-
ским фрагментом, включая хелаторы радионукли-
дов, полиэтиленгликоль, липосомы и наночасти-
цы [35, 36].

Результаты предварительных исследований
указывают на целесообразность изучения спосо-
бов использования противоопухолевых нанотел
(Nb) для эффективного нацеливания на опухо-
левые клетки таких разрабатываемых лекар-
ственных препаратов, как цитотоксические
Т-клетки, экспрессирующие сконструированные
на основе нанотел химерные рецепторы Nb-CAR, и
NK-клетки [37‒39], а также вирусные частицы,
кодирующие противоопухолевые нанотела [40].

Образованная в 2001 году бельгийская фарма-
кологическая компания “Ablynx” (www.ablynx.com)
долгие годы была основным разработчиком био-
медицинских препаратов на основе VHH-доме-
нов особых антител верблюда и ламы. Термин
‘nanobody’ (нанотело) для рекомбинантных вер-
сий VHH-доменов является торговой маркой
этой компании. Компания “Ablynx” в сентябре
2018 года довела клинические испытания одной
из своих исторически первых разработок на осно-
ве нанотел ‒ димеризованного гуманизирован-
ного нанотела к мультимерному комплексу
фактора Виллебранда (Caplacizumab, ALX-0681,
Cablivi™), до получения первого (для этого ново-
го типа лекарств) глобального разрешения на ис-
пользование в Европейском Союзе для комбини-
рованного лечения приобретенной тромботиче-
ской тромбоцитопенической пурпуры в сочетании
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с заменой плазмы и иммуносупрессией [41]. Пре-
парат Caplacizumab действует на А1-домен мульти-
меризованного комплекса фактора Виллебранда,
предотвращая его связывание с рецептором гли-
копротеина Ib-IX-V тромбоцитов и ингибируя
взаимодействие между фактором Виллебранда и
тромбоцитами, а тем самым адгезию тромбоци-
тов [42, 43].

Можно упомянуть ряд недавно успешно завер-
шившихся клинических испытаний 1-й и 2-й фазы
различных препаратов на основе нанотел [44].
Так, успешно закончены испытания фазы 1 на-
нотела (ALX-0171) против большой панели изо-
лятов респираторно-синцитиального вируса
(RSV) человека для лечения инфекций нижних
дыхательных путей. Следует отметить, что это
препарат не для системного, а для ингаляцион-
ного введения, что дает ему преимущество перед
другими аналогами [45]. Анти-RANKL-нанотела
(ALX-0141) испытаны при нарушениях, связан-
ных с потерей костной ткани, анти-IL17-A/F-
нанотела (MSB0010841) ‒ для лечения псориаза.
Испытано также биспецифическое нанотело для
таргетирования фактора роста эндотелия сосу-
дов и ангиопоэтина-2 (BI836880) [44].

Благодаря способности нанотел связывать не-
обычные эпитопы, удалось идентифицировать на-
нотела против хемокиновых рецепторов (одно
из важных подсемейств GPCR): нанотела про-
тив CXCR4 подавляют хемотаксис, репликацию
ВИЧ-1 и мобилизуют стволовые клетки [46], нано-
тела против CXCR7 способствуют уменьшению ро-
ста раковых клеток головы и шеи in vivo [47]. Анти-
тела канонической структуры против этих рецепто-
ров ранее получить не удавалось [48]. Производные
этих нанотел находятся в начальной фазе клини-
ческих испытаний.

Успешно завершена 2-я фаза испытаний нано-
тела против ротавируса (VHH 203027). Перораль-
ный прием этого нанотела снижал тяжесть и про-
должительность ротавирусной диареи у мальчи-
ков [44].

Препарат ALX-006, представляющий собой ге-
теродимер нанотела к рецептору интерлейкина-6
(IL-6R) и нанотела против сывороточного альбу-
мина (для увеличения времени полужизни препа-
рата in vivo), в настоящее время проходит фазу 2
клинических испытаний в качестве средства от
артрита и системной красной волчанки [49].

Препарат Ozoralizumab (ATN-103) ‒ трива-
лентная конструкция, состоящая из двух нанотел
против провоспалительного цитокина TNFα и
одного нанотела против сывороточного альбуми-
на, успешно проявил себя во второй фазе испыта-
ний в качестве средства против ревматоидного
артрита [44].

С целью таргетной терапии опухолей начаты
испытания необычной гибридной биспецифиче-

ской молекулы, состоящей из нанотела против
рецептора EGFR1 и антигенсвязывающего доме-
на иной природы (affibody) против рецептора
HER2 [50].

НАНОТЕЛА КАК АДРЕСНЫЕ МОЛЕКУЛЫ 
КОМПОНЕНТОВ МИКРОБИОТЫ

Организм человека все чаще начинают рас-
сматривать как суперорганизм, в котором в тесном
симбиозе сосуществуют собственно организм че-
ловека и многие микроорганизмы, обозначаемые в
совокупности как микробиом и колонизирующие
в частности, желудочно-кишечный тракт, слизи-
стые оболочки и кожу человека.

Изменения микробиома и микробного мета-
болома (совокупность продуктов обмена веществ
микробиома), их взаимодействие с иммунной, эн-
докринной и нервной системами коррелируют с
широким спектром заболеваний: от воспалитель-
ных заболеваний кишечника, рака, аллергии, кар-
диометаболических, сахарного диабета, ожирения,
артрита, до серьезных депрессивных расстройств и
аутизма. Микробиомный дисбиоз (микробиологи-
ческий дисбаланс в организме), особенно в желу-
дочно-кишечном тракте, все больше связывают с
разнообразными нарушениями, которые отягоща-
ют течение многих заболеваний [51‒53].

Основная цель терапии дисбиоза – обеспе-
чить экологический импульс для восстановле-
ния экофизиологического разнообразия микро-
биоты и функциональной согласованности органо-
метаболической сети, необходимых для здорового
состояния индивида. Применение естественной
микробиоты в качестве терапевтического агента
(трансплантация фекальной микробиоты), не-
смотря на его доказанную эффективность, сопря-
жено с рядом проблем, таких как безопасность,
воспроизводимость, стандартизация и контроль
качества агента [54]. Одним из перспективных
способов восстановления “здорового” микробио-
ма считается использование синтетических кон-
сорциумов микробиоты. Основную проблему при
создании таких консорциумов представляет труд-
ность воспроизведения их внутренней физической
и функциональной взаимосвязи и, как следствие,
неопределенность их экологической судьбы в ме-
сте введения. Так, возможная быстрая потеря
одного или нескольких членов консорциума из-
за низкой конкурентоспособности в динамиче-
ских условиях окружающей среды (например, в
желудочно-кишечном тракте) с последующей
потерей полезных функций данного админи-
стрируемого консорциума может помешать эф-
фективности терапевтического вмешательства.
Противостоять возможной потере необходимой
согласованности и взаимосвязанности синтети-
ческого консорциума микробиоты предложено
путем физического связывания партнеров консор-
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циума с помощью “специфического клея” из экс-
понируемых на поверхности бактериальных
клеток рекомбинантных однодоменных антител
(нанотел) с заданной специфичностью [54, 55].

Для получения дисплея нанотел на бактери-
альной поверхности предложено слить их генно-
инженерным путем с N-фрагментом белка инти-
мина, локализующегося на внешней мембране
клеток грамотрицательных бактерий. Якорный
фрагмент интимина очень устойчив к сильным
денатурирующим агентам и протеазам, он позво-
ляет экспонировать нанотела с высокой плотно-
стью на поверхности бактерии (E. coli), проводить
эффективную селекцию методом клеточного
дисплея других нанотел из VHH-библиотек [56] и
создавать бактериальные клетки, специфически
связывающие за счет экспонированных нанотел
определенные антигены на клетках-мишенях
[57]. Нанотела можно использовать для контро-
лируемого формирования комбинаций разных
производных E. coli в предопределенных архитек-
турах [58]. Показана принципиальная возмож-
ность создания синтетического консорциума
микробиоты на основе инициирующего штамма
(затравки), экспрессирующего нанотела, кото-
рые стабильно связывают один или несколько це-
левых штаммов, несущих соответствующие нату-
ральные или генно-инженерные антигены на по-
верхности. В случае терапии с использованием
микробиоты такой затравочный бактериальный
штамм или один из штаммов-мишеней должен
быть “хорошим колонизатором” целевого органа
организма хозяина, чтобы синтетический кон-
сорциум сохранялся в течение достаточно про-
должительного периода времени, необходимого
для достижения терапевтического эффекта. Поз-
воляя создавать согласно намеченному модуль-
ному дизайну синтетические, физически связан-
ные консорциумы хорошо охарактеризованных
микробов, платформа бактериального поверх-
ностного дисплея нанотел обеспечивает функ-
циональную согласованность, необходимую для
интервенций с позиций точной персонализо-
ванной медицины, базирующейся на синтетиче-
ской микробиологии, и таким образом открыва-
ет область новых подходов к лечению дисбиозов
микробиоты [57, 59].

АНТИИДИОТИПИЧЕСКИЕ НАНОТЕЛА
Взгляд на иммунную систему, как на единую

сложную сетевую организацию, подобную, на-
пример, предлагаемой N.K. Jerne. в его теории
идиотипической сети, был совсем непопулярен в
предыдущие примерно два десятка лет. Однако
ряд современных иммунологов считает, что во-
прос идиотипических сетей остается недоиссле-
дованным, и с помощью новых современных тех-
нологий и инструментов (скрининговых мето-

дик, глобального секвенирования, глобального
протеомного анализа и других) можно вернуться
к этой проблеме на новом уровне. Одним из таких
перспективных инструментов могут быть одно-
доменные антитела (нанотела) и скрининговые
методики на основе фагового дисплея нанотел.

Концепция идиотипов возникла в 50‒60-е го-
ды прошлого века. Идиотип ‒ это индивидуаль-
ная антигенная детерминанта изолированного
антитела или конкретного типа рецепторов Т-
или В-лимфоцитов [60]. Согласно современной
терминологии, впервые предложенной в 1960 го-
ду N.K. Jerne [61], эпитопы являются детерминан-
тами антигенов, которые распознаются с помо-
щью специфического сайта связывания антител –
паратопа. Идиотип представляет собой структуру,
образованную ассоциацией вариабельных обла-
стей тяжелых и легких цепей антитела. Каждый
идиотип способен стимулировать продукцию ком-
плементарных антиидиотипических антител, ан-
тигенузнающий участок которых может быть
конформационно схожим с исходной антигенной
детерминантой (конкретным эпитопом антиге-
на). Таким образом, активные центры антител,
образующихся в ответ на внедрение антигена, в
свою очередь выступают в роли антигенов. По-
тенциальная регуляторная роль идиотипических/
антиидиотипических взаимодействий в иммун-
ной системе стала центром многих исследований,
начиная с 1974 года, когда предположили, что им-
мунный ответ может регулироваться посредством
взаимодействий идиотипов и антиидиотипов
[62]. Антиидиотипические антитела предположи-
тельно могут стимулировать или супрессировать
функции Т- и В-лимфоцитов, будучи тем самым
регуляторным звеном в иммунной системе.

Ранее в работах многих исследователей было
показано, что антиидиотипические моноклональ-
ные антитела имеют терапевтический потенциал
для использования в качестве заменителей (миме-
тиков) антигенов (причем как белковой, так и не-
белковой или смешанной природы) в вакцинах
против бактериальных, вирусных и онкологиче-
ских заболеваний. Антиидиотипические антитела
применяют в тех случаях, когда сложно пригото-
вить и применить собственно препарат антигена, в
котором сохранен нужный эпитоп в нативной кон-
формации. Препарат антигена может быть токсич-
ным, нестабильным, вызывать недостаточно сфо-
кусированный иммунный ответ. Наконец, натив-
ная структура антигена может быть плохо изучена,
при том что уже получены антитела (идиотипы),
специфически узнающие его in vivo. Очевидно,
что нужны дополнительные исследования и бо-
лее тщательный отбор конкретных вариантов ан-
тиидиотипических антител, которые при взаимо-
действии с идиотипом могут эффективно конку-
рировать за связывание с заданным нативным
эпитопом целевого антигена-мишени [63‒65].
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Отталкиваясь от упомянутых теоретических
представлений о сетевой организации иммунной
системы, любопытно взглянуть на весьма особую
ситуацию у представителей сем. Верблюдовые,
где обнаружено необычное сочетание двух типов
антител/рецепторов В-клеток, заметно различа-
ющихся по свойствам. Репертуары возможных
паратопов антигенсвязывающих структур анти-
тела НСАb и классических антител, по-видимо-
му, могут заметно отличаться. Эти два типа анти-
тел сосуществуют в одном организме, поэтому
можно предполагать, что они не конкурируют, а
взаимно дополняют друг друга. Действительно,
не раз отмечалось, что оба типа антител могут
возникать параллельно (взаимоисключающе или
в разных соотношениях) к разным эпитопам/ан-
тигенам многокомпонентного антигенного мате-
риала, используемого при иммунизации одного и
того же животного. При Вестерн-блот-анализе
мы часто наблюдали дифференциальный харак-
тер узнавания фракционированных антигенов
этими двумя типами антител, выделенными из
одной иммунной сыворотки [1]. В известном
учебнике А.А. Ярилина “Иммунология” высказа-
но сомнение по поводу возможности адекватной
антигенной мимикрии, как правило, выпуклого
эпитопа антигена с помощью классических (пусть
и антиидиотипических) антител, активные центры
которых обычно имеют вогнутую структуру [66].
Однако такая выступающая структура вполне ре-
альна в случае неканонических антител НСАb
(и их производных нанотел), у которых более

удлиненный третий гипервариабельный участок
(CDR3) образует именно выступающие структу-
ры [6, 67‒69]. Таким образом, в арсенале Верблю-
довых есть потенциальная возможность создания
“более комплементарных” взаимодействий внут-
ри сети идиотипов‒антиидиотипов. На наш
взгляд, именно особенности структуры VHH-до-
менов делают нанотела потенциально уникаль-
ным инструментом для создания антиидиотипов,
мимикрирующих (в плане специфического узна-
вания/связывания) определенные структурные
(конформационные) эпитопы различных антиге-
нов-мишеней (рис. 2).

В организме человека и других млекопитаю-
щих (мыши, кролика, овцы и др.) не выявлено не-
канонических антител, подобных верблюжьим
HCAb и, соответственно, способных образовы-
вать идиотипы, как у нанотел. Однако этот пока
еще отсутствующий инструмент может быть по-
тенциально привнесен извне и использован как в
исследовательских целях, так и для специфиче-
ского воздействия на иммунную систему с целью
специфической иммуномодуляции и иммуно-
коррекции.

Ниже будут приведены некоторые примеры ис-
пользования антиидиотипических нанотел, пока
еще редкие, но показывающие большой потенци-
ал подобных подходов.

Благодаря небольшому размеру молекулы и
длинному гипервариабельному участку CDR3,
способствующему образованию выступающих
структур, нанотела, в отличие от классических

Рис. 2. Схематическое изображение предполагаемых этапов идиотипической цепи с участием однодоменных антител
(VHH). Сначала в организме образуются первичные антитела/идиотипы (Ab1) к определенным эпитопам антигенов
(Ag) К ним, предположительно, могут быть получены антиидиотипические нанотела (VHH) и из них отобраны Ab2β-
варианты, сходные с антигенными эпитопами исходного антигена. Эти Ab2β-подобные VHH теоретически могут ми-
микрировать заданный эпитоп целевого антигена и при вакцинации потенциально способны вызывать образование
Ab3, по специфичности узнавания подобных Аb1, Ab1'. Внизу показаны многочисленные побочные возможные вари-
анты Ab2 и Ab3. Эти “нежелательные варианты” следует отбрасывать при отборе (Ab2) и стремиться минимизировать
их образование (Ab3).

Идиотип Антиидиотип Анти-
антиидиотип

Ag Ab1 Ab1 VHH (Ab2�) Ab2� Ab3 (Ab1')

Нежелательные
варианты
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антител, очень удобны для создания ингибиторов
ферментов (посредством связывания с их актив-
ными сайтами). Используя этот факт и процедуру
последующего генерирования антиидиотипиче-
ских нанотел, показана возможность двухэтапно-
го генерирования таких нанотел, обладающих эн-
зиматической (аллииназной) активностью, по-
добной исходному антигену-ферменту. Таким
образом, антиидиотипические нанотела могут
быть эффективными миметиками природных
ферментов [70].

Предложен эффективный способ использова-
ния процедуры генерирования антиидиотипиче-
ских нанотел для создания мимотопов (пептидов,
мимикрирующих структуру заданного антиген-
ного эпитопа) для иммуноанализа (ИА, или
ИФА). Этот способ был применен недавно в ряде
работ [71‒73]. Так, традиционно используемый в
диагностике антиген афлатоксин B1-BSA был за-
менен на антиидиотипическое нанотело к анти-
генузнающему участку классического монокло-
нального антитела mAb 1C11 к афлатоксину. Это
антиидиотипическое нанотело полностью ими-
тировало реакцию афлатоксина в ИФА, т.е. оно
может служить суррогатом для афлатоксиновых
гаптенов в качестве иммобилизуемых антигенов
и конкурента для тестируемого токсина. Конку-
рентный ИФА имел хорошую чувствительность и
может использоваться для обнаружения афлаток-
синов B1 в сельскохозяйственных продуктах. Эти
результаты показывают, что антиидиотипические
нанотела являются отличным инструментом для
разработки экологически более чистых методов
иммуноанализа [71]. Подобные разработки ис-
пользовали и для диагностики других токсинов,
микотоксина цитринина [72] и вомитоксина дез-
оксиниваленола [73].

Показано, что антиидиотипические нанотела
могут быть прекрасным инструментом для изуче-
ния и использования молекулярной мимикрии.
Антиидиотипические нанотела отобраны методом
фагового дисплея из иммунной VHH-библиотеки
ламы, иммунизированной мышиным монокло-
нальным антителом, связывающим ДНК. Полу-
чены варианты антиидиотипических нанотел,
которые конкурировали за связывание данного
анти-ДНК-антитела с ДНК, т.е. в отношении спе-
цифичности связывания обладали мимикрией с
ДНК. Указаны преимущества использования
антиидиотипических нанотел для молекуляр-
ной мимикрии по сравнению с классическими
анти-идиотипическими антителами. Антиидио-
типические нанотела проще генерировать, они
лучше подходят для имитации мелких лигандов и
последующего конструирования пептидных ми-
метиков для разработки лекарств [74].

Антиидиотипические нанотела в принципе
могут быть основой антиидиотипических актив-

ных вакцин, способных вызывать специфиче-
ский иммунный ответ и формировать иммунную
память в отношении терапевтической мишени,
которую мимикрирует тщательно отобранное ан-
тиидиотипическое нанотело. Антиидиотипиче-
ское нанотело 1НЕ против идиотипа гуманизиро-
ванного моноклонального антитела трастузумаба
[75] хорошо мимикрировало соответствующий
эпитоп сверхэкспрессированного на ряде опухо-
левых клеток рецептора HER2 ‒ мишени трасту-
зумаба. 1НЕ с высокой аффинностью связыва-
лось с трастузумабом и селективно ингибировало
связывание трастузумаба с HER2. Антиидиоти-
пическое нанотело 1НЕ индуцировало устойчи-
вый иммунный ответ у мышей без какой-либо
токсичности и стимулировало продукцию соб-
ственных мышиных антител, обладающих экви-
валентными иммунологическими и биологиче-
скими свойствами трастузумаба [75].

Наши предварительные экспериментальные
данные по получению и использованию антиидио-
типических нанотел для разработки новых вак-
цин пока выглядят весьма обнадеживающими, но
указывают на необходимость очень тщательной
селекции и функциональных проверок отбирае-
мых на первом этапе нанотел к модельным тера-
певтическим антителам или их аналогам.

НАНОТЕЛА И ПОИСК ПЕРСПЕКТИВНЫХ 
МИШЕНЕЙ ДЛЯ РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ

Из большого массива опубликованных данных
можно сделать вывод о значительном потенциале
использования нанотел для получения новых ин-
струментов и разработки новых подходов и самых
различных биомедицинских приложений. Одна-
ко еще только предстоит выявить диагностиче-
ские мишени и создать иммунокорректирующие
вакцины для превентивной медицины. Очень
продуктивными могут быть технологии получе-
ния, отбора и адаптации нанотел. Ниже перечис-
лен ряд перспективных мишеней для генерирова-
ния нанотел с целью ранней диагностики потен-
циальных патологических процессов.

Среди потенциальных ранних маркеров патоло-
гического процесса, например связанного с фор-
мированием злокачественной опухоли, могут быть
аутоантитела к опухолеассоциированным антиге-
нам. Такие аутоантитела обнаружены на ранней
стадии ряда опухолевых заболеваний, еще до появ-
ления клинических симптомов [76].

Еще один интересный объект для ранних диа-
гностических исследований ‒ циркулирующие
иммунные комплексы (IC) ‒ макромолекуляр-
ные структуры, сформированные в результате
специфического взаимодействия антигенов с ан-
тителами в биологических жидкостях. IC могут со-
держать большое количество различных компо-
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нентов, включая антигены, иммуноглобулины,
липопротеины, белки системы комплемента, бел-
ки коагуляции, адгезии. Содержание IC увеличи-
вается в сыворотке крови и других биологических
жидкостях при различных системных расстрой-
ствах, включая ревматические и аутоиммунные за-
болевания, вирусные, бактериальные и парази-
тарные инфекции, злокачественные новообразо-
вания и острые аллергические реакции [77, 78].
Для детекции и изучения состава таких комплек-
сов подходят технологии, базирующиеся на полу-
чении и использовании нанотел. Нанотела, име-
ющие небольшой размер, могут лучше проникать
внутрь больших комплексов и узнавать особые
антигенные эпитопы, что может пригодиться для
детекции антигенов в составе комплекса с анти-
телами классической структуры.

Еще один перспективный сложный много-
компонентный объект для ранней диагностики, в
том числе с помощью нанотел, ‒ внеклеточные
везикулы. Они участвуют в разных физиологиче-
ских процессах и патологических состояниях,
включая свертывание крови, воспаление, реэкс-
пансию стволовых клеток, коммуникацию ней-
ронов и развитие опухолей [79]. Внеклеточные
везикулы переносят, например, молекулы, связан-
ные с опухолью и с формированием преметастати-
ческой ниши [80, 81]. Опухолевые экзосомы можно
обнаружить во многих биологических жидкостях,
включая кровь. Экзосомы биохимически стабиль-
ны, их состав определяет возможность проведения
комплексного анализа. За последние несколько лет
доказана перспективность разработки методов ран-
ней диагностики онкологических заболеваний на
основе анализа циркулирующих экзосом, хотя мно-
гие существенные вопросы остаются пока откры-
тыми [82].

В связи с важностью изучения компонентов
сложных белковых комплексов следует упомя-
нуть недавно разработанный эффективный метод
параллельного и последовательного поэтапного
генерирования однодоменных антител к различ-
ным белкам сложного протеома (даже при отсут-
ствии очищенных антигенов) на примере плазмы
крови человека [27].

При поиске диагностических мишеней, отра-
жающих патологический процесс, одновременно
выявляют и потенциальные мишени (те же) для
иммунокоррекционной терапии. На основе диа-
гностических нанотел (или антигенсвязывающих
молекул иного формата) мы получаем и инстру-
мент для генерирования соответствующих анти-
идиотипических нанотел, потенциально способ-
ных мимикрировать мишень (для диагностики и
терапии). Эти нанотела могут быть основой комби-
нированных-вакцин, направленных на предотвра-
щение развития предполагаемых (исходя из дан-

ных ранней доклинической диагностики) патоло-
гических процессов в организме индивида.

Мы предполагаем, что библиотеки нанотел (в
том числе антиидиотипических) и подобные им
синтетические библиотеки на основе иных базо-
вых структурных элементов (скаффолдов) как в
формате фагового дисплея (экспонированные в
составе поверхностного белка бактериофага), так
и в виде сложной смеси экспрессированных бел-
ковых молекул, потенциально могут использо-
ваться для системного “комплементарного отра-
жения”, запечатления “комплементарного обра-
за” одновременно многих компонентов иммунной
системы конкретного индивида.

Таким образом, нанотела являются весьма по-
лезным и эффективным инструментом для иссле-
дований, диагностики и иммунотерапии в допол-
нение к моноклональным антителам и их произ-
водным, другим типам антигенсвязывающих
молекул. Нанотела, наряду со многими другими
методами современной системной биологии, мо-
гут быть полезным инструментом для исследова-
ния изменений в иммунной системе на разных
стадиях патологического процесса.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований (про-
ект № 19-015-00487).
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SINGLE-DOMAIN ANTIBODIES FOR BIOMEDICINE
S. V. Tillib*

Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, 119334 Russia
*e-mail: tillib@genebiology.ru

Methods based on the use of highly specific antibodies, anti-idiotypic antibodies and various recombinant
molecules with antibody properties, as well as methods of immunocorrection and immunoprophylaxis with
the help of vaccines under development, remain very relevant and actively developed approaches in the field
of biomedicine. In recent years, special hopes of researchers in this area are associated with the use of tech-
nologies for generating specific single-domain recombinant antibodies (nanobodies) and their derivatives.
This article is a brief review of recent literature data related to the use of nanobodies for research, diagnosis
and development of new immunotherapeutic agents. Special sections of the article are devoted to the pros-
pects of using nanobodies as targeted molecules of microbiota components, anti-idiotypic nanobodies, and
the search for promising targets for early diagnosis using nanobodies.

Keywords: single-domain antibodies, preventive medicine, early diagnostics, preventive vaccination, systemic
immunology
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