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Количественное определение иммунореактивной фракции (ИРФ) меченных радиоактивными изотопами антител или их фраг-
ментов необходимо для оценки специфической активности радиофармпрепаратов. Для этого традиционно используют клетки, 
экспрессирующие на своей поверхности молекулы-мишени, однако такой анализ занимает много времени и имеет проблемы со 
стандартизацией.

Цель исследования — разработать быстрый и надежный метод количественного определения ИРФ меченных 68Ga VHH-
антител к PD-L1, основанный на использовании магнитных частиц, покрытых молекулами антигена.

Материалы и методы. Мы использовали магнитные частицы, покрытые протеином А. На частицах иммобилизовывали анти-
ген, конъюгированный с Fc-фрагментом (PD-L1-Fc). Определение значения ИРФ меченных радионуклидом 68Ga наноантител (VHH) 
против PD-L1 (68Ga-VHH-PD-L1) проводили как при помощи магнитных частиц, покрытых молекулами антигена, так и с использова-
нием клеток, экспрессирующих антиген на своей поверхности. При конъюгации VHH-антител с радионуклидом 68Ga молекулы бел-
ков модифицировали бифункциональными хелатирующими агентами: тетраазациклододекантетрауксусной кислотой (DOTA) или 
дефероксамином (DFO). Величину ИРФ определяли как отношение радиоактивности, специфически связавшейся с частицами или 
клетками, к общей радиоактивности, добавленной в пробу.

Результаты. Доказана специфичность связывания радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 с магнитными частицами, покры-
тыми антигеном. Установлены особенности метода, которые необходимо учитывать при его использовании. Проведенное исследо-
вание не выявило существенных различий при оценке ИРФ с помощью клеток, экспрессирующих антиген, и с помощью магнитных 
частиц. При этом использование магнитных частиц с иммобилизованными молекулами антигена позволяет провести определение 
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Quantification of the immunoreactive fraction (IRF) of radioactive isotope-labeled antibodies or their fragments is necessary to assess 
the specific activity of radiopharmaceuticals. Traditionally, cells expressing the target molecules on their surface are used to determine IRF, 
but such analysis is time-consuming and has difficulties with standardization.

The aim of the study was to develop a fast and reliable method for quantitative determination of IRF by 68Ga-labeled VHH antibodies 
to PD-L1 based on the use of magnetic particles coated with antigen molecules.

Materials and Methods. Commercially available magnetic particles coated with protein A have been used in our study. The antigen 
conjugated with the Fc fragment (PD-L1-Fc) was immobilized on the particles. The IRF value of 68Ga radionuclide-labeled nanobodies 
(VHH) against PD-L1 (68Ga-VHH-PD-L1) was determined using magnetic particles coated with antigen molecules and cells expressing 
the antigen on their surface. When VHH antibodies were conjugated to 68Ga radionuclide, protein molecules were modified using 
bifunctional chelating agents: tetraazacyclododecanetetraacetic acid (DOTA) or deferoxamine (DFO). The magnitude of IRF was defined 
as the ratio of radioactivity specifically bound to particles or cells to the total radioactivity added to the sample.

Results. The specificity of the 68Ga-VHH-PD-L1 radioimmunoconjugate binding to the antigen-coated magnetic particles has been 
proved. Some special aspects, which should be taken into consideration when using this method, have been established. The comparison 
of the IRF estimates using the antigen-expressing cells and magnetic particles has not revealed any significant differences in the results 
obtained in our study. Nevertheless, the presented method based on magnetic particles with immobilized antigen molecules requires only 
15 min to determine the radioimmunoconjugate IRF, which is of fundamental importance for the routine assessment of the specificity 
of radiopharmaceuticals containing short-lived isotopes.
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ИРФ радиоиммуноконъюгата за 15 мин, что имеет принципиальное значение для рутинной оценки специфичности радиофармпре-
паратов, содержащих короткоживущие изотопы.
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Введение

Радиоиммуноконъюгаты, созданные на основе 
антител или их фрагментов, используют для диаг-
ностики и терапии опухолевых заболеваний с це-
лью адресной доставки радионуклидов к клеткам, 
имеющим на своей поверхности соответствующие 
антигены. Однако мечение радионуклидами может 

снижать антигенсвязывающую способность ма-
кромолекул [1]. Следовательно, при изготовлении 
таких радиофармпрепаратов необходима оценка 
специфической активности. Для этого определяют 
значение иммунореактивной фракции (ИРФ) — от-
ношение радиоактивности меченых молекул, спо-
собных к специфическому связыванию с антиге-
ном, к общей радиоактивности меченых молекул 

Использование магнитных частиц для определения иммунореактивной фракции
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радиоиммуноконъюгата. Традиционно проводят 
инкубацию радиоиммуноконъюгатов с опухолевы-
ми клетками, экспрессирующими на своей поверх-
ности молекулы-мишени [1–6]. Такой подход связан 
c рядом ограничений и недостатков. Так, уровень 
экспрессии антигена клетками может быть недоста-
точен для определения значения ИРФ радиоиммуно-
конъюгата [7–10]. Кроме того, исследование при по-
мощи клеток занимает много времени, что критично 
при использовании препарата, содержащего радио-
нуклид с коротким периодом полураспада. Есть про-
блемы, затрудняющие стандартизацию применения 
клеток для определения ИРФ: клетки могут экспрес-
сировать разные изоформы молекул-мишеней; уро-
вень экспрессии антигена в этих клетках меняется с 
течением времени при их пассировании [10–12].

К настоящему времени опубликованы немного-
численные работы, в которых специфическую ак-
тивность радиоиммуноконъюгатов моноклональных 
антител изучали при помощи магнитных частиц, по-
крытых иммобилизованными молекулами антигена 
[10, 13–15]. Мы впервые определили условия исполь-
зования этого метода для оценки специфической 
активности меченных радионуклидом VHH-антител 
(наноантител). В представленной работе магнитные 
частицы применяли для определения ИРФ меченных 
изотопом 68Ga препаратов наноантител против белка 
PD-L1, разработанных совместно Российским науч-
ным центром радиологии и хирургических техноло-
гий им. академика А.М. Гранова Министерства здра-
воохранения РФ и ООО «Иннова плюс».

PD-L1, лиганд рецептора программируемой клеточ-
ной гибели PD-1, является одним из белков иммунных 
контрольных точек. Этот трансмембранный белок иг-
рает важную роль в ингибировании опосредованного 
Т-клетками иммунного ответа [16, 17]. PD-L1 экспрес-
сируется на антигенпрезентирующих и опухолевых 
клетках [16, 18], что связано с плохим прогнозом и по-
вышенной смертностью от различных раковых заболе-
ваний [19, 20]. PD-L1 используется как биомаркер при 
лечении опухолей, включая меланому, рак легких, рак 
молочной железы, рак почки и другие [18, 21]. В по-
следнее время опубликовано много работ, в которых 
исследуется применение радиоиммуноконъюгатов с 
антителами против PD-L1 для терапии и диагностики 
рака, в том числе работы с VHH-антителами, мечен-
ными 68Ga [22–25]. Оценку ИРФ этих препаратов, ис-
пользуемых в позитронно-эмиссионной томографии, 
авторы проводили по методу T. Lindmo [1]. Для этого 
применяли опухолевые генно-модифицированные 
клетки человека A375-hPD-L1 с повышенным уровнем 
экспрессии рекомбинантного белка PD-L1 [22]. Однако 
радионуклид 68Ga имеет период полураспада 68 мин, 
что слишком мало для определения ИРФ таких пре-
паратов при помощи клеток. Для клинического при-
менения радиоиммуноконъюгатов, содержащих 68Ga, 
необходим более быстрый метод оценки их специфи-
ческой активности.

Цель исследования — разработать быстрый и 
надежный метод количественного определения ИРФ 
меченных 68Ga VHH-антител к PD-L1, основанный на 
использовании магнитных частиц, покрытых молеку-
лами антигена.

Материалы и методы
Мечение VHH-антител радионуклидом 68Ga. 

При конъюгации VHH-антител (ООО «Иннова плюс», 
Россия) с радионуклидом 68Ga молекулы белков мо-
дифицировали, используя бифункциональные хе-
латирующие агенты (БХА): тетраазациклододекан-
тетрауксусную кислоту (DOTA, изотиоцианатное 
производное) или дефероксамин (DFO, этилсква-
ратное производное). Эти хелаторы присоединяли к 
белковым молекулам по первичным аминогруппам 
путем инкубации 1–2 мг белка в 50 мМ боратном или 
натрий-карбонатном буфере (рН=8,5–8,8) с 10-крат-
ным молярным избытком БХА в течение 17 ч при 
комнатной температуре. Модифицированные бел-
ки отделяли гель-фильтрационной хроматографи-
ей в 50 мМ аммоний-ацетатном буферном растворе 
(рН=7,5), целевую фракцию концентрировали ультра-
фильтрацией. Для мечения белков 68Ga в микропро-
бирку помещали 100 мкг модифицированного белка, 
добавляли 50 мкл раствора [68Ga]GaCl3 в 0,1 М HCl, 
полученного при элюировании генератора галлия-68 
(ЗАО «Циклотрон», Россия), и 150 мкл 50 мМ аммо-
ний-ацетатного буферного раствора (рН=7,5). При 
мечении VHH-антител, модифицированных DFO, 
реакционную смесь инкубировали при 37°С в те-
чение 15 мин в присутствии воздуха и перемеши-
вали в термошейкере (1000 об./мин). При мечении 
VHH-антител, модифицированных DOTA, реакци-
онную смесь инкубировали при тех же условиях, за 
исключением температуры, которую повышали до 
60–70ºС. Включение радионуклидов в белковые мо-
лекулы превышало 95%.

Определение ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 с использованием магнитных 
частиц. Для оценки ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 применяли коммерчески доступные 
магнитные частицы диаметром 2,4–3,4 мкм, покры-
тые протеином А (Bio-Rad, США), кат. №161-4013. Для 
работы с частицами использовали магнитный штатив 
(ООО «НПФ Хеликон», Россия). Центрифужную про-
бирку с частицами вынимали из магнитного штатива 
перед добавлением новой порции раствора и устанав-
ливали обратно перед его удалением.

Для иммобилизации на магнитных частицах анти-
гена, конъюгированного с Fc-фрагментом (PD-L1-Fc), 
200 мкл суспензии магнитных частиц помещали в за-
крепленную в магнитном штативе центрифужную про-
бирку объемом 1,5 мл, раствор удаляли. Затем части-
цы промывали в 1 мл раствора, содержащего 50 мM 
NaCl, 50 мM трис-HCl, 0,05% твин-20 (pH=7,6) — 
ТБСТ. Частицы инкубировали в течение 15 мин с 1 мл 
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раствора PD-L1-Fc в ТБСТ (10 мкг/мл). Инкубацию 
проводили на роторной мешалке при 15 об./мин. Для 
определения неспецифического связывания готови-
ли частицы, не покрытые антигеном. При этом вме-
сто раствора PD-L1-Fc к частицам добавляли ТБСТ. 
Далее частицы промывали в 1 мл раствора ТБСТ, со-
держащего 1% бычий сывороточный альбумин (БСА), 
затем инкубировали в этом растворе в течение 5 мин, 
после чего раствор удаляли и добавляли 200 мкл 
ТБСТ–БСА.

В процессе определения ИРФ к 10 мкл суспензии 
частиц добавляли по 50 мкл раствора радиоиммуно-
конъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 из серии разведений в 
ТБСТ с различной концентрацией и объемной актив-
ностью радиоиммуноконъюгата. Последний добав-
ляли как к частицам, покрытым антигеном, так и к 
частицам без антигена (для определения неспеци-
фического связывания). После инкубации в течение 
15 мин пробы промывали три раза TБСT, затем из-
меряли величину радиоактивности проб, используя 
радиометр активности радионуклидов Triathler (Hidex 
Oy, Финляндия). Величину радиоактивности молекул 
68Ga-VHH-PD-L1, специфически связавшихся с маг-
нитными частицами (В), покрытыми молекулами анти-
гена, определяли по формуле:

B=A–N,

где A — величина радиоактивности, связавшейся с 
покрытыми PD-L1 частицами; N — величина радиоак-
тивности, связавшейся с магнитными частицами, не 
покрытыми молекулами антигена. Значения ИРФ рас-
считывали по формуле:

ИРФ=В/Т·100%,

где Т — величина общей радиоактивности, добавлен-
ной в пробу.

Для определения ИРФ строили график зависимости 
величины отношения B/T от концентрации радиоим-
муноконъюгата в пробе. ИРФ устанавливали по пробе, 
имеющей максимальное значение величины B/T.

Неспецифическое связывание также определяли 
добавлением в пробу с частицами, покрытыми антиге-
ном, немеченых молекул VHH-PD-L1 (метод блокиро-
вания). Немеченые VHH-антитела добавляли в пробу 
за 1 мин перед добавлением радиоиммуноконъюгата 
в концентрации, не менее чем в 200 раз превышав-
шей концентрацию последнего. После инкубации про-
бы отмывали от несвязавшейся радиоактивности, как 
описано выше.

Все измеренные значения радиоактивности пере-
считывали для времени измерения первого образца 
(нулевой временнóй точки) по формуле:

A0=At ·eλt,

где A0 — радиоактивность образца в нулевой точке, 
Аt — радиоактивность образца, измеренная через 
t минут после начала измерения (измерения перво-

го образца), λ — постоянная распада изотопа 68Ga 
(0,010237).

Определение ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 с помощью клеток СT26-PD-L1 in 
vitro. Численные значения ИРФ радиоиммуноконъю-
гатов определяли по методу, основанному на исполь-
зовании постоянного количества меченных радиону-
клидом антител и переменного количества антигена 
(клеток) [1]. Клетки CT26-PD-L1 были получены в на-
шей лаборатории методами генной инженерии из кле-
ток мышиной аденокарциномы линии СT26 и экспрес-
сировали на своей поверхности в среднем по 1,5 млн 
молекул PD-L1 человека. Использовали клетки, ко-
торые снимали с поверхности флаконов, или клетки, 
которые ex tempore размораживали после криокон-
сервации. В обоих вариантах клетки суспендировали 
в фосфатно-солевом буферном растворе (ФСБР), со-
держащем 1% БСА и 0,05% азида натрия. Количество 
клеток определяли с помощью кондуктометрическо-
го счетчика Z1 (Beckman Coulter, США) и оценивали 
жизнеспособность, используя раствор трипанового 
синего («БиолоТ», Россия). Все процедуры прово-
дили при 4oC. Клеточные суспензии с прогрессивно 
убывающей концентрацией клеток распределяли по 
пробиркам Эппендорфа, затем во все пробирки вно-
сили одинаковое количество меченых VHH-антител. 
Пробирки с максимальным количеством клеток содер-
жали 4,0 млн, а с минимальным — 0,0625 млн клеток. 
Образцы клеток инкубировали в течение 1 ч в раство-
рах меченых антител, периодически суспендируя с 
помощью мешалки Vortex (VELP Scientifica, Италия), 
чтобы предотвратить оседание клеток. Затем трижды 
отмывали от несвязавшихся антител в ФСБР путем 
центрифугирования. Радиоактивность проб выявляли 
с помощью радиометра активности радионуклидов 
Triathler (Hidex Oy, Финляндия). Для определения не-
специфического связывания пробы предварительно 
инкубировали с немечеными одноименными антите-
лами, взятыми в 100-кратном избытке по сравнению 
с концентрацией меченных радионуклидом антител. 
Численное значение ИРФ в процентах устанавливали 
по пробе, в которой достигнуто максимальное значе-
ние специфического связывания всех меченых VHH-
антител с молекулами-мишениями, экспрессирован-
ными на поверхности клеток. Дальнейшее увеличение 
содержания клеток в пробе при той же концентрации 
радиоиммуноконъюгата не приводило к увеличению 
специфического связывания; это свидетельствовало 
о том, что все интактные меченые VHH специфически 
связались с клетками.

Статистическая обработка данных. Все ре-
зультаты получены не менее чем в трех повторах. 
Статистическую обработку экспериментальных дан-
ных осуществляли с использованием пакета про-
грамм Statistica 10.0. Данные представлены как 
M±SD, где M — среднее, а SD — стандартное откло-
нение. Наличие статистических различий оценива-
ли попарным сравнением независимых выборок с 
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использованием критерия Манна–Уитни; статистиче-
ски значимыми считали различия с уровнем значимо-
сти p<0,05.

Результаты и обсуждение
Перед исследованием стояли следующие задачи: 

оценить возможность применения магнитных частиц 
для определения ИРФ радиоиммуноконъюгата 68Ga-
VHH-PD-L1, установить оптимальные условия анали-
за при использовании этого метода, а также сравнить 
его с традиционной инкубацией при помощи клеток.

Для проверки специфичности связывания радио-
иммуноконъюгата с магнитными частицами использо-
вали два подхода: блокирование связывания радио-
иммуноконъюгата с покрытыми антигеном частицами 
избытком немеченых VHH и связывание радиоимму-
ноконъюгата с частицами, не покрытыми молекулами 
антигена (рис. 1).

Данные рис. 1 демонстрируют, что связывание ра-
диоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 с магнитными 
частицами в пробе эффективно блокировалось при-
сутствием высокой концентрации немеченых VHH про-
тив PD-L1. Столь же низким было неспецифическое 
связывание и при отсутствии молекул антигена на по-
верхности частиц. Это доказывает специфичность свя-
зывания радиоиммуноконъюгата с частицами, несу-
щими антиген, а также правомерность использования 

частиц без антигена для измерения неспецифического 
связывания. Необходимо отметить, что во всех пред-
ставленных в данной работе опытах уровень неспеци-
фического связывания не превышал 1% от общего.

Результаты определения зависимости изме-
ренной величины ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 от времени его инкубации с магнит-
ными частицами приведены на рис. 2.

Время инкубации радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 с магнитными частицами, покры-
тыми антигеном, не имело существенного влияния 
на величину специфического связывания (рис. 2, а). 
Величина отношения В/T также практически не зави-
села от времени инкубации (рис. 2, б). Таким образом, 
для тестирования радиофармпрепарата достаточно 
трехминутной инкубации, что является принципиаль-
но важным при использовании короткоживущих изо-
топов. При инкубации частиц с радиоиммуноконъюга-
том в течение 3 мин весь анализ, включая измерение 
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Рис. 1. Определение специфического и неспецифиче-
ского связывания радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-
PD-L1 с магнитными частицами:
I — связывание радиоиммуноконъюгата с магнитными 
частицами, покрытыми молекулами антигена; II — связы-
вание радиоиммуноконъюгата с магнитными частицами, 
покрытыми молекулами антигена, в присутствии высокой 
концентрации немеченых VHH; III — связывание радиоим-
муноконъюгата с магнитными частицами, не покрытыми 
молекулами антигена. Цифры на графике показывают зна-
чение радиоактивности проб. В легенде указана концент-
рация радиоиммуноконъюгата
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Рис. 2. Влияние времени инкубации на специфическое 
связывание радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 с 
магнитными частицами, покрытыми антигеном (а), и на 
величину отношения B/T (б)
Здесь и далее: В — величина радиоактивности молекул 
68Ga-VHH-PD-L1, специфически связавшихся с магнитны-
ми частицами, покрытыми молекулами антигена; T — вели-
чина общей радиоактивности, добавленной в пробу. В ле-
генде указано время инкубации радиоиммуноконъюгата с 
магнитными частицами
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радио активности в пробах, занимает не более 15 мин. 
Это позволяет проводить быструю оценку специфиче-
ской активности радиоиммуноконъюгатов, содержа-
щих короткоживущие изотопы, такие как 68Ga с пери-
одом полураспада 68 мин. Необходимо отметить, что 
определение ИРФ радиоиммуноконъюгатов при помо-
щи традиционно используемых для этой цели клеток 
занимает более двух часов. Это делает невозможным 
дальнейшее использование радиоиммуноконъюгатов, 
содержащих короткоживущие изотопы, в качестве ра-
диофармпрепаратов.

При высоких (3,33 мкг/мл) значениях концентра-
ции радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 в пробе 
происходило снижение величины B/T по сравнению 
с его максимальным значением, достигнутым при 
концентрации 0,83 мкг/мл. Это объясняется избыт-
ком меченых VHH-антител по отношению к иммоби-
лизованному на частицах антигену. При этом важно 
отметить, что инкубация покрытых антигеном частиц 
с радиоиммуноконъюгатом в концентрации ниже 
0,83 мкг/мл также приводила к уменьшению значения 
B/T. Полученные результаты демонстрируют, что для 
измерения максимальной величины B/T необходимо 
экспериментально подбирать отношение концентра-
ции радиоиммуноконъюгата к концентрации магнит-
ных частиц в пробе. Это позволит количественно оце-
нить ИРФ радиоиммуноконъюгата.

Для того чтобы проверить последнее утверждение, 
мы провели эксперимент, в котором инкубировали 
радиоиммуноконъюгат с разным количеством маг-
нитных частиц в пробах (рис. 3). В пробы добавляли 
суспензии частиц с иммобилизованным антигеном в 
объеме 2,5, 5, 10 и 20 мкл. Аналогично для опреде-
ления неспецифического связывания готовили ряд 
проб с такими же количествами частиц без антигена. 
К пробам добавляли TBS-T c 1% БСА, чтобы суммар-
ный объем раствора в пробе был 20 мкл. После этого 
во все пробы добавляли по 50 мкл раствора, содер-

жащего 68Ga-VHH-PD-L1 в концентрации 1,43 или 
0,143 мкг/мл. Далее эксперимент проводили так, как 
описано в «Материалах и методах».

При связывании радиоиммуноконъюгата, взятого 
в концентрации 1,43 мкг/мл, с разным количеством 
магнитных частиц, покрытых молекулами антигена, 
график насыщения достигает плато при достижении 
избытка молекул антигена в пробе относительно ме-
ченых молекул VHH (см. рис. 3). Однако, если кон-
центрация радиоиммуноконъюгата в 10 раз меньше 
(0,143 мкг/мл), величина отношения B/T уменьшает-
ся при увеличении содержания частиц в пробе. Это 
происходит несмотря на заведомо избыточное ко-
личество молекул иммобилизованного на частицах 
антигена по отношению к меченым молекулам VHH. 
Полученные результаты подтверждают сделанное 
ранее заключение, что для измерения ИРФ необхо-
димо определенное соотношение концентраций ра-
диоиммуноконъюгата и магнитных частиц, несущих 
антиген. Следовательно, оценка ИРФ радиоиммуно-
конъюгата требует приготовления достаточного числа 
проб с разными концентрациями меченых антител для 
выявления максимальной величины отношения B/T. 
S.K. Sharma и соавт. [10] с целью определения ИРФ 
радиоиммуноконъюгатов проводили одноточечный 
анализ для одной концентрации меченых антител с 
большим избытком молекул антигена, иммобилизо-
ванных на магнитных частицах. Приведенные в нашей 
работе данные указывают, что подобный подход не 
гарантирует получения адекватных результатов ана-
лиза. В других работах [13–15] для определения ИРФ 
инкубировали меченые антитела одной концентрации 
с разным количеством покрытых антигеном магнит-
ных частиц. Однако, как видно на рис. 3, такой подход 
также может приводить к ошибочной оценке ИРФ, по-
скольку из-за условий эксперимента сложно исполь-
зовать достаточно широкий диапазон концентраций 
таких частиц.

Для определения ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1 применяли магнитные частицы, пред-
варительно покрытые молекулами антигена. Была 
проведена оценка срока годности частиц с иммобили-
зованным антигеном при хранении от 4–8°С (рис. 4).

Представленные на рис. 4 данные показывают, что 
хранение частиц с иммобилизованными молекула-
ми антигена в течение 3 сут не приводит к снижению 
измеренной величины ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1. Однако в дальнейшем происходит 
падение значения данного показателя с 78,5 до 61,1% 
после хранения частиц в течение 9 сут и до 37,6% — 
после хранения в течение 43 сут. Таким образом, по-
сле иммобилизации молекул антигена магнитные ча-
стицы остаются пригодными для измерения ИРФ по 
крайней мере в течение 3 сут.

В настоящей работе выполнено сравнение ве-
личин ИРФ одного образца радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1, измеренных с использованием маг-
нитных частиц и при помощи клеток, экспрессирующих 
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Рис. 3. Зависимость величины B/T от количества маг-
нитных частиц в пробе
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Рис. 5. Определение величины иммунореактивной 
фрак ции радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 дву-
мя методами:
а — путем инкубации радиоиммуноконъюгата с магнитны-
ми частицами; б — путем инкубации радиоиммуноконъюга-
та с клетками CT26-PD-L1
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Рис. 4. Отношение B/T, измеренное через 0, 1, 3, 9 и 
43 сут после иммобилизации молекул антигена на маг-
нитных частицах
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тот же антиген на своей поверхности (рис. 5). 
Проведение такого исследования является особенно 
важным, поскольку иммобилизация белкового антиге-
на на частицах может приводить к изменению его кон-
формации и влиять на связывание с антителами [26].

Среднее значение величин ИРФ, определенных пу-
тем связывания радиоиммуноконъюгата с магнитными 
частицами и с клетками СТ26-PD-L, составило 81,2 и 
87,5% соответственно (см. рис. 5). Эти значения со-
поставимы, что свидетельствует об адекватности ис-
пользования представленного в данной работе метода 
для оценки специфической активности радиоиммуно-
конъюгатов. Радиоиммуноконъюгат сохраняет сродст-
во к иммобилизованным на частицах молекулам PD-L1, 
несмотря на то, что их конформация может отличаться 
от нативной конформации молекул PD-L1, экспресси-
рованных на поверхности клеток. Также сохраняется 
стерическая доступность для сайтов связывания иммо-
билизованного антигена и радио иммуноконъюгата.

Мы использовали магнитные частицы для срав-
нительных исследований радиоиммуноконъюгатов, 
приготовленных с помощью разных методик. В каче-
стве хелатирующих предшественников для мечения 
радионуклидом 68Ga применяли DOTA-VHH-PD-L1 
и DFO-Sq-VHH-PD-L1 (рис. 6). По данным экспе-
римента, значение ИРФ радиоиммуноконъюгата 
68Ga-VHH-PD-L1, содержащего хелатор DFO-Sq, со-
ставляет 75,1%, в то время как аналогичный радио-
иммуноконъюгат, который получен мечением VHH, 
модифицированного хелатором DOTA, имеет значе-
ние ИРФ, равное 59,7%. Это значит, что использова-
ние DFO-Sq вместо DOTA позволяет увеличить долю 
неповрежденных меченых VHH.

По результатам данного эксперимента была постав-
лена задача найти условия мечения VHH-антител ра-
дионуклидом 68Ga при использовании хелатора DOTA, 

К.О. Авров, С.В. Шатик, В.В. Зайцев, Р.И. Аль-Шехадат, О.A. Шашкова, ..., М.П. Самойлович



СТМ ∫ 2023 ∫ том 15 ∫ №3   33

БИОТЕХНОЛОГИИ

позволяющие увеличить ИРФ радиофармпрепарата. 
При мечении VHH-антител радионуклидом 68Ga реак-
ционную смесь нагревали до 60, 65 или 70°С. Затем 
при помощи магнитных частиц определяли ИРФ по-
лученного радиоиммуноконъюгата 68Ga-VHH-PD-L1 
(рис. 7).

Данные рис. 7 показывают, что повышение темпера-
туры нагревания при получении радиоиммуноконъю-
гата способствовало увеличению значения ИРФ. Так, 
при нагревании до 60°С среднее значение ИРФ было 
равно 47,0%, при нагревании до 65°С — 59,7%, а при 
нагревании до 70°С — 65,0%. Очевидно, что нагрева-
ние реакционной смеси до 70°С приводит к получению 
радиоиммуноконъюгата с более высоким значением 
ИРФ, чем нагревание до более низких температур. 
Причины подобного эффекта пока неясны.

Приведенные выше результаты показывают, что 
применение магнитных частиц с иммобилизованны-
ми на их поверхности молекулами антигена позволяет 
определить оптимальные условия мечения VHH про-
тив PD-L1 радионуклидом 68Ga.

В настоящей работе продемонстрировано, что при 
оценке специфической активности радиоиммуноконъ-
югата 68Ga-VHH-PD-L1 магнитные частицы, покрытые 
антигеном PD-L1, способны заменить клетки, экс-
прессирующие PD-L1 на своей поверхности. В даль-
нейшем необходимо изучить возможность примене-
ния представленного в данной работе метода для 
определения ИРФ других радиоиммуноконъюгатов, 
изготовленных как на основе VHH-антител, так и с ис-
пользованием других антигенсвязывающих молекул. 
Очевидны два направления работы для усовершен-
ствования метода: желательно добиться увеличения 
срока годности покрытых антигеном магнитных частиц 
с трех до как минимум семи дней, а также расширить 
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Рис. 7. Влияние температуры реакционной смеси на величину иммунореактивной фракции радиоиммуноконъю-
гата 68Ga-VHH-PD-L1, содержащего хелатор DOTA:
а — зависимость величины B/T от концентрации радиоиммуноконъюгата; б — величина измеренной иммунореактивной 
фракции радио иммуноконъю гата, полученного при разных температурах реакционной смеси; * p<0,05

диапазон концентраций радиоиммуноконъюгата в про-
бе, приемлемых для проведения измерения.

Заключение
Использование магнитных частиц, покрытых им-

мобилизованными молекулами антигена, позволяет 
провести определение иммунореактивной фракции 
VHH-антител против PD-L1, меченных 68Ga, в тече-
ние 15 мин. Полученные результаты показывают, что 
этот метод имеет реальную практическую ценность 
для измерения специфической активности радиоим-
муноконъюгатов in vitro, поскольку проведение ана-
лиза становится более доступным и надежным, чем 
при использовании клеток. Особенно важно, что при-
менение магнитных частиц открывает возможность 
быстрой рутинной оценки радиофармпрепаратов, 
содержащих короткоживущие изотопы.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена в рамках госзадания Министерства здравоохра-
нения РФ.
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