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Цель исследования — создание и испытание клеточной модели, предназначенной для in vitro и in vivo тестирования спе-
цифичности препаратов, аффинных к PD-L1 человека.

Материалы и методы. Генно-модифицированные клетки, экспрессирующие PD-L1 человека (штамм CT26-PD-L1), полу-
чали методом ретровирусной трансдукции клеток мышиной карциномы CT26. Активность гена PD-L1 оценивали методом по-
лимеразной цепной реакции в режиме реального времени; экспрессию PD-L1 на клетках выявляли с помощью проточной ци-
тофлуориметрии. Испытания клеток проводили с использованием рекомбинантных однодоменных антител (наноантител) против 
PD-L1 человека, конъюгированных с радиоизотопами 68Ga или 177Lu. In vitro оценивали содержание иммунореактивной фракции 
и интернализацию клетками радиоконъюгатов. In vivo клетки CT26-PD-L1 трансплантировали мышам; на 9–14-е сутки вводили 
радиоиммуноконъюгаты; через 1–48 ч извлекали опухоли и проводили их прямую радиометрию. Контролем в экспериментах 
служили интактные клетки CT26, не экспрессирующие антиген.
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Результаты. Создан штамм CT26-PD-L1 опухолевых клеток мышей, экспрессирующих на мембране PD-L1 человека. При 
трансплантации интактным мышам BALB/c или сублетально облученным мышам F1(DBA×BALB/c) клетки штамма формировали 
опухоли. Таким образом, существенным достоинством модели стала возможность проведения in vivo тестирования аффинных 
к PD-L1 человека препаратов на животных в условиях конвенционального вивария. При введении радиоиммуноконъюгатов мы-
шам радионуклиды накапливались в опухолях из трансплантированных клеток CT26-PD-L1, но не из клеток CT26. Клетки CT26-
PD-L1 in vitro интернализировали аффинные к PD-L1 наноантитела. Благодаря высокой плотности молекул-мишеней клетки 
CT26-PD-L1 позволили в рамках одного тестирования подтверждать специфичность препарата и количественно оценивать ми-
шень-связывающую фракцию конъюгатов.

Заключение. Созданные клетки являются первыми отечественными генно-инженерными клетками, предназначенными для 
оценки препаратов, аффинных к PD-L1 человека. Результаты испытаний подтвердили пригодность модели для in vitro и in vivo 
тестирования специфичности нацеленных на PD-L1 человека препаратов.

Ключевые слова: PD-L1; радиоконъюгат; VHH; клеточная модель; CT26; таргетные препараты; опухолевая модель.
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Cell Model for Testing Pharmaceuticals Targeting Human PD-L1
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The aim of this study was to create and evaluate a cell model designed for in vitro and in vivo testing of anti-human PD-L1 
therapeutic and diagnostic agents’ specificity.

Materials and Methods. Genetically modified cells expressing human PD-L1 (strain CT26-PD-L1) were obtained by retroviral 
transduction of murine CT26 carcinoma cells. PD-L1 gene activity was assessed by real-time PCR, and PD-L1 expression on cells 
was identified by flow cytometry. Cells were tested using recombinant single-domain human anti-PD-L1 antibodies (nanoantibodies) 
conjugated with radioisotopes 68Ga or 177Lu. Immunoreactive fraction and cell internalization of the radioconjugates were evaluated 
in vitro. For in vivo experiments CT26-PD-L1 cells were transplanted into mice, radioimmunoconjugates were injected 9–14 days later, 
in 1–48 h the tumors were retrieved and subjected to direct radiometry. Intact CT26 cells not expressing the antigen served as a control.
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Results. CT26-PD-L1 strain of murine tumor cells expressing human membrane PD-L1 was created. When transplanted into 
intact BALB/c mice or sublethally irradiated F1(DBA×BALB/c) mice, these cells formed tumors. Thus, a significant advantage of the 
model was the possibility of in vivo testing of human PD-L1-affinity agents using animals under conventional vivarium conditions. When 
radioimmunoconjugates were administered to tumor bearing mice, radionuclides accumulated in tumors generated from the transplanted 
CT26-PD-L1 cells, but not CT26 cells. CT26-PD-L1 cells internalized anti-PD-L1 nanobodies in vitro. Due to a high density of target 
molecules, CT26-PD-L1 cells allowed both to confirm pharmaceuticals’ specificity and to quantify the target-binding fraction of conjugates 
in a single test.

Conclusion. The created cells are the first genetically engineered cells designed to evaluate affinity of anti-human PD-L1 
therapeutic and diagnostic agents in Russia. Test results confirmed the model suitability for in vitro and in vivo testing of the specificity of 
pharmaceuticals targeting human PD-L1.

Key words: PD-L1; radioconjugate; VHH; cell model; CT26; targeted agent; tumor model.

Введение

Среди молекул, участвующих в регуляции им-
мунного ответа, существенную роль играет пара ре-
цептор–лиганд PD-1/PD-L1. Связывание рецептора 
PD-1 на мембранах t-лимфоцитов с лигандом PD-L1 
антиген-презентирующих клеток приводит к ингиби-
рованию пролиферации, продукции цитокинов и ци-
тотоксической функции t-лимфоцитов, что в норме 
предотвращает развитие аутоиммунных реакций, 
хронического воспаления, а также ограничивает раз-
витие специфического иммунного ответа при бере-
менности [1–5]. Этот же механизм используется опу-
холевыми клетками для избегания иммунного ответа. 
PD-L1 представлен на клетках карциномы легких, 
опухолей головного мозга, щитовидной железы, тиму-
са, молочной железы, желудочно-кишечного тракта, 
печени, поджелудочной железы, почек, коры надпо-
чечников, мочевого пузыря, яичников, плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи, меланомы [4–8]. Высокой 
экспрессией PD-L1 обладают клетки солидных опухо-
лей, резистентные к лучевой и химиотерапии [8–11]. 
На сегодняшний день PD-L1 рассматривают в каче-
стве основной мишени для таргетной терапии раз-
личных нозологических форм рака в дополнение к 
традиционным методам лечения. Однако до сих пор 
нет стандартной доклинической модели для in vivo и 
in vitro тестирования специфичности и эффективно-
сти разрабатываемых препаратов, аффинных к дан-
ному биомаркеру.

Существует две стратегии анти-PD-L1 терапии 
(PD-L1-направленной терапии). Первая основана на 
применении антител, их фрагментов и малых моле-
кул, которые специфично взаимодействуют с PD-L1 
и предотвращают его связывание с PD-1, что способ-
ствует реактивации противоопухолевого иммунного 
ответа. Вторая заключается в использовании аф-
финных молекул для адресной доставки в опухоль 
радионуклидов, токсинов, цитостатиков и т.д. и на-
правлена прежде всего на уничтожение опухолевых 
клеток, экспрессирующих PD-L1 [12]. От стратегии 
зависит выбор биологической модели для оценки 
фармакологического действия лекарственного пре-
парата, направленного на PD-L1. При тестировании 

иммунотерапевтического потенциала препаратов 
необходимы иммунокомпетентные животные, в иде-
але с гуманизированной иммунной системой, однако 
их использование сильно ограничено сложностью 
и высокой стоимостью получения таких моделей. 
Оценка же противоопухолевого действия конъюгатов 
таргетных молекул с фармакологически активными 
веществами может проводиться на животных с раз-
ным иммунологическим статусом. В этом случае для 
подтверждения специфической тропности и активно-
сти разрабатываемого препарата in vivo достаточно 
более простых моделей.

В последние годы все более прочное положение 
занимает неинвазивная диагностика локализации 
и распространенности опухолевого процесса с по-
мощью аффинных молекул, конъюгированных с ра-
дионуклидами. Для этого разрабатываются радио-
фармакологические препараты, таргетные к разным 
биомаркерам-мишеням и несущие различные по 
характеристикам радиоизотопы. В процессе конъю-
гации с радионуклидами часть аффинных молекул 
утрачивает способность специфически взаимодей-
ствовать с мишенью, что снижает эффективность 
создаваемого препарата. Таким образом, ключевым 
этапом при тестировании становится количествен-
ная оценка мишень-связывающей фракции пре-
парата [13, 14]. На практике для ее определения in 
vitro применяют несколько методов. Так, быстрым и 
воспроизводимым является метод, основанный на 
использовании магнитных частиц, покрытых моле-
кулами биомаркера [14, 15]. Однако в силу разли-
чий в пространственной конфигурации этих молекул 
на мембране опухолевых клеток и на поверхности 
магнитных частиц требуется дополнительное под-
тверждение специфичности препарата с помощью 
тестирования на клетках. Кроме того, магнитные ча-
стицы не могут быть использованы для тестирова-
ния препаратов in vivo. Клеточными моделями, при-
менимыми для тестирования конъюгатов аффинных 
молекул in vitro и in vivo, являются культивируемые 
линии опухолевых клеток человека. Однако число 
молекул биомаркеров на их мембране, как правило, 
невелико, что не позволяет количественно оценивать 
мишень-связывающую фракцию препарата in vitro 
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[14]. Необходимость использования для прививки им-
мунодефицитных мышей (BALB/c nude, SCID, NOD-
SCID и др.) ограничивает применение клеток чело-
века in vivo. При этом имеется прямая зависимость 
между выраженностью иммунодефицита у животных 
и эффективностью трансплантации и роста опухо-
лей [16]. Чем глубже иммунодефицит и чем больше 
компонентов иммунной системы он затрагивает, тем 
выше стоимость таких животных, их содержание и 
проведение экспериментов.

Альтернативными моделями в последние годы ста-
ли созданные методами генной инженерии опухоле-
вые клетки мышей, несущие на мембране биомарке-
ры человека. Реципиентами таких гуманизированных 
клеток в зависимости от свойств молекул-биомар-
керов, а также от использованных мышиных опу-
холевых клеток могут служить мыши с разным им-
мунологическим статусом, в том числе полностью 
иммунокомпетентные животные. Этот подход уже 
получил признание за рубежом, что подтверждает-
ся научными публикациями, а также коммерческими 
предложениями по продаже культивируемых мыши-
ных клеток, несущих на мембране биомаркеры чело-
века [17–32]. Насколько нам известно, в России пока 
не созданы генно-инженерные клеточные модели, 
предназначенные для in vitro и in vivo тестирования 
препаратов, аффинных к PD-L1 человека.

Цель настоящей работы — создание и испыта-
ние клеточной модели, предназначенной одновре-
менно для in vitro и in vivo тестирования специфично-
сти препаратов, аффинных к PD-L1 человека.

Материалы и методы 

Клеточные линии и условия культивиро-
вания. В работе использованы линии опухолевых 
клеток человека разного гистогенеза (NC-37, IM-
9, RPMI 1788, t2, t24, U-2 OS, R1, Ea.hy926, a172, 
Capan-2, U937, HEPG2, RD, MIA PaCa-2, U266, Kg-1, 
THP-1, a549, Jurkat, Namalwa, MeWo, CaCo2, Mg-63, 
SK-n-MC, MCF7, t98G, HL-60, Y79), а также «пакую-
щая» клеточная линия Platinum-E для ретровирусной 
трансдукции (Cell Biolabs Inc., США). Для создания 
гуманизированных клеток использовали мышиные 
клетки линии CT26 (карцинома кишечника мышей 
BALB/c). Все клеточные культуры хранились в крио-
банке лаборатории и были протестированы на отсут-
ствие контаминации микоплазмами, бактериями и 
грибами. Клетки культивировали в планшетах и пла-
стиковых флаконах (Jet Biofil, Китай; Orange Scientific, 
Бельгия; Nunc, Дания) в термостатах при 37°C, 6% 
CO2 и 100% влажности. Монослойные культуры вы-
ращивали в среде DMEM/F12, DMEM/Glucose 4,5 г/л/
HEPES с добавлением L-глутамина («ПанЭко», 
Россия) или α-MEM («БиолоТ», Россия), суспензи-
онные культуры — в среде RPMI-1640 («ПанЭко», 
Россия). Полная среда содержала 5–10% сыво-
ротки эмбрионов коров (BioWest, Франция). Клетки 

Platinum-E выращивали в присутствии селективных 
антибиотиков: 1 мкг/мл пуромицина и 10 мкг/мл бла-
стицидина для стабильной продукции ретровирусных 
частиц. При пересеве монослойных культур клетки 
снимали с поверхности с помощью 0,25% раствора 
трипсина с версеном («БиолоТ», Россия).

Препараты, аффинные к PD-L1 человека. 
Аффинные к PD-L1 человека препараты, исполь-
зованные в работе, представляли собой рекомби-
нантные однодоменные тяжелоцепные антитела 
(наноантитела, VHH) («Иннова плюс», Россия) с 
молекулярной массой 10–15 кДа, синтезирован-
ные в клетках Escherichia coli. На их основе в ФГБУ 
«Российский научный центр радиологии и хирурги-
ческих технологий имени академика А.М. Гранова» 
были приготовлены радиоконъюгаты с использова-
нием изотопа 68Ga ([68Ga]Ga-VHH-PD-L1) или изотопа 
177Lu ([177Lu]Lu-VHH-PD-L1). Радиохимическая чисто-
та препаратов составляла >95%.

Оценка активности гена PD-L1 человека. Из 
клеток выделяли тотальную РНК с помощью TRIzol 
Reagent (Life Technologies, США) согласно рекомен-
дациям производителя. На основе полученной РНК 
проводили синтез кДНК методом обратной транскрип-
ции с помощью random-праймеров и ревертазы виру-
са мышиной лейкемии M-MuLV RNase («СибЭнзим», 
Россия) в соответствии с рекомендациями произ-
водителя фермента. Синтезированную кДНК ис-
пользовали для оценки активности гена PD-L1 че-
ловека в клетках методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени, применяя 
прямые (TGGCATTTGCTGAACGCATTT) и обратные 
(TGCAGCCAGGTCTAATTGTTTT) праймеры. Уровень 
активности гена представляли в виде разницы (ΔCt) 
между пороговым циклом гена PD-L1 и гена сравне-
ния GAPDH, где Ct — пороговый цикл, соответствую-
щий числу циклов амплификации, необходимых для 
достижения порогового значения флуоресценции.

Получение линии опухолевых клеток мышей, 
экспрессирующих на мембране PD-L1 челове-
ка. Донора нуклеотидной последовательности, ко-
дирующей PD-L1, подбирали среди культур клеток 
человека, хранившихся в криобанке лаборатории. 
Амплификацию кДНК PD-L1 проводили с помощью 
прямого (ATGTCTGCGGCCGCCatgggtgtcaaggtattat 
ttgccctgatatgcattgctgtggcagaggcaTTTACTGTCACG 
GTTC) и обратного (ATTACTGAATTCGATCAGAAGTTC 
CAATGCTGG) праймеров (полужирным шрифтом вы-
делены сайты рестрикции нуклеаз; строчными бук-
вами — введенная сигнальная последовательность 
люциферазы Gaussia princeps для оптимальной 
экспрессии целевого белка; подчеркнуты последо-
вательности, комплементарные PD-L1). Полученную 
последовательность клонировали в ретровирусный 
вектор pQCXIP (Clontech, США), содержащий ген 
устойчивости к селективному антибиотику пуромици-
ну. Вектором трансфицировали клетки-«упаковщики» 
вирусных частиц Platinum-E, используя кальций-фос-
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фатный метод. Содержащую ретровирусные частицы 
культуральную жидкость применяли для трансдукции 
клеток СТ26. Селекцию клеток, стабильно экспресси-
рующих на мембране PD-L1, проводили, добавляя в 
ростовую среду пуромицин.

Проточная цитофлуориметрия. Экспрессию 
PD-L1 на клеточных мембранах выявляли методом 
проточной цитофлуориметрии с помощью мечен-
ных фикоэритрином антител против PD-L1 человека 
(BioLegend, США). Клетки анализировали на про-
точном цитофлуориметре BD FACS AriaIII с исполь-
зованием программного обеспечения BD FACS Diva 
software v. 7.0 (BD Biosciences, США).

Определение скорости роста клеточных 
культур. Для определения скорости роста клеточ-
ных культур рассчитывали время удвоения числен-
ности клеток (Td) по формуле: Td=dt·ln2/ln(N/N0), где 
dt — время культивирования клеток от посева до 
снятия культуры, ч; N — количество клеток при сня-
тии культуры, N0 — количество клеток при посеве 
культуры. Количество клеток оценивали с помощью 
кондуктометрического счетчика Z1 Coulter Counter 
(Beckman Coulter, США).

Оценка интернализации клетками радиоконъ-
югатов. Клетки наращивали в культуральных фла-
конах до достижения 70% конфлюента. Затем прово-
дили полную замену ростовой среды и к клеточному 
монослою добавляли радиоконъюгат на основе нано-
антител (0,1 мкг наноантител на 2 млн клеток, 50 кБк). 
Клетки инкубировали в течение 30 или 100 мин при 
37°С. По истечении указанного времени отбирали 
культуральную жидкость и дважды отмывали клет-
ки фосфатно-солевым буфером от несвязавшегося 
радиоконъюгата. Фракцию препарата, связанную с 
мембранным рецептором, получали путем инкуба-
ции клеток с 50 мМ раствора глицина в фосфатно-
солевом буфере, содержащем 0,1 М NaCl (pH=2,8). 
Интернализованную фракцию собирали после лизи-
са клеток с использованием 1N раствора NaOH и по-
следующей нейтрализации 1N HCl. Радиоактивность 
полученных фракций определяли с помощью радио-
метра Triathler (Hidex Oy, Финляндия). Все значения 
радиоактивности пересчитывали для времени изме-
рения первого образца (нулевой временной точки) по 
формуле: A0=At·eλt, где A0 — радиоактивность образ-
ца в нулевой точке, Аt — радиоактивность образца, 
измеренная через t минут после начала измерения 
(измерения первого образца), λ — постоянная радио-
активного распада. Величину фракций выражали в 
процентах от общей добавленной к клеткам радиоак-
тивности.

Определение мишень-связывающей (иммуно-
реактивной) фракции радиоконъюгатов. Ми-
шень-связывающую фракцию радиоконъюгатов 
определяли путем инкубации радиомеченных нано-
антител (в постоянной концентрации 0,25 мкг/мл) с 
антиген-экспрессирующими клетками, концентрация 
которых в суспензиях была переменной величиной 

(0,3–20 млн/мл). Затем клетки отмывали от несвя-
завшегося с биомаркером радиоконъюгата, и во всех 
образцах определяли радиоактивность, как описано 
выше. Величину иммунореактивной фракции вычи-
сляли как отношение связанной с клетками радио-
активности (B) к исходно внесенной в пробу радио-
активности (T) при достижении избытка антигена и 
выражали в процентах.

Модель мышиной опухоли, экспрессирующей 
PD-L1 человека. Эксперименты in vivo выполняли 
на мышах BALB/c и F1(DBA×BALB/c) обоего пола, 
которых содержали в стандартных условиях в со-
ответствии с Директивой 2010/63/EU Европейского 
парламента и совета Европейского Союза от 22 
сентября 2010 г. по охране животных, используе-
мых в научных целях. В день начала опыта мышей 
F1(DBA×BALB/c) облучали на терапевтическом рент-
геновском аппарате в дозе 5 Гр. Эта доза облуче-
ния снижала иммунореактивность, но не вызывала 
гибели мышей в течение 6 мес и позволяла содер-
жать животных и проводить эксперименты в услови-
ях конвенционального вивария. При трансплантации 
контрольные опухолевые клетки, не несущие PD-L1 
человека, вводили мышам подкожно в область левой 
боковой складки, тогда как клетки, экспрессирующие 
PD-L1, — симметрично в правый бок. Объем опухо-
лей (V) рассчитывали по формуле: V=(L·W·H)·0,52, 
где L — длина опухоли, W — ширина опухоли, H — 
высота опухоли [16]. Контроль сохранения биомар-
кера на клетках опухоли проводили на 13–18-е сут-
ки после инъекции, для чего мышей умерщвляли 
гуманным способом, извлекали у них опухолевые 
узлы и выделяли клетки с помощью аппарата BDTM 
Medimachine System и сменных модулей Medicon, 
50 мкм (BD Biosciences, США). Клеточные суспен-
зии фильтровали через фильтр Filcon, 70 мкм (BD 
Biosciences, США), затем клетки отмывали центри-
фугированием в фосфатно-солевом буферном рас-
творе, содержащем 3% сыворотки эмбрионов коров 
и 0,1% азид натрия. Экспрессию PD-L1 человека на 
клетках определяли сразу после извлечения из опу-
холевого узла, а также после культивирования в те-
чение 2 нед в отсутствие селективного антибиотика 
пуромицина. Методом проточной цитофлуориметрии 
определяли процентное содержание PD-L1+-клеток, 
а также распределение клеток по интенсивности 
флуоресценции, что отражало плотность молекул 
био маркера на мембранах.

Оценка связывания радиоконъюгатов с ген-
но-модифицированными клетками in vivo. Спе-
цифичность связывания радиоконъюгатов с мишеня-
ми in vivo оценивали методом прямой радиометрии 
после внутривенного введения животным наноан-
тител, меченных изотопами (0,6 МБк/мышь). Через 
1, 4, 24 и 48 ч после инъекции препарата мышей 
умерщвляли, извлекали опухоли и определяли их 
радиоактивность при помощи радиометра Triathler 
(Hidex Oy, Финляндия). Для контрольных опухолей 
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CT26 и опухолей, несущих PD-L1, рассчитывали на-
копление радионуклида на 1 г ткани в процентах от 
введенной активности.

Статистическая обработка данных. При ста-
тистической обработке экспериментальных данных 
использовали пакет программ Statistica 10.0. Данные 
представлены в виде медианы [Q1; Q3], что было 
обусловлено малым размером выборок (n<10). Для 
оценки различий между двумя независимыми вы-
борками использовали U-критерий Манна–Уитни. 
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Рис. 1. Уровень экспрессии гена PD-L1 в культурах опухолевых клеток 
человека
По оси абсцисс — уровень экспрессии гена PD-L1 человека в сравнении с 
геном «домашнего хозяйства» GAPDH (ΔСt); по оси ординат — линии опухо-
левых клеток человека; горизонтальные отрезки — стандартное отклонение. 
При ΔСt<6,5 активность гена расценивали как высокую, значение ΔСt>13,0 
соответствовало малоактивному или неактивному состоянию гена

IM-9

Значение p<0,05 считали статистически значимым. 
Все результаты получены не менее чем в трех по-
вторах.

Результаты

Экспрессия гена PD-L1 была оценена методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени в 28 клеточных линиях опухолей человека, 
среди которых были опухоли эпителиального, нейро-

нального и соединительно-ткан-
ного происхождения (рис. 1). 
Больше половины исследован-
ных опухолей экспрессировали 
ген PD-L1; наиболее высокий 
уровень транскрипции был вы-
явлен в B-лимфобластоидных 
клеточных линиях NC-37, IM-9 и 
RPMI 1788. Клетки NC-37 послу-
жили источником РНК-матрицы 
для получения кДНК, кодирую-
щей биомаркер PD-L1.

Праймеры, предназначенные 
для амплификации фрагмента 
кДНК, кодирующего полнораз-
мерную мембранную форму бел-
ка PD-L1, были сконструированы 
на основе аннотированной нук-
леотидной последовательности 
NM_014143.4 (GenBank NCBI, 
США). Клетками-реципиентами 
гена PD-L1 человека служи-
ли опухолевые клетки CT26, 
представлявшие собой карци-
ному кишечника мышей линии 
BALB/c. Амплифицированную 
последовательность кДНК PD-L1 
человека вводили в клетки CT26 
методом ретровирусной транс-
дукции. Отбор трансдуцирован-
ных клеток проводили, добавляя 
в ростовую среду пуромицин. 
Клетки полученного штамма, на-
званного СТ26-PD-L1, росли в 
культуре в виде монослоя и име-
ли фибробластоподобную фор-
му; время удвоения культуры со-
ставляло 33,50±5,07 ч. По этим 
параметрам данные клетки не 
отличались от родительских кле-
ток CT26. Активность гена PD-L1 
в клетках СТ26-PD-L1 (ΔCt=0,36) 
соответствовала активности 
гена «домашнего хозяйства» 
(GAPDH мыши) и на порядок 
превышала этот показатель для 
лимфобластоидных клеток NC-
37, которые служили донорами 
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гена (ΔCt=5,5). По данным проточной цитофлуори-
метрии, штамм СТ26-PD-L1 содержал 99,8% клеток, 
экспрессирующих PD-L1 человека; в культуре NC-37 
этот биомаркер имели 40,4% клеток. Медиана интен-
сивности флуоресценции клеток, являющаяся пока-
зателем плотности молекул антигена на мембране, 
для клеток NC-37 была на два порядка ниже, чем 
для генно-модифицированных клеток СТ26-PD-L1 
(рис. 2, а). Родительские клетки мыши (CT26), на 
основе которых был создан штамм, не имели на мем-
бране молекул PD-L1 человека и служили отрица-
тельным контролем при постановке экспериментов.

Для оценки стабильности экспрессии биомаркера 
человека на клетках CT26-PD-L1 популяция клеток 
4-го пассажа была разделена на две части. Одну из 
них культивировали и рассевали в среде, содержа-
щей селективный агент пуромицин, тогда как вто-
рую культивировали в отсутствие антибиотика. На 
16-м пассаже культивирования клеток активность 
гена PD-L1 и экспрессия мембранного биомаркера в 
обеих клеточных культурах соответствовали исход-
ным показателям, что указывало на стабильность 
штамма.

Для создания модели опухоли, экспрессирую-
щей PD-L1 человека, клетки CT26-PD-L1 вводили 
подкожно интактным мышам BALB/c или сублеталь-
но облученным мышам F1(DBA×BALB/c). Через 
9–13 сут после инъекции 5 млн клеток у 100% об-
лученных мышей F1(DBA×BALB/c) формировались 
пальпируемые опухолевые образования. У мышей 
BALB/c эффективность прививки клеток CT26-PD-L1 
была существенно ниже; на этот срок прогрессиру-
ющий рост опухолей отмечали только у 23% мышей. 
У остальных животных к 13 сут после введения кле-
ток уже образовавшиеся опухоли претерпевали рег-
ресс или формирования опухоли не происходило 
(69 и 8% мышей соответственно). В случае роста 
опухолей у мышей BALB/c объем новообразова-
ний на 13-е сутки составлял 133,6 [74,9; 243,4] мм3, 
что существенно меньше объема опухолей у об-
лученных мышей F1(DBA×BALB/c) — 898,6 [393,1; 
1755,0] мм3. Исследование методом проточной ци-
тометрии суспензий клеток, полученных из опухолей 
мышей F1(DBA×BALB/c), показало, что 43,7–49,8% 
клеток экспрессировали на мембране PD-L1 чело-
века (рис. 2, б). Клеточные суспензии, выделенные 

а б

в г

Рис. 2. Выявление методом проточной цитофлуориметрии фракции клеток, несущих на мембране PD-L1 че-
ловека:
а — в культурах лимфобластоидных клеток NC-37 (светло-серый график) и клеток штамма CT26-PD-L1 (темно-
серый график); б — в суспензии клеток опухоли, извлеченной на 13-е сутки после подкожного введения мышам 
F1(DBA×BALB/c) 5 млн клеток штамма CT26-PD-L1; в — в клетках опухоли, полученных от мыши F1(DBA×BALB/c), 
после культивирования в течение двух недель; г — в суспензии клеток регрессирующей опухоли, извлеченной на 
13-е сутки после подкожного введения мышам BALB/c 5 млн клеток штамма CT26-PD-L1. По оси абсцисс — услов-
ные единицы интенсивности флуоресценции; по оси ординат — число клеток
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из опухолей мышей, эксплантировали в условия 
культивирования in vitro и через две недели повтор-
но оценивали число клеток, несущих на мембране 
PD-L1 человека. Содержание PD-L1+-клеток увели-
чивалось до 98,5%, при этом наблюдали восстанов-
ление интенсивности флуоресценции (плотности 
биомаркера на мембране), свойственное исходным 
культивируемым клеткам до их трансплантации мы-

шам (рис. 2, в). Это свидетельствовало о стабильном 
сохранении в созданной in vivo модели экспрессии 
PD-L1 генно-модифицированными клетками. В рег-
рессирующих опухолях у мышей BALB/c только 4,2% 
клеток несли на мембране биомаркер (рис. 2, г). 
Таким образом, воспроизводимый рост опухоли, со-
храняющей экспрессию PD-L1 человека, демонстри-
ровал преимущество использования сублетально об-

лученных мышей F1(DBA×BALB/c) 
по сравнению с интактными мыша-
ми BALB/c.

Возможность использования 
генно-модифицированных клеток 
для оценки специфичности связы-
вания и интернализации аффин-
ных молекул in vitro исследовали 
с помощью радиоконъюгата [68Ga]
Ga-VHH-PD-L1. Клетки инкубиро-
вали с меченными радионуклидом 
наноантителами в течение 30 или 
100 мин при 37°С. Значение погло-
щенной клетками радиоактивности 
возросло в 2,2 раза с 30 до 100 мин 
инкубации, что свидетельствовало 
об интернализации радиоконъюгата 
(рис. 3). Специфичность связывания 
[68Ga]Ga-VHH-PD-L1 с PD-L1, экс-
прессированным на мембране кле-
ток CT26-PD-L1, подтверждалась 
фоновыми значениями аналогичных 
показателей, наблюдаемыми при 
инкубации этого же радиоконъюга-
та с контрольными клетками СТ26 
(≤0,5%).

Испытания штамма CT26-PD-L1 
для определения фракций радио-
меченых наноантител, сохранивших 
способность связывания с PD-L1 че-
ловека, проводили in vitro, исполь-
зуя радиоконъюгаты, меченные 
изотопами 68Ga или 177Lu. Клетки с 
радиоконъюгатами в этом случае 
инкубировали при 4°С, чтобы из-
бежать интернализации. В качест-
ве примера приведены результаты 
тестирования наноантител против 
PD-L1, меченных изотопом 68Ga 
(рис. 4). При концентрации клеток 
CT26-PD-L1 5 млн/мл было достиг-
нуто связывание с мишенями всех 
сохранивших специфичность ра-
диомеченых молекул, что соответ-
ствовало выходу на плато графика 
зависимости отношения радиоак-
тивности, связавшейся с клетками 
CT26-PD-L1, к общей радиоактивно-
сти, внесенной в пробу. Таким обра-
зом, иммунореактивная фракция 
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интернализованная фракция наноантител

Рис. 3. Интернализация и связывание радиоконъюгата [68Ga]Ga-
VHH-PD-L1 клетками CT26-PD-L1
По оси абсцисс — время инкубации радиоконъюгата с клетками, мин; по 
оси ординат — связанная с клетками радиоактивность, %; вертикальные 
отрезки — стандартное отклонение
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Рис. 4. Оценка мишень-связывающей фракции радиоконъюгата 
[68Ga]Ga-VHH-PD-L1 с клетками штамма CT26-PD-L1
По оси абсцисс — концентрация клеток в пробе, млн/мл; по оси орди-
нат — связанная с клетками радиоактивность/внесенная радиоактив-
ность; вертикальные отрезки — стандартное отклонение
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тела, которые предотвращают связывание PD-L1 с 
PD-1. Фармакологическое действие препаратов на-
правлено на реактивацию противоопухолевого имму-
нитета. Авелумаб также индуцирует лизис опухоле-
вых клеток, активируя антителозависимую клеточную 
цитотоксичность. Однако значительное число паци-
ентов не реагирует на иммунотерапию с помощью на-
званных препаратов. Среди причин неэффективно-
сти называют недостаток в опухолях цитотоксических 
Т-лимфоцитов и NK-клеток, первичную или приобре-
тенную резистентность к ингибиторам PD-L1 за счет 
других иммуносупрессивных механизмов [12, 35]. 
Эти факты стимулируют создание новых препаратов, 
направленных прежде всего на непосредственное 
уничтожение опухолевых клеток, экспрессирующих 
PD-L1. Одновременно идет поиск подходов к опреде-
лению уровня экспрессии PD-L1 в злокачественных 
новообразованиях для отбора пациентов, которым 
показана терапия ингибиторами иммунологических 
контрольных точек PD-1/PD-L1 или таргетными к PD-
L1 цитотоксическими препаратами. Традиционно ис-
пользуемый метод иммуногистохимии биопсийных 
образцов ограничен оценкой отдельных фрагментов 
опухоли. Между тем даже внутри одного опухолево-
го узла наблюдается высокая степень гетерогенности 
экспрессии PD-L1 [6, 7, 36, 37]. Оценить распределе-
ние белка-биомаркера в организме пациента позво-
ляют методы молекулярной визуализации.

В последние годы все более прочное положение 
занимает таргетная ядерная медицина, которая ис-
пользует для диагностики и лечения рака конъюги-
рованные с радионуклидами молекулы, специфиче-
ски связывающиеся с молекулярными мишенями на 
опухолевых клетках. На стадии разработки и клини-
ческих испытаний находится несколько радиофарм-
препаратов на основе молекул, аффинных к PD-L1, 
предназначенных для диагностики и для терапии 
[18–22, 38–47].

В отличие от ингибиторов иммунных контрольных 
точек, требующих обязательной доклинической оцен-
ки реактивации иммунного ответа, при разработке 
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Рис. 5. Оценка специфичности радио-
конъюгата [177Lu]Lu-VHH-PD-L1 при тести-
ровании in vivo
По оси абсцисс — время от инъекции радио-
конъюгата до извлечения опухолей; по оси 
ординат — накопление радиоконъюгата, % 
от введенной дозы/г ткани; вертикальные от-
резки — стандартное отклонение; * p<0,001. 
Тестирование проводили на сублетально 
облученных мышах F1(DBA×BALB/c) на 12-е 
сутки после трансплантации клеток CT26-
PD-L1 или CT26

препарата составляла 87,4%, что свидетельствовало 
о значительном сохранении антиген-связывающих 
свойств исследуемого наноантитела против PD-L1 в 
процессе конъюгации.

Для оценки в условиях in vivo специфичности свя-
зывания конъюгатов молекул, аффинных к PD-L1 че-
ловека, клетки CT26-PD-L1 прививали сублетально 
облученным мышам F1(DBA×BALB/c). Результаты 
тестирования на этой модели меченных 177Lu ра-
диоконъюгатов наноантител, направленных против 
PD-L1 (рис. 5), свидетельствовали о высокой специ-
фичности препарата в отношении опухолей, экспрес-
сирующих биомаркер. Препарат быстро накапливал-
ся в несущей PD-L1 человека опухоли и сохранялся 
в ней в течение 2 сут. В контрольной опухоли CT26 
накопление препарата соответствовало фоновому 
значению.

Обсуждение

Мембранный белок PD-L1, экспрессируемый ан-
тиген-презентирующими клетками, относится к чи-
слу молекул так называемых иммунных контрольных 
точек, поскольку в здоровом организме связывание 
его с рецептором PD-1 на T-лимфоцитах препятству-
ет неконтролируемому развитию иммунологических 
реакций. Данные научных публикаций [6, 33, 34], а 
также результаты, полученные нами в настоящей ра-
боте (см. рис. 1), свидетельствуют о том, что клетки 
многих опухолей эпителиального, нейронального и 
соединительно-тканного происхождения имеют ак-
тивный ген PD-L1. Повышенная экспрессия PD-L1 на 
мембране опухолевых клеток разного гистогенеза и 
доминирующая роль в подавлении противоопухоле-
вого иммунного ответа делают его «универсальной» 
мишенью для терапии широкого спектра злокачест-
венных новообразований [5–7].

На сегодняшний день для использования в кли-
нической практике одобрено три аффинных к PD-L1 
препарата: атезолизумаб, дурвалумаб и авелумаб. 
Все они представляют собой моноклональные анти-

* * * *

Клеточная модель для тестирования препаратов, аффинных к PD-L1
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радиоконъюгатов достаточно подтверждения специ-
фичности взаимодействия препарата с мишенью и, 
в случае терапевтического препарата, тестирования 
его специфического цитотоксического действия в от-
ношении опухолевых клеток, имеющих биомаркер.

В качестве клеточных моделей для тестирования 
таргетных к биомаркеру PD-L1 радиоконъюгатов на-
ряду с линиями опухолевых клеток человека за рубе-
жом используют генно-инженерные клетки, создан-
ные на основе опухолевых клеток мышей [18–22]. 
Мы продолжили изучение потенциала гуманизиро-
ванных мышиных опухолевых клеток в качестве мо-
дельных объектов для in vivo и in vitro тестирования 
препаратов, аффинных к PD-L1 человека. В резуль-
тате использованного генно-инженерного подхода 
нами получен штамм клеток, названный CT26-PD-L1, 
в котором более 99% клеток экспрессировали мем-
бранный PD-L1 человека в высокой плотности. Эти 
клетки стабильно экспрессировали биомаркер PD-L1 
при длительном культивировании in vitro. При оценке 
туморогенности полученных клеток на иммуноком-
петентных сингенных мышах BALB/c прогрессивный 
рост опухолей был выявлен у 23% мышей. У осталь-
ных животных наблюдали регресс опухолей или от-
сутствие новообразований в течение всего срока на-
блюдения. Причиной низкой туморогенности клеток у 
интактных мышей могла быть невысокая гомология 
аминокислотных последовательностей PD-L1 чело-
века и мыши — около 70% [1]. Развитие иммунного 
ответа на PD-L1 человека у интактных животных под-
тверждалось преимущественной селекцией клеток, 
снизивших или утративших антиген человека, что 
выражалось в существенно более низком содержа-
нии PD-L1+-клеток в регрессирующих опухолях по 
сравнению с прогрессивно растущими опухолями 
(4,2 и 50,0% PD-L1+-клеток соответственно). В каче-
стве средства частичной иммуносупрессии в своей 
работе мы использовали сублетальное рентгенов-
ское облучение мышей-гибридов F1(DBA×BALB/c); 
поглощенная доза составляла 5 Гр. Такое воздейст-
вие позволило снизить иммунореактивность мышей, 
что обеспечило рост опухолей, экспрессирующих PD-
L1 человека, у 100% животных. Рост опухолей у этих 
мышей не сопровождался увеличением содержания 
клеток, утративших или уменьшивших экспрессию 
биомаркера человека, на что указывали данные, по-
лученные после эксплантации и культивирования in 
vitro клеток, выделенных из растущих опухолей. В то 
же время уровень иммуносупрессии, индуцирован-
ной сублетальным облучением, позволил содержать 
этих животных и проводить эксперименты в условиях 
конвенционального вивария, что также явилось пре-
имуществом данной модели по сравнению с моделя-
ми, использующими мышей nude, SCID и других. Мы 
не имели пока возможности привить созданные клет-
ки CT26-PD-L1 иммунодефицитным мышам BALB/c 
nude, однако опубликованные материалы свиде-
тельствуют о том, что гуманизированные клетки мы-

шей, несущие на мембране PD-L1 человека, ранее 
имплантировали иммунодефицитным [20–22], гума-
низированным [18, 19, 24] или SPF-мышам [17, 23, 
25]. Следует отметить, что SPF-мыши так же, как и 
остальные вышеперечисленные категории животных, 
требуют содержания в виварии барьерного типа и не 
являются полностью иммунокомпетентными [48, 49]. 
Наше исследование дополнило этот список моделей 
мышами, которые не требуют особых условий содер-
жания.

При оценке полученного штамма CT26-PD-L1 для 
тестирования аффинных к PD-L1 препаратов in vivo 
и in vitro были использованы создаваемые в ФГБУ 
«Российский научный центр радиологии и хирургиче-
ских технологий имени академика А.М. Гранова» тар-
гетные радиоконъюгаты на основе наноантител.

Эффективность использования клеток CT26-PD-L1 
в качестве клеточных моделей для оценки специ-
фичности радиоконъюгатов in vitro мы испытали с 
помощью наноантител, меченных изотопом 68Ga. 
Специфичность взаимодействия радиоконъюгата с 
клетками CT26-PD-L1 подтверждалась повышением 
радиоактивности при увеличении количества клеток 
в пробе и отсутствием связывания радиоконъюгата 
с контрольными клетками CT26. Высокая плотность 
био маркера на клетках позволила достигнуть насы-
щения молекул радиоконъюгата молекулами-мише-
нями и количественно определить содержание в пре-
парате фракции молекул, сохранившей способность 
связывать PD-L1 после присоединения радионуклида.

Природная рециркуляция молекул PD-L1 между 
клеточной мембраной и внутренними компартмента-
ми клетки дает возможность использования в диаг-
ностических и в терапевтических целях аффинных к 
PD-L1 препаратов, действие которых связано с вну-
триклеточной локализацией. В этом случае оценка 
интернализации препарата опухолевыми клетками 
становится одним из ключевых этапов его разработ-
ки. Препараты, проникающие внутрь клетки, дольше 
удерживаются в опухолевом узле, что приводит к 
усилению контраста опухоли по отношению к фону 
при проведении диагностических процедур, напри-
мер с помощью позитронно-эмиссионной томогра-
фии или однофотонной эмиссионной компьютерной 
томографии [13, 45, 47, 50]. Нам не удалось обнару-
жить сведений об использовании гуманизированных 
клеток мыши для оценки интернализации таргетных 
к PD-L1 радиоконъюгатов. С помощью препарата 
[68Ga]Ga-VHH-PD-L1 мы показали, что клетки CT26-
PD-L1 способны к интернализации биомаркера.

При введении радиоиммуноконъюгатов мышам 
с опухолями радионуклиды накапливались в опу-
холях, выросших из трансплантированных клеток 
CT26-PD-L1, но не из контрольных клеток CT26. 
Полученный результат подтвердил пригодность пред-
ложенной опухолевой модели для тестирования in 
vivo специфичности нацеленных на PD-L1 человека 
препаратов.
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Заключение

Клетки CT26-PD-L1, созданные нами методом ре-
тровирусной трансдукции на основе клеток CT26 
карциномы мышей, несли на мембране молекулы 
PD-L1 человека с высокой плотностью, обладали 
значительной стабильностью при культивировании, 
а при трансплантации интактным мышам BALB/c или 
сублетально облученным мышам F1(DBA×BALB/c) 
формировали опухолевые образования. Испытания 
клеток в качестве биологической модели для оценки 
in vitro и in vivo специфичности препаратов, мише-
нью которых является PD-L1 человека, были выпол-
нены с использованием радиоиммуноконъюгатов, 
содержащих рекомбинантные однодоменные анти-
тела против PD-L1 и радионуклиды 68Ga или 177Lu. 
В экспериментах, выполненных in vitro, показана 
возможность использования клеток CT26-PD-L1 при 
разработке аффинных к PD-L1 препаратов, дейст-
вие которых связано с интернализацией. Благодаря 
высокой плотности молекул-мишеней на мембране 
клетки CT26-PD-L1 позволили в рамках одного те-
стирования подтверждать специфичность препарата 
и количественно оценивать мишень-связывающую 
фракцию конъюгатов. При введении радиоиммуно-
конъюгатов мышам с опухолями радионуклиды на-
капливались в опухолях, выросших из транспланти-
рованных клеток CT26-PD-L1, но не из контрольных 
клеток CT26. Существенным достоинством создан-
ной опухолевой модели явилась возможность про-
ведения тестирования in vivo специфичности аф-
финных к PD-L1 человека препаратов на животных в 
условиях конвенционального вивария.

Полученные в настоящей работе клетки, насколь-
ко нам известно, являются первыми отечественными 
генно-инженерными клетками, предназначенными 
для оценки препаратов, аффинных к PD-L1 челове-
ка. Эта клеточная модель может быть использова-
на для оценки специфической активности не только 
радиоиммуноконъюгатов, но и других аффинных к 
PD-L1 человека носителей. В целом результаты, при-
веденные в настоящей работе, служат еще одним 
подтверждением эффективности использования гу-
манизированных клеток для тестирования таргетных 
препаратов.
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