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Цель исследования — оценить возможность использования радиоиммуноконъюгатов (РИК) наноантител против PD-L1 и 
HER2/neu для диагностики и терапии злокачественных опухолей.

Материалы и методы. Наноантитела к биомаркерам человека PD-L1 и HER2/neu конъюгировали с радионуклидами 68Ga 
и 177Lu с использованием хелатирующего агента DOTA. Биораспределение РИК исследовали в экспериментальных моделях на 
мышах F1(DBA/2xBALB/c), которым прививали генно-модифицированные клетки мышиной карциномы CT26, экспрессирующие 
PD-L1 или HER2/neu человека. РИК, содержащие изотоп 68Ga и предназначенные для выявления опухолей, вводили животным 
внутривенно в дозе 1,0–1,2 МБк. Накопление радиоактивности в специфических опухолях, несущих биомаркеры человека, оце-
нивали методом прямой дозиметрии через 0,5, 1,5 и 4 ч в сравнении с контрольными опухолями. Для терапии использовали 
РИК, содержащие 177Lu, которые вводили в дозе 0,8–1,6 МБк и исследовали аналогично в течение 96 ч после введения.
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Результаты. После введения мышам РИК, содержащих 68Ga, наибольшую разницу между специфическими и контрольными 
опухолями наблюдали на сроке 1,5 ч. В это же время отмечалось многократное превышение радиоактивности специфической 
опухоли над радиоактивностью крови и мышечной ткани, что должно обеспечивать высокую контрастность визуализации. По-
сле введения мышам РИК, содержащих 177Lu, радиоактивность в специфических опухолях сохранялась в течение 48 ч, что 
создавало длительное воздействие радиоизотопа на опухоль. При введении всех РИК происходила быстрая элиминация ра-
диоактивности из крови через мочу, что было связано с использованием наноантител, имеющих молекулярную массу 13 кДа 
и не содержащих участков взаимодействия с Fc-рецепторами. Отмечено значительное накопление и длительное сохранение 
радиоактивности в почках. В работе была выявлена зависимость биораспределения радиоактивности от использованного изото-
па: нормализованная по времени радиоактивность ряда органов и тканей, включая опухоли, после введения РИК, содержащих 
68Ga, была выше, чем после введения РИК той же специфичности, но содержащих радиоизотопы 177Lu. 

Заключение. Результаты исследования указывают на функциональную пригодность пар РИК наноантител с радиоизотопа-
ми 68Ga и 177Lu для тераностики злокачественных опухолей, экспрессирующих биомаркеры PD-L1 и HER2/neu.
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The aim of the study was to evaluate the applicability of radioimmunoconjugates (RIC) of nanobodies against PD-L1 and HER2/
neu for the diagnosis and therapy of malignant tumors.

Materials and Methods. The nanobodies to human biomarkers PD-L1 and HER2/neu were conjugated with radionuclides 68Ga and 
177Lu using the chelating agent DOTA. RIC biodistribution was studied in experimental models on F1 (DBA/2xBALB/c) mice, which were 
inoculated with genetically modified CT26 murine carcinoma cells expressing human PD-L1 or HER2/neu. RICs containing the isotope 68Ga 
and intended for tumor detection were administered to animals intravenously at a dose of 1.0–1.2 MBq. In 0.5, 1.5, and 4 h the radioactivity 
accumulation in specific tumors carrying human biomarkers was assessed using direct dosimetry compared with control tumors. RICs 
containing 177Lu were administered for therapy at a dose of 0.8–1.6 MBq, and studied similarly for 96 h after administration. 

Results. After RICs containing 68Ga were administered to mice, the greatest difference between specific and control tumors was 
observed in 1.5 h. At the same time, there was a multiple excess of the specific tumor radioactivity over the blood and muscle tissue 
radioactivity, which should provide high contrast imaging. After administering RICs containing 177Lu to mice, the radioactivity in specific 
tumors persisted for 48 h producing a long-term effect of the radioisotope on the tumor. With the introduction of all RICs, there was 
a rapid elimination of radioactivity from the blood through urine, which was associated with the use of nanobodies with a molecular 
weight of 13 kDa and not containing sites of interaction with Fc receptors. There were found the significant accumulation and long-term 
retention of radioactivity in the kidneys. The work revealed a dependence of the radioactivity biodistribution on the isotope used: the time-
normalized radioactivity of some organs and tissues, including tumors, after the administration of RICs containing 68Ga appeared to be 
higher than after administering the RICs of the same specificity, but containing 177Lu radioisotopes.

Оценка функциональной пригодности радиоиммуноконъюгатов наноантител против PD-L1 и HER2/neu
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Введение

Использование селективных радиоконъюгатов, 
специфичных к биомаркерам, открыло новые воз-
можности для диагностики и терапии онкологических 
заболеваний. Радионуклид в таких радиофармпре-
паратах присоединен к направленному на мишень 
вектору: целому моноклональному антителу, его 
фрагменту, каркасному белку, пептидному лиган-
ду или другой небольшой молекуле. Тераностикой 
в радионуклидной терапии называют использование 
связывающейся с одной молекулярной мишенью 
пары радиофармацевтических препаратов, один из 
которых применяется для диагностики, а другой — 
для терапии опухолей. Тераностика открывает боль-
шие возможности для персонализированной терапии 
опухолей, позволяя заранее оценить эффективность 
того или иного подхода при лечении пациента [1]. 
В последнее десятилетие в тераностике опухолевых 
заболеваний достигнут большой прогресс. Он прежде 
всего связан с использованием лигандов соматоста-
тинового рецептора (SSTR), а также лигандов про-
статспецифического мембранного антигена (PSMA), 
меченных радионуклидами 68Ga и 177Lu [2–4].

Белки PD-L1 и HER2/neu представляют собой 
хорошо изученные биомаркеры опухолевых забо-
леваний. PD-L1 является лигандом рецептора про-
граммируемой клеточной гибели PD1. Он консти-
тутивно экспрессируется в ряде клеток иммунной 
системы, в некоторых эпителиальных клетках и клет-
ках многих опухолей. Этот белок является одной из 
ключевых контрольных точек иммунитета, которую 
опухолевые клетки используют для уклонения от 
иммунного ответа. Связывание PD-L1 на поверхно-
сти антиген-презентирующих клеток с рецептором 
PD1, экспрессируемым T-лимфоцитами, приводит 
к подавлению пролиферации и цитотоксичности 
T-лимфоцитов, а также к продукции ими цитокинов 
[5, 6]. При этом экспрессия PD-L1 на поверхности 
опухолевых клеток может блокировать иммунный 
ответ, способствуя росту опухоли [7–9]. Тирозинки-
наза HER2/neu (рецептор эпидермального фактора 
роста человека 2‑го типа) является белком семей-
ства рецепторов эпидермального фактора роста. 
Гетеродимеризация этого белка с другими членами 
семейства, а также его гомодимеризация приводят 
к активации сигнальных каскадов и пролиферации 
клеток [10–12]. При раке молочной железы, желудка, 
яичников, легких и матки часто наблюдается повы-
шенная экспрессия HER2/neu, ведущая к его диме-
ризации и, как следствие, к постоянной активации 
сигнальных путей [10]. Для терапии опухолей с повы-

шенной экспрессией PD-L1 и HER2/neu применяют 
блокировку этих биомаркеров моноклональными 
антителами, а также используют конъюгаты анти-
тело–лекарство [8, 13].

Гиперэкспрессия PD-L1 и HER2/neu связана 
с агрессивным развитием заболевания, при этом 
возможно использование для терапии конъюгатов, 
специфически связывающихся с этими биомар-
керами. Отсутствие выраженной экспрессии PD-
L1 и HER2/neu на поверхности опухолевых клеток 
делает нецелесообразным селективное воздей-
ствие на эти белки. Таким образом, определение 
уровня экспрессии PD-L1 и HER2/neu имеет боль-
шую прогностическую ценность и необходимо при 
выборе терапии. Для оценки уровня экспрессии 
применяется инвазивная биопсия с последующим 
иммуногистохимическим анализом, что является 
стандартной практикой при лечении пациентов. 
Однако этот метод не учитывает пространственную 
гетерогенность и временную динамику экспрессии 
PD-L1 и HER2/neu. Соответственно, неинвазивное 
определение статуса этих биомаркеров с исполь-
зованием методов визуализации, прежде всего 
позитронно-эмиссионной томографии, является 
важным дополнением для исследования с приме-
нением иммуногистохимии.

Создание тераностических пар радиофармпре-
паратов для диагностики и  лечения опухолей, спе-
цифически связывающихся с  PD-L1 или с  HER2/
neu, является актуальной задачей. В  настоящей 
работе мы исследовали радиоиммуноконъюгаты 
(РИК), изготовленные на основе наноантител против 
PD-L1 и  HER2/neu. Наноантитела, имеющие массу  
12–15   кДа, представляют собой антигенсвязываю-
щие VHH-фрагменты, образованные только тяжелы-
ми цепями антител IgG, которые обнаружены в  се-
мействе парнокопытных млекопитающих Camelidae. 
Эти наноантитела также называются VHH-антите-
лами. Наноантитела, имеющие массу 12–15 КДа, 
обладают меньшей иммуногенностью и значительно 
большей стабильностью, чем целые моноклональ-
ные антитела с  массой 150 кДа [14]. Поскольку на-
ноантитела не гликозилированы, их можно получать, 
в  отличие от моноклональных антител, в  прокарио-
тах, снижая этим стоимость производства. Петля до-
мена CDR3 у  наноантител длиннее, чем у  обычных 
IgG, что вместе с малым размером позволяет нано-
антителам связываться со скрытыми эпитопами [15]. 
В последние годы опубликованы работы по изучению 
радиофармпрепаратов на основе наноантител, вклю-
чая публикации об исследованиях РИК наноантител 
против PD-L1 и HER2/neu [16–23].

Conclusion. The findings indicated the functional suitability of the pairs of RIC nanobodies with 68Ga and 177Lu radioisotopes for 
theranostics of malignant tumors expressing PD-L1 and HER2/neu biomarkers.

Key words: radioimmunoconjugates; nanobodies; radionuclides; PD-L1; HER2/neu; theranostics.
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При использовании тераностической пары 
радиофармацевтических препаратов желательно, 
чтобы они различались только радионуклидами, 
а векторные молекулы были бы одинаковыми. Этот 
подход облегчает стандартизацию и упрощает ло-
гистику изготовления радиоконъюгатов, что повы-
шает качество лечения и снижает его стоимость. 
Нами были синтезированы две тераностические 
пары РИК, каждая на основе одного наноантитела: 
68Ga-VHH PD-L1 и 177Lu-VHH PD-L1, 68Ga-VHH HER2/
neu и 177Lu-VHH HER2/neu. При их изготовлении 
был использован один хелатирующий агент DOТА 
и радионуклиды 68Ga и 177Lu. Галлий‑68 — изотоп 
с периодом полураспада 68 мин, излучающий пози-
троны и применяемый для диагностики при помощи 
позитронно-эмиссионной томографии [24]. Люте-
ций‑177 — изотоп с периодом полураспада 6,65 сут, 
являющийся источником β-излучения и используе-
мый для терапии опухолей [25].

Цель исследования — изучение функциональ-
ной пригодности (возможности применения) РИК на-
ноантител против PD-L1 и HER2/neu для диагностики 
и терапии опухолей. Для этого были определены спе-
цифичность связывания РИК с  целевым антигеном 
опухоли и  динамика биораспределения РИК в  орга-
низме мышей.

Материалы и методы

Аффинные к PD-L1 человека и к HER2/neu 
антитела. Объектами исследования служили конъ-
югированные с радиоизотопами рекомбинантные 
однодоменные тяжело-цепные антитела (наноанти-
тела, VHH), распознающие эпитоп PD-L1 (VHH-PD-
L1) и HER2/neu (VHH-HER2/neu) человека (предо-
ставлены ООО «Иннова плюс», Россия).

Синтез РИК. Для получения хелатирующих 
предшественников использовали наноантитела, 
специфичные к  биомаркерам PD-L1 и  HER2/neu, 
и  коммерчески доступный бифункциональный хе-
латирующий агент p-SCN-Bn_DOTA (Macrocyclics, 
США). Для синтеза РИК, содержащих 68Ga, приме-
няли элюат генератора галлия‑68 (АО «Циклотрон», 
Россия) в  виде раствора хлорида галлия в  0,1 М 
хлористоводородной кислоты. К  100 мкг хелатиру-
ющего предшественника, растворенного в  20 мкл 
50 мМ аммоний-ацетатного буфера (рН=7,5), добав-
ляли 100 мкл 50  мМ аммоний-ацетатного буфера 
(рН=7,5) и 100 мкл элюата генератора, содержавше-
го 30–50 МБк 68Ga. Реакционную смесь инкубирова-
ли в течение 15 мин с  использованием термошей-
кера TS‑100C (SIA Biosan, Латвия) при 1000 об./мин 
и  70°C в  защитном ламинарном боксе. Специфиче-
ская активность РИК составляла 0,3–0,5 МБк/мкг.

Для получения РИК, содержащих 177Lu, исполь-
зовали раствор хлорида лютеция (177Lu) без носи-
теля в 0,1 М HCl (ГНЦ НИИАР ГК Росатом, Россия). 
100 мкг хелатирующего предшественника разбав-

ляли 100 мкл 50 мМ раствора ацетата аммония. 
Полученную смесь подкисляли 22,5 мкл 0,1 М со-
ляной кислоты до значения pH, равного ~5,5–5,8, 
и добавляли [177Lu]LuCl3 (15–45 МБк, 2,5 мкл). Ра-
диомечение 177Lu проводили в закрытой пробир-
ке при 37°C в течение 60 мин в присутствии кис-
лорода воздуха, перемешивали в термошейкере  
(1000 об./мин) в защитном ламинарном боксе.

Полученные РИК анализировали методами 
радио‑тонкослойной хроматографии с использова-
нием пластинок ITLC SG (Agilent, США) и радио-
высокоэффективной жидкостной хроматографии, ко-
торую выполняли с помощью хроматографа Ultimate 
3000 (Dionex, США) и колонки Superdex 75 Increase 
(Cytiva, США). Специфическая активность РИК со-
ставляла 0,15–0,45 МБк/мкг. Радиохимическая чи-
стота всех РИК была не менее 95%.

Оценка специфического связывания РИК с ан-
тигенами с помощью магнитных частиц. Специ-
фическую активность РИК определяли, как описано 
ранее [26], используя коммерчески доступные магнит-
ные частицы, покрытые протеином  А (SureBeads, кат. 
№161–4013; Bio-Rad, США; MagBeads, кат. №L00273; 
MagBio Genomics, США или SileksMag, кат. №K0181; 
SileksMag, Россия).  Для этого специфический анти-
ген, конъюгированный с Fc-фрагментом (PD-L1-Fc или 
HER2/neu-Fc), иммобилизовывали на магнитных ча-
стицах. Затем частицы инкубировали с раствором РИК 
(0,5–4,0  мкг/мл). После отмывания частиц от несвя-
завшегося РИК измеряли их радиоактивность с помо-
щью радиометра активности радионуклидов Triathler 
и программного обеспечения Triathler Becquerel Finder 
(Hidex, Финляндия). Для контроля РИК инкубировали 
с частицами, не покрытыми антигеном. Показателем 
специфического связывания РИК служила доля ра-
диоактивности, связавшейся с покрытыми антигеном 
частицами, от радиоактивности, исходно добавлен-
ной в  инкубационную пробу. Тестированию in vivo 
подвергали РИК, у  которых доля радиоактивности, 
специфически связавшейся с белками-мишенями на 
магнитных частицах, составляла 70–90% от радиоак-
тивности, добавленной в пробу.

Биологические модели для тестирования 
РИК in vivo. Исследование динамики биораспре-
деления РИК проводили с помощью разработанных 
нами биологических моделей. Для тестирования 
РИК на основе VHH-PD-L1 использовали клетки 
штамма CT26-PD-L1, представляющие собой генно-
модифицированные клетки CT26 карциномы кишеч-
ника мышей BALB/c, экспрессирующие на мембране 
PD-L1 человека. Создание и характеристики био-
логической модели, основанной на этих клетках, 
описаны ранее [27]. Для оценки динамики биора-
спределения РИК, созданных на основе наноантител 
VHH-HER2/neu, использовали клетки штамма CT26-
HER2/neu, которые были созданы также методом 
генной инженерии. Их получение и основные свой
ства описаны ниже.

Оценка функциональной пригодности радиоиммуноконъюгатов наноантител против PD-L1 и HER2/neu
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Биологическая модель для тестирования 
РИК на основе VHH-HER2/neu. Штамм CT26-
HER2/neu был получен методом ретровирусной 
трансдукции клеток мышиной карциномы CT26 
плазмидой pQCXIP-HER2/neu. Донором кДНК 
HER2/neu для создания вектора служили клетки 
меланомы человека линии MeWo. Клетки штамма 
CT26-HER2/neu, в отличие от родительских мыши-
ных клеток CT26, имели высокую экспрессию гена 
и белка HER2/neu человека, что было подтвержде-
но с помощью полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени и проточной иммуноци-
тофлоуриметрии (рис. 1). Штамм обладал высокой 
стабильностью и сохранял исходный уровень экс-
прессии биомаркера в процессе культивирования 
на протяжении 15 пассажей (срок наблюдения) как 
в присутствии селективного антибиотика, так и при 
его отсутствии. При подкожном введении 5 млн 
клеток CT26-HER2/neu сублетально облученным 
мышам F1(DBA/2xBALB/c) на 9–11‑й дни у живот-
ных формировались солидные опухоли объемом 
100–500 мм3. Содержание клеток, имеющих на 
мембране HER2/neu человека, на 15–17‑е сутки 
роста опухолей составляло 30–40% (рис. 1, б). 
После эксплантации и культивирования in vitro кле-
ток из этих опухолей в течение 11 сут содержание 
HER2/neu-позитивных клеток возрастало до 99%, 
что свидетельствовало о высокой стабильности 
экспрессии биомаркера клетками штамма CT26-
HER2/neu (рис. 1, в). Количество молекул HER2/
neu, определенное путем связывания с РИК, со-
ставило 1,6 млн на клетку.

Эксперименты на животных. Эксперимен-
ты проводили на мышах F1(DBA/2хBALB/c) обоего 
пола. Мышей содержали в стандартных условиях 
в соответствии с Директивой 2010/63/EU Европей-
ского парламента и совета Европейского Союза от 
22 сентября 2010 г. по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях. Исследование одобрено 

этическим комитетом Российского научного центра 
радиологии и хирургических технологий им. ака-
демика А.М. Гранова (Санкт-Петербург, Россия). 
В день начала эксперимента мышей облучали на 
терапевтическом рентгеновском аппарате (доза 
5 Гр). Эта доза облучения была подобрана в серии 
предварительных экспериментов с целью снизить 
иммунореактивность животных в отношении ан-
тигенов человека. Облучение мышей в дозе 5 Гр 
не вызывало гибели животных в течение 6 мес. 
В контрольных опытах использовали необлученных 
интактных мышей. Клетки СТ26-PD-L1 или CT26-
HER2/neu, стабильно экспрессирующие на мем-
бране биомаркеры человека, трансплантировали 
подкожно в количестве 5·106 клеток на мышь в пра-
вый бок животного. Под кожу левого бока вводили 
1 млн контрольных клеток CT26, не экспрессирую-
щих биомаркеры человека.

Исследование динамики биораспределения 
РИК методом прямой радиометрии. В исследо-
вание брали мышей на 9–13‑е сутки после транс-
плантации опухолевых клеток. Животных наркоти-
зировали (Золетил 100, 30 мг/кг, и ксилавет, 8 мг/кг, 
внутримышечно), после чего в ретроорбитальный 
венозный синус вводили по 100 мкл растворов РИК. 
Объемная активность РИК, содержащих 68Ga, со-
ставляла 10–12 МБк/мл, 177Lu — 8–16 МБк/мл.

Через 0,5 1,5, 4, 24, 48 и  96 ч после введения 
антител, конъюгированных с  радиоизотопом 177Lu 
(время полураспада 6,65 сут), или через 0,5, 1,5 и 4 
ч после введения антител, меченных радиоизотопом 
68Ga (время полураспада 68 мин), проводили иссле-
дование биораспределения в организме эксперимен-
тальных животных. Для этого мышей умерщвляли 
введением избыточной дозы Золетила 100, после 
чего производили вскрытие и  отбирали образцы 
тканей и  биологических жидкостей. Количественное 
определение активности радионуклидов в  образцах 
проводили с  помощью радиометра активности ра-

Рис. 1. Выявление экспрессии HER2/neu человека методом проточной иммуноцитофлуориметрии на роди-
тельских мышиных клетках CT26 (а) и на рекомбинантных клетках CT26-HER2/neu в культуре (б); в суспен-
зии клеток опухоли, извлеченной на 15-е сутки после трансплантации мыши клеток CT26-HER2/neu (в), и в 
той же суспензии клеток из опухоли после 11 сут культивирования in vitro (г)

К.О. Авров, С.В. Шатик, О.А. Шашкова, А.А. Пиневич, Л.А. Терехина, …, М.П. Самойлович
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дионуклидов Triathler (Hidex, Финляндия), используя 
для 68Ga энергетическое окно 150–350 каналов, для 
177Lu — 0–150 каналов. Значения радиоактивно-
сти изъятых органов и  тканей пересчитывали для 
времени вскрытия (нулевой временнóй точки) по 
формуле: А0=АТ1·е^(Ln(2)·(T1–T0)/T1/2), где А0 — ак-
тивность образца на момент вскрытия, Бк; АТ1 — ак-
тивность образца на момент измерения активности, 
Бк; T1 — время измерения активности,  ч; T0 — вре-
мя вскрытия, ч; T1/2 — период полураспада,  ч. За-
тем вычисляли показатель радиоактивности ткани 
в  процентах от введенной активности в  пересчете 
на 1 г ткани.

Статистическая обработка данных. При 
статистической обработке экспериментальных дан-
ных использовали программу GraphPad Prizm 10. 
Данные представлены в виде гистограмм с обозна-
чением стандартного отклонения для каждого сред-
него значения (m±σ). Для оценки различий между 
двумя независимыми выборками использовали U-
критерий Манна–Уитни. Результаты считали ста-
тистически значимыми при p≤0,05. Все результаты 
получены не менее чем в трех повторах.

Результаты

Чтобы исследовать биораспределение РИК, 
были созданы модели опухолей человека. Для их 
создания мышам F1(DBA/2xBALB/c) вводили мыши-
ные генно-модифицированные клетки СT26-PD-L1 
или СT26-HER/neu, экспрессирующие человеческие 
биомаркеры опухолей PD-L1 или HER2/neu. Этим 
же животным прививали контрольную опухоль вве-
дением мышиных клеток СТ26. Для образования 
опухолей иммунореактивность мышей была пред-
варительно снижена сублетальной дозой рентге-

новского облучения (5 Гр). Влияние рентгеновского 
облучения на биораспределение РИК не обнаруже-
но: после введения 68Ga-VHH HER2/neu накопление 
радиоактивности в органах и тканях мышей, облу-
ченных за 8 сут до вскрытия, не отличалась от такого 
накопления у необлученных (рис. 2). Аналогичные 
результаты получены после введения 177Lu-VHH PD-
L1 (данные не показаны).

Биораспределение 68Ga-VHH PD-L1 или 68Ga-
VHH HER2/neu исследовали через 0,5, 1,5 и 4 ч 
после введения в кровь мышей. Установлено, что 
происходило быстрое удаление радионуклида 68Ga 
из кровотока мышей через мочевыделительную си-
стему (рис. 3). Через 1,5 ч радиоактивность крови 
не превышала в среднем 2,5%. (Здесь и далее ра-
диоактивность будет представлена в процентах от 
введенной дозы на 1 г веса ткани.) При этом обна-
ружено значительное накопление радиоактивности 
в почках, причем оно было максимальным через 
30 мин после введения 68Ga-VHH PD-L1 и через 1,5 ч 
после введения 68Ga-VHH HER2/neu. Вероятно, это 
связано с более интенсивным выведением 68Ga-VHH 
PD-L1 с мочой.

Через 1,5 и 4 ч после введения 68Ga-VHH PD-
L1 или 68Ga-VHH HER2/neu радиоактивность спе-
цифической опухоли была выше, чем контрольной 
(рис.  4). Это показывает наличие селективного 
связывания РИК с целевыми биомаркерами PD-L1 
и HER2/neu, экспрессируемыми клетками специ-
фической опухоли. Общей закономерностью после 
введения этих РИК было быстрое снижение радио
активности контрольной опухоли, в результате чего 
наибольшее превышение радиоактивности специ-
фической опухоли над радиоактивностью контроль-
ной достигалось через 1,5 ч. Максимальное зна-
чение радиоактивности в специфической опухоли 

Рис. 2. Биораспределение радиоиммуноконъю-
гатов 68Ga-VHH HER2/neu через 1 ч после введе-
ния интактным мышам и мышам, облученным за 
8 дней до вскрытия рентгеновским излучением в 
дозе 5 Гр
По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, 
доля в процентах от введенной радиоактивности. 
Результаты представлены в виде m±σ; * p<0,05
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Рис. 3. Изменение радиоактивности крови, мочи, почек и мочевого пузыря после введения радиоиммуно-
конъюгатов:
а — 68Ga-VHH PD-L1; б — 68Ga-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, доля в процентах от 
введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ

Рис. 4. Радиоактивность специфической и неспецифической опухолей после введения радиоиммуноконъ-
югатов:
а — 68Ga-VHH PD-L1; б — 68Ga-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, доля в процентах от 
введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ; * p<0,05, ** p<0,001

68Ga-VHH PD-L1 составило в среднем 11,4% после 
введения 68Ga-VHH PD-L1 и 4,0% после введения 
68Ga-VHH HER2/neu (см. рис. 4). Благодаря селек-
тивному связыванию 68Ga-VHH PD-L1 и 68Ga-VHH 
HER2/neu радиоактивность в специфической опу-
холи была больше, чем радиоактивность в других 
органах и тканях, за исключением почек (рис. 5). 
Данная разница была статистически значимой для 
крови и мышечной ткани через 1,5 и 4 ч (рис. 6), при-

чем через 1,5 ч она была наибольшей. Это должно 
обеспечивать контрастность визуализации при ди-
агностике опухолей с использованием позитронно-
эмиссионной томографии. Так, через 1,5 ч после 
введения 68Ga-VHH PD-L1 радиоактивность спе-
цифической опухоли превышала радиоактивность 
в крови в 4,5 раза, в мышечной ткани — в 14,1 раза. 
Для 68Ga-VHH HER2/neu это превышение составило 
соответственно 3,1 и 9,4 раза.

К.О. Авров, С.В. Шатик, О.А. Шашкова, А.А. Пиневич, Л.А. Терехина, …, М.П. Самойлович
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Рис. 5. Динамика биораспределения радиоимму-
ноконъюгатов в организме мышей с опухолями:
а — 68Ga-VHH PD-L1, б — 68Ga-VHH HER2/neu. 
По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, 
доля в процентах от введенной радиоактивности. 
Результаты представлены в виде m±σ

а

б

Рис. 6. Изменение радиоактивности специфической опухоли, крови и мышечной ткани после введения ра-
диоиммуноконъюгатов:
а — 68Ga-VHH PD-L1; б — 68Ga-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, доля в процентах от 
введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ; * p<0,05, ** p<0,001

а б

Исследование биораспределения в  организме 
мышей РИК, содержащих 177Lu, проводили в течение 
96 ч после введения, что обусловлено временем по-
лураспада этого изотопа. После введения 177Lu-VHH 
PD-L1 или 177Lu-VHH HER2/neu также происходило 
быстрое снижение радиоактивности крови: через 4 ч 
ее значение не превышало 0,25% (см. рис.  6). Это 

было следствием того, что после введения данных 
РИК радионуклиды также интенсивно выводились 
с мочой, при этом значительная их часть задержива-
лась в почках, где накопление радиоактивности было 
наибольшим по сравнению с другими органами и тка-
нями (рис.  7 и  8). Радиоактивность специфической 
опухоли была сопоставима (для 177Lu-VHH HER2/

Оценка функциональной пригодности радиоиммуноконъюгатов наноантител против PD-L1 и HER2/neu
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Рис. 7. Изменение радиоактивности крови, мочи, почек и мочевого пузыря после вве-
дения радиоиммуноконъюгатов:
а — 177Lu-VHH PD-L1; б — 177Lu-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г тка-
ни, доля в процентах от введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ; 
* p<0,05

а

б

neu) или меньше (177Lu-VHH HER2/neu), чем радио-
активность легких, печени и  селезенки, но больше, 
чем остальных органов и тканей, исключая почки (см. 
рис. 8; рис. 9).

В течение 48 ч после введения 177Lu-VHH PD-
L1 или 177Lu-VHH HER2/neu радиоактивность спе-
цифической опухоли превышала радиоактивность 
контрольной опухоли (см. рис. 9). Эти данные демон-
стрируют, что 177Lu-VHH PD-L1 и 177Lu-VHH HER2/neu 
также специфично связываются in vivo с опухолью, 
экспрессирующей целевой биомаркер. Накопление 
радиоактивности в специфической опухоли достига-
ло максимума через 4 ч: в среднем 6,6% для 177Lu-
VHH PD-L1 и 2,3% для 177Lu-VHH HER2/neu. Далее 
радиоактивность специфической опухоли медленно 
снижалась, что может обеспечить длительное тера-
певтическое воздействие.

На рис. 10 показано соотношение площадей под 
кривой для графиков радиоактивности специфиче-

ской и контрольной опухолей, а также крови в течение 
96 ч после введения 177Lu-VHH PD-L1 и 177Lu-VHH 
HER2/neu. Отношения этих площадей для специфи-
ческой и контрольной опухоли составили 19,8 после 
введения 177Lu-VHH PD-L1 и 15,6 после введения 
177Lu-VHH HER2/neu (см. таблицу). Такие высокие 
значения подтверждают селективность связывания 
РИК со специфической опухолью. Отношения таких 
площадей для специфической опухоли и крови были 
соответственно 38,9 и 25,5. Это значит, что примене-
ние РИК для терапии не должно приводить к значи-
тельному радиационному воздействию на организм.

В настоящей работе исследована зависимость 
биораспределения РИК не только от входящих в их 
состав наноантител, но и от радионуклидов, так как 
в литературе мы не нашли данные по сравнению 
биораспределения РИК, содержащих одни и те же 
наноантитела, с этими радионуклидами. Проведе-
но сравнение радиоактивности органов и тканей 
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Рис. 8. Динамика биораспределения радиоиммуноконъюгатов в организме мышей:
а — 177Lu-VHH PD-L1; б — 177Lu-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, 
доля в процентах от введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ

Рис. 9. Сравнение динамики радиоактивностей специфической опухоли СT26-PD-L1 или СT26-HER2/neu и 
контрольной опухоли СT26 после введения радиоиммуноконъюгатов:
а — 177Lu-VHH PD-L1; б — 177Lu-VHH HER2/neu. По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, доля в процентах от 
введенной радиоактивности. Результаты представлены в виде m±σ; * p<0,05, ** p<0,001

а б
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Рис. 10. Графики зависимости радиоактивности специфической и контрольной опухо-
лей и крови от времени после введения радиоиммуноконъюгатов:
а — 177Lu-VHH PD-L1; б — 177Lu-VHH HER2/neu

Рис. 11. Биораспределение 68Ga-VHH PD-L1 и 
177Lu-VHH PD-L1 через 1,5 ч после введения 
По оси ординат — радиоактивность 1 г ткани, 
доля в процентах от введенной радиоактивности. 
Результаты представлены в виде m±σ; * p<0,05,  
** p<0,001

мышей через 1,5 ч после введения 68Ga-VHH PD-L1 
и 177Lu-VHH PD-L1. Для того чтобы провести такое 
сравнение, был учтен быстрый распад 68Ga путем 
нормализации радиоактивности на время введения. 
Показано, что в специфической и неспецифической 
опухолях, крови, сердце и печени накопление нано-

антител, меченных 68Ga, кратно превышает накопле-
ние наноантител, меченных 177Lu (рис. 11). Важно: 
эти препараты были изготовлены на основе одного 
наноантитела и имели один хелатирующий агент 
DOTA, что уменьшает варианты интерпретаций по-
лученных результатов.

Площади под кривой (ППК, %ID/g-h) графиков зависимости радиоактивности 
от времени после введения радиоиммуноконъюгатов (m±σ) и отношения ППК 
специфической и контрольной опухолей, а также специфической опухоли и крови

177Lu-VHH PD-L1 177Lu-VHH HER2/neu
ППК0–96 CT26-PD-L1 187,3±12,4 ППК0–96 HER2/neu 95,3±9,7
ППК0–96 CT26 9,4±0,8 ППК0–96 CT26 6,1±0,5
ППК0–96 кровь 4,7±0,4 ППК0–96 кровь 3,7±0,3
ППК0–96 CT26-PD-L1/ 
ППК0–96 CT26

19,8 ППК0–96 CT26-HER2/neu/ 
ППК0–96 CT26

15,6

ППК0–96 CT26-PD-L1/ 
ППК0–96 кровь

38,9 ППК0–96 CT26-HER2/neu/ 
ППК0–96 кровь

25,5

К.О. Авров, С.В. Шатик, О.А. Шашкова, А.А. Пиневич, Л.А. Терехина, …, М.П. Самойлович

68Ga-VHH PD-L1 177Lu-VHH PD-L1

ба



СТМ ∫ 2026 ∫ том 18 ∫ №2   35

БИОТЕХНОЛОГИИ

Обсуждение

Основная цель работы заключалась в том, чтобы 
продемонстрировать возможность использования 
пар РИК наноантител с радиоизотопами для тера-
ностики опухолей, экспрессирующих биомаркеры 
PD-L1 и HER2/neu. Наноантитела были конъюги-
рованы с 68Ga, используемым в диагностических 
целях, и с 177Lu, применяемым для терапии опухо-
лей. Результаты показали наличие специфического 
связывания всех РИК с опухолями, экспрессирую-
щими PD-L1 или HER2/neu соответственно. Показа-
но также, что после введения этих РИК в кровоток 
происходит интенсивное выведение радионуклидов 
68Ga и 177Lu через мочевыделительную систему. Это 
обусловлено тем, что молекулярная масса белковых 
молекул в РИК меньше пороговой массы, равной 
65 кДа. Благодаря этому данные молекулы могут 
проходить через почечный барьер и выводиться 
с мочой [28, 29]. В результате наблюдается быс-
трое падение радиоактивности органов и тканей. 
Известно, что фрагменты антител, включая VHH, 
удаляются из крови гораздо быстрее, чем целые 
моноклональные антитела, период полувыведения 
которых составляет несколько суток из-за большой 
молекулярной массы (150 кДа) и обусловленной 
этим невозможности пройти через почечный фильтр 
из крови в первичную мочу [30–32]. Еще одним пре-
имуществом РИК на основе наноантител и других 
низкомолекулярных векторных молекул является 
отсутствие Fc-фрагмента. Этот фрагмент целых 
моноклональных антител связывается в организме 
с неонатальным рецептором Fc-фрагмента (FcRn), 
экспрессируемым клетками организма, включая 
эндотелиальные клетки кровеносных сосудов, что 
препятствует деградации моноклональных антител 
в лизосомах после эндоцитоза, приводит к их рецир-
куляции обратно к клеточной поверхности и, соот-
ветственно, к задержке в крови [33, 34]. Кроме того, 
у таких РИК нет обусловленных данным фрагментом 
эффекторных функций, которые необходимы для 
функционирования иммунной системы, но в ряде 
случаев могут быть нежелательны для радиофарм
препаратов [35, 36].

Более низкий молекулярный вес наноантител 
и других векторных молекул обусловливает еще 
одну особенность их фармакокинетики по сравне-
нию с целыми антителами. Помимо интенсивного 
выведения из организма с мочой VHH и другие фраг-
менты быстрее и равномернее проникают в ткань 
специфической опухоли [37]. Благодаря сочетанию 
этих свойств происходит быстрое и значительное 
превышение радиоактивности опухоли, экспрессиру-
ющей целевые биомаркеры, над радиоактивностью 
крови и мышечной ткани. Это делает возможным 
использование РИК с короткоживущими изотопа-
ми, такими как 68Ga, для контрастной визуализации 
опухолей. Быстрое выведение радионуклидов из 

кровотока также приводит к снижению радиационной 
нагрузки при терапии опухолевых заболеваний. Ис-
следованные ранее радиоконъюгаты, созданные на 
основе небольших каркасных белков и фрагментов 
антител, быстрее выводились из крови и больше 
накапливались в почках по сравнению с целыми 
антителами [18–22].

Одной из проблем при использовании РИК на 
основе наноантител является относительно высокая 
скорость выведения радионуклидов из специфиче-
ской опухоли: через 96 ч после введения таких РИК, 
содержащих 177Lu, радиоактивность опухоли была 
крайне мала (см. рис. 9). Это является следстви-
ем быстрого выведения РИК из крови, в результате 
чего только небольшая часть меченых наноантител 
достигает цели. Для достижения высокой целевой 
радиационной нагрузки РИК можно вводить несколь-
ко раз [38]. Другой проблемой является накопление 
радиоактивности в почках. Выведение РИК на ос-
нове наноантител через мочевыделительную систе-
му приводит к значительной радиоактивности этих 
органов, вероятно из-за того, что металл-хелатные 
комплексы задерживаются в лизосомах эпители-
альных клеток почечных канальцев при реабсорб-
ции из первичной мочи [28]. Это в первую очередь 
актуально для РИК, содержащих радионуклиды, 
используемые в терапевтических целях, чье излу-
чение скорее способно повредить ткани организма, 
чем излучение радионуклидов, применяемых для 
диагностики. В настоящее время в клинике для сни-
жения радиоактивности в почках вместе с некоторы-
ми радиофармпрепаратами вводят аргинин и лизин 
в качестве сопутствующих веществ. Конкурируя с ра-
диофармпрепаратом за сайты связывания, исполь-
зуемые при реабсорбции, эти вещества уменьшают 
накопление радиоактивности в почках. Исследуют 
и другие подходы для решения этой проблемы, в том 
числе предварительное нацеливание, присоедине-
ние альбуминсвязывающего домена, использование 
расщепляющихся линкеров [39–41].

Представленные результаты показывают воз-
можность применения пар РИК 68Ga-VHH PD-L1 
и 177Lu-VHH PD-L1, 68Ga-VHH HER2/neu и 177Lu-VHH 
HER2/neu для тераностики опухолей, экспрессиру-
ющих PD-L1 и HER2/neu. В каждой паре РИК разли-
чались только радионуклидами, но не векторными 
молекулами и хелатирующими агентами. Использо-
вание таких пар облегчит, как уже было отмечено, 
стандартизацию изготовления РИК, упростит логи-
стику лечебного процесса и снизит его стоимость. 
Ранее проведенные исследования [23, 42–45] конъ-
югатов радионуклидов с иммунными векторными 
молекулами, специфичными к PD-L1 или HER2/neu, 
не предусматривали подобного подхода.

В отличие от уже широко используемых для 
тераностики радиоконъюгатов на основе пептидов 
и других низкомолекулярных лигандов наноантите-
ла могут иметь селективность к любым эпитопам. 
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Соответственно, можно ожидать получения на ос-
нове наноантител новых тераностических пар РИК, 
специфичных к другим биомаркерам. Кроме того, 
РИК могут содержать другие изотопы, предназна-
ченные для диагностики или терапии. Радионуклиды 
различаются по излучению, периоду полураспада 
и токсичности, что дает возможность подобрать нуж-
ный изотоп при разработке радиофармпрепарата, 
предназначенного для решения конкретной задачи. 
Таким образом, возникает необходимость исследо-
вать и сравнивать большое количество РИК, раз-
личающихся векторными молекулами и/или радио
нуклидами. Это делает актуальным использование 
в доклинических исследованиях стандартизирован-
ных, охарактеризованных, воспроизводимых и же-
лательно недорогих экспериментальных моделей. 
Такими моделями являются генно-инженерные клет-
ки, созданные на основе опухолевых клеток мышей 
и несущие биомаркеры опухолей человека, которые 
могут быть привиты мышам с минимально моди-
фицированной или интактной иммунной системой 
[27, 46, 47]. Как было отмечено, в данной работе 
для образования опухолей мышам прививали гу-
манизированные клетки СT26-PD-L1 и СT26-HER2/
neu, созданные на основе мышиных клеток СT26 
и экспрессирующие соответственно PD-L1 и HER2/
neu человека.

Интересным и неожиданным наблюдением явля-
ется зависимость биораспределения исследованных 
РИК в органах и тканях не только от входящих в их 
состав наноантител, но и от радионуклидов. Пока-
зано, что в ряде органов и тканей, включая опухо-
ли, накопление наноантител, меченных 68Ga, крат-
но превышает накопление таких же наноантител, 
меченных 177Lu. Известно, что биораспределение 
радиофармпрепаратов, содержащих радиоактив-
ные изотопы металлов и галогенов, различно, по-
скольку галогены меньше задерживаются в почках 
[28]. Нами была получена существенная разница 
в биораспределении РИК, содержавших изотопы 
разных металлов.

Заключение

Показана функциональная пригодность пар РИК 
наноантител с радиоизотопами 68Ga и 177Lu для ди-
агностики и терапии опухолей, экспрессирующих 
биомаркеры PD-L1 и HER2/neu. Каждая пара РИК с 
одинаковой специфичностью была синтезирована с 
использованием одной и той же векторной молеку-
лы и одного и того же хелатирующего агента. Это 
дает возможность повысить надежность лечения 
и снизить его стоимость. Создание подобных те-
раностических пар радиофармпрепаратов на ос-
нове фрагментов моноклональных антител может 
открыть большие возможности для эффективного 
персонализированного лечения онкологических за-
болеваний. 
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