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Резюме. В опухолях нейроэктодермального происхождения наблюдается высокий уровень экспрессии дис-
иалоганглиозида GD 2, в то время как в нормальных тканях уровень его экспрессии существенно ниже, что делает 
GD 2 перспективной мишенью для диагностики злокачественных новообразований.

Цель исследования: синтезировать и охарактеризовать физико-химические свойства лабораторного об-
разца anti-GD 2-mAbs@SPIONs, приготовленного на основе суперпарамагнитных наночастиц, и предназначенного 
для диагностики злокачественных новообразований опухолей головного мозга.

Материалы и  методы. Покрытые карбоксиметил-декстраном суперпарамагнитные наночастицы ок-
сида железа (superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs), были синтезированы с использованием метода 
ко-преципитации в водной среде. Затем они были конъюгированы с антителами против GD 2, мечеными флуо-
ресцентным красителем (флуоресцеин‑5-малеимид). Далее конъюгат anti-GD 2-mAbs@SPIONs был очищен с по-
мощью диализа.

Концентрацию железа, покрытия (карбоксиметил-декстран) и белка (антитела против GD 2) в полученной на-
носуспензии измеряли с помощью тиоцианатного метода, с помощью количественной оценки реакции полимера 
с антроновым реактивом и по методу Бредфорда, соответственно. С применением динамического светорассеяния 
были получены данные о поверхностном заряде конъюгатау, установлен их гидродинамический размер и характер 
дисперсности. Анализ МР-контрастирующих свойств проводили с использованием метода МРТ фантомного об-
разца на ЯМР-спектрометре.

Взаимодействие конъюгата anti-GD 2-mAbs@SPIONs с  клетками линии U 251 (глиобластома человека) реги-
стрировали с помощью конфокальной микроскопии.

Результаты. Синтезирован и  охарактеризован с  использованием физико-химических методов лаборатор-
ный образец суперпарамагнитных наночастиц anti-GD 2-mAbs@SPIONs, распознающий дисиалоганглиозид GD 2 
на поверхности мембраны раковых клеток. Было показано специфичное накопление препарата в клетках глиобла-
стомы по сравнению с наночастицами, неконъюгированными с антителами против GD 2.

Заключение. Специфичность накопления магнитного конъюгата в  опухолевых клетках даёт надежду 
на возможность использования anti-GD 2-mAbs@SPIONs в диагностике злокачественных новообразований ЦНС, 
однако необходимы дальнейшие исследования.
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Summary. In tumors of neuroectodermal origin, a high level of expression of disialoganglioside GD 2 is observed, 
while in normal tissues its expression level is significantly lower, which makes GD 2 a promising target for the diagnostics 
of malignant neoplasms.

Purpose of the study: was to synthesize and characterize the physicochemical properties of a laboratory sample 
of antiGD 2-mAbs@SPIONs, prepared on the basis of superparamagnetic nanoparticles, and intended for the diagnostics of 
malignant neoplasms of brain tumors.

Materials and methods: Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) coated with carboxymethyl-
dextran were synthesized using the method of co-precipitation in an aqueous medium. They were then conjugated with 
antibodies against GD 2 labeled with a fluorescent dye (fluorescein‑5-maleimide). Next, the anti-GD 2-mAbs@SPIONs 
conjugate was purified by dialysis.

The concentration of iron, coating (carboxymethyl-dextran) and protein (antibodies against GD 2) in the resulting 
nanosuspension was measured using the thiocyanate method, by quantifying the reaction of the polymer with an antron 
reagent and by the Bradford method, respectively. Using dynamic light scattering, data on the surface charge of conjugates 
were obtained, their hydrodynamic size and the nature of dispersion were established. The analysis of MR-contrasting 
properties was carried out using the MRI method of a phantom sample on an NMR spectrometer.

The interaction of the anti-GD 2-mAbs@SPIONs conjugate with cells of the U 251 line (human glioblastoma) was 
recorded using confocal microscopy.

Results. A laboratory sample of superparamagnetic nanoparticles anti-GD 2-mAbs@SPIONs recognizing 
disialoganglioside GD 2 on the membrane surface of cancer cells was synthesized and characterized using physicochemical 
methods. A specific accumulation of the drug in glioblastoma cells has been shown in comparison with unconjugated 
nanoparticles.

Conclusion. The specificity of the accumulation of magnetic conjugate in tumor cells gives hope for the possibility 
of using anti-GD 2-mAbs@SPIONs in the diagnostics of malignant neoplasms of the central nervous system, however, 
further research is needed.

Key words: disialoganglioside GD 2, brain tumor, glioblastoma, conjugate

For citation: Romanova A. A., Fedorov V. S., Tagaeva R. B., Kosogornova A. O., Mazur A. S., Yudintceva N. M., Yakovleva L. Y., 
Bobkov D. E., Shevtsov M. A. Development of a conjugate of magnetic nanoparticles with antibodies against GD 2, designed for the 
diagnostics of brain tumors. Rossiiskii neirokhirurgicheskii zhurnal imeni professora A. L. Polenova. 2022;14(2):128–132

Введение. Глиобластома является наиболее рас-
пространенной злокачественной первичной опухо-
лью головного мозга у  взрослых, на  которую при-
ходится 57  % всех глиом и  48  % всех первичных 
злокачественных опухолей центральной нервной 
системы [1]. Несмотря на комплексное лечение муль-
тиформной глиобластомы, включающее в  себя хи-
рургическое удаление новообразования с  последу-
ющими курсами лучевой и  химиотерапии, медиана 
общей выживаемости не превышает 15 месяцев [2]. 
Одно из  перспективных направлений в  диагностике 
глиобластомы может быть основано на  использова-
нии суперпарамагнитных наночастиц оксида железа 
(SPIONs), которые в  настоящее время широко при-
меняются в биомедицине для магнитной сепарации, 
в качестве биосенсоров, контрастеров для магнитно-
резонансной томографии (МРТ), для управляемой 
локальной гипертермии опухолей, целевой доставки 
препаратов и  т. д. [3,4]. В  качестве МР-контрастных 
веществ используют, например, ферумоксиды и  фе-
рукарботран. Ферумоксиды (Feridex, Endorem обо-

значаются AMI‑25) представляют собой суперпара-
магнитные наночастицы оксида железа с покрытием 
из низкомолекулярного декстрана с размером частиц 
от  120 до  180 нм и  коэффициентом релаксивности 
r2 98,3 мМ –1с‑1. Ферукарботран (Resovist обозначается 
SHU 555A) представляет собой суперпарамагнитные 
наночастицы оксида железа с покрытием из карбок-
симетил-декстрана с размером частиц от 40 до 60 нм 
и  коэффициентом релаксивности r2 составляющим 
151,0 мМ –1с‑1 [5,6,7]. Концентрации железа в Feridex 
составляет 11,2 мг/мл, Resovist — 28,0 мг/мл [7].

Ганглиозиды, такие как GM3, GM2, GM1 и GD 1, 
экспрессируются во  многих нормальных тканях че-
ловека. Один из примеров — ганглиозид GM3, в изо-
билии присутствующий почти во  всех здоровых 
тканях. Антиген GD 2 представляет собой дисиало-
ганглиозид, сверхэкспрессируемый в  опухолях ней-
роэктодермального происхождения, в  то  время как 
в нормальных тканях экспрессия сильно ограничена, 
в основном, центральной нервной системой, перифе-
рическими чувствительными нервными волокнами, 
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кожными меланоцитами, лимфоцитами и  мезенхи-
мальными стволовыми клетками [8,9].

Хотя дисиалоганглиозид GD 2, по-видимому, уча-
ствует в  передаче сигналов клетками, его функция 
в нормальной клеточной физиологии до конца не вы-
яснена. Однако при злокачественных новообразо-
ваниях дисиалоганглиозид GD 2 способствует уси-
лению пролиферации опухолевых клеток, подвиж-
ности, миграции, адгезии и инвазии, в  зависимости 
от типа опухоли, и придает ей устойчивость к апоп-
тозу. Дисиалоганглиозид GD 2 важен для выживания 
раковых клеток и  обладает иммуносупрессивными 
свойствами, подавляя активацию Т-клеток и созрева-
ние дендритных клеток [8,9].

В 2015  году Управление по  санитарному надзо-
ру за  качеством пищевых продуктов и  медикамен-
тов США (FDA) одобрило использование препарата 
динутуксимаб — моноклональные антитела против 
GD 2 (mAb) для лечения нейробластомы высокого 
риска, после успешного завершения клинического 
испытания (COG ANBL0931) безопасности и токсич-
ности иммунотерапии у  пациентов с  нейробласто-
мой высокого риска в  2014  году. Это ознаменовало 
появление первого небелкового гликосфинголипида 
в  качестве мишени для иммунотерапии, тем самым 
расширив возможности для использования потенци-
альных фармацевтических мишеней [8].

Цель. Синтезировать и  охарактеризовать с  ис-
пользованием физико-химических методов лабора-
торный образец суперпарамагнитных наночастиц 
anti-GD 2-mAbs@SPIONs, распознающих дисиало-
ганглиозид GD 2 на поверхности мембраны раковых 
клеток для диагностики злокачественных новообра-
зований опухолей головного мозга.

Материалы и методы: Суперпарамагнитные на-
ночастицы оксида железа (SPIONs), покрытые кар-
боксиметил-декстраном, были получены в  водной 
среде по методу ко-преципитации из прекурсора солей 
железа под инертной атмосферой. На карбоксильные 
группы покрытия с  помощью СМС-карбодиимида 
были присоединены аминогруппы гуманизирован-
ного анти-GD 2 антитела, меченого флуоресцентным 
красителем (флуоресцеин‑5-малеимид) [10].

Очистку конъюгата от непрореагировавшего кра-
сителя проводили с применением метода диализа.

Концентрацию железа в  полученной наносу-
спензии измеряли с  помощью тиоцианатного мето-
да на  спектрофотометре при длине волны 575 нм; 
концентрацию белка — по колориметрическому ме-
тоду Бредфорда, карбоксиметил-декстрана — с  ис-
пользованием количественной реакции полимера 
с  антроновым реактивом. С  применением метода 
динамического светорассеяния Zetasizer Pro (Malvern 
Instruments, Великобритания) были получены дан-
ные о поверхностном заряде наночастиц, установлен 
их гидродинамический размер и  характер дисперс-
ности. Анализ МР-контрастирующих свойств про-
водили с использованием фантомного образца мето-
дом МРТ. Фантомные образцы представляют собой 

суспензию наночастиц в  фиксирующем материале 
(2 %-ый гель агар-агар). Т1- и Т2-взвешенные изобра-
жения фантомного образца были получены в режиме 
сканирования RARE-T1+T2 при рабочей частоте 400 
МГц на1 Н на ЯМР-спектрометре Bruker Avance 400 
(Bruker, Германия).

Оценку взаимодействия препарата anti-
GD 2-mAbs@SPIONs с  клеточной линией глиобла-
стомы человека U 251 регистрировали с  помощью 
конфокальной микроскопии. Суспензию клеток линии 
U 251 использовали для формирования сфероидов 
по методу висячей капли [11]. Инкубацию с препара-
том anti-GD 2-mAbs@SPIONs (концентрация по желе-
зу 150 мкг/мл) проводили в течение суток, после чего 
сфероиды фиксировали 4 %-ым раствором формаль-
дегида, ядра окрашивали флуоресцентным красите-
лем ДНК 4’,6-диамидино‑2-фенилиндолом (DAPI).

Результаты. В  полученном лабораторном об-
разце магнитного конъюгата концентрация железа 
составила 5,32 ± 0,83  мг/мл, концентрация белка — 
36,47 ± 0,62  мкг/мл, концентрация карбоксиметил-
декстрана — 40,50 ± 0,56  мкг/мл. Наличие белка 
в пробе свидетельствовало об успешной конъюгации 
антител с  наночастицами, при этом ёмкость соста-
вила 6,86 мкг антитела на  1  мг железа. Гидродина-
мический размер не конъюгированных с антителами 
(контрольных частиц) SPIONs составил 135,50 ± 3,70 
нм. Функционализация поверхности наночастиц 
приводила к  увеличению размера до  163,30 ± 5,31 
нм, дзета-потенциал также изменялся при присо-
единении антител с  — 34,28 ± 5,53 мВ в  контроле, 
до — 28,95 ± 0,41 мВ в магнитном конъюгате. Индекс 
полидисперсности был равен 0,15 ± 0,03 у  неконъ-
югированных наночастиц и  0,15 ± 0,02 у  конъюгата. 
Полученный размер и  дисперсность соответствова-
ли требованиям, предъявляемым к  наноносителям, 
а  заряд поверхности обеспечивал агрегационную 
стабильность препарата. Наличие магнитофореза 
подтвердило магнитные свойства полученного об-
разца anti-GD 2-mAbs@SPIONs. При проведении 
ЯМР-спектрометрии присутствие конъюгата anti-
GD 2-mAbs@SPIONs снижало время Т2 релаксации 
протонов окружающего материала до 12,24 ± 0,18 мс, 
по сравнению со значением 52,63 ± 0,18 для фиксиру-
ющего материала без суспензии наночастиц. Коэффи-
циент релаксивности r2 конъюгата anti-GD 2-mAbs@
SPIONs составил 163,4 ± 8,2 мМ –1с‑1, а отношение Т1/
Т2–153,98, что свидетельствовало о  суперпарамаг-
нитной природе наночастиц.

По сравнению с одобренными для клинического 
применения препаратами, коэффициент релаксивно-
сти полученного образца оказался выше.

Результаты, полученные после проведения кон-
фокальной микроскопии сфероидов U 251, инкубиро-
ванных с препаратом anti-GD 2-mAbs@SPIONs пред-
ставлены на рисунке 1. Было показано его специфи-
ческое накопление клетках глиобластомы по сравне-
нию с наночастицами, неконъюгированными с анти-
телами.
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Рисунок 1. Конфокальная микроскопия сфероидов клеток глиобластомы человека U 251, инкубированных с препаратом anti-
GD 2-mAbs@SPIONs.
(А) Сфероид клеток глиобластомы U 251; (Б) Сфероид U 251 после инкубации с неконъюгированными SPIONs в течение 24 
часов; (В) Сфероид U 251 после инкубации с препаратом anti-GD 2-mAbs@SPIONs (красный) в течение 24 часов. Ядра окрашены 
DAPI (синий). Наночастицы детектировали с помощью отражающего лазерного сканирования (зелёный). Белыми стрелками 
указаны агрегаты наночастиц. Шкала, 50 мкм.
Figure 1. Confocal microscopy of U 251 human glioblastoma cells spheroids incubated with anti-GD 2-mAbs@SPIONs.
(А) U 251 glioblastoma cells spheroid; (Б) Spheroid following co-incubation with unconjugated SPIONs for 24 hours; (В) Spheroid 
following co-incubation with anti-GD 2-mAbs@SPIONs (red) for 24 hours. Nuclei were stained with DAPI (blue). Nanoparticles were 
detected using reflective laser scanning (green). The white arrows indicate the aggregates of nanoparticles. Scale, 50 µm.

Заключение. 
В  результате проведённых исследований был 

получен и  охарактеризован с  привлечением совре-
менных физико-химических методов лаборатор-
ный образец суперпарамагнитных наночастицanti-
GD 2-mAbs@SPIONs, распознающий дисиалоган-
глиозид GD 2 на  поверхности мембраны раковых 
клеток глиобластомы. Специфичность накопления 
магнитного конъюгата в опухолевых клетках предпо-
лагает возможность использования anti-GD 2-mAbs@
SPIONs для диагностики злокачественных новообра-
зований ЦНС, однако необходимы дальнейшие ис-
следования.
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