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Проведены работы по изучению биораспределения и кинетических характеристик потенциального таргетного 
биспецифического радиофармацевтического лекарственного препарата для лечения злокачественных новообразо-
ваний различного гистологического типа и локализации с экспрессией мембранного гликопротеина 4, ассоцииро-
ванного с цитотоксическими Т-лимфоцитами (cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4) и мембранного протеина, 
рецептора группы фактора некроза опухоли (glucocorticoid Induced Tumor Necrosis Factor Receptor)  — 177Lu-DOTA-
anti-CTLA4-GITR.
В результате исследования была воспроизведена модель канцерогенеза: аденокарцинома толстой кишки мы-
шей  (АКАТОЛ) с экспрессией зеленого флуоресцентного белка (eGFP) — CT26 EGFP и дополнительной экспрессией 
CTLA4 и GITR путем прямой субкутанной трансплантации клеток новообразования мышам линии BALB/c.
Было показано удовлетворительное накопление в области роста экспериментальной опухоли при проведении 
прямой радиометрии и быстрое выведение из организма подопытных животных, преимущественно через мочевы-
делительную систему.
Результаты исследования могут быть внедрены в практику научной работы по разработке лекарственных средств 
и являются основанием для проведения расширенного углубленного исследования и оценки механизмов таргетного 
действия исследуемых радиофармацевтических лекарственных препаратов.

Ключевые слова: биспецифическое антитело к CTLA4 и GITR с радионуклидом 177Lu; экспериментальные исследо-
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Biodistribution and kinetics were studied of potentially target biospecific radiopharmaceutical medication for the treat-
ment of malignant tumors of various histologic type and location with expression of cytotoxic T-lymphocyte membrane 
associated glycoprotein 4 and glucocorticoid Induced Tumor Necrosis Factor Receptor)  — 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR. 
Colorectal cancer experimental model has been successfully reproduced by means of murine large intestine experimental 
adenocarcinoma cells (AKATOL) СТ26 EGFR) direct transplantation. The model was characteristic of moderate growth 
rate and practically complete absence of metastatic spread. Immunohistochemical assay of tumor tissue has revealed 
satisfactory expression level of target antigens for the medication under study, i.e. cytotoxic T-lymphocyte associated 
protein 4 (CTLA4) as well as membrane receptor of tumor necrosis factor group (GITR). This medication 177Lu-DOTA-
anti-CTLA4-GITR has been shown to store in the tumor tissue. Its major pathways out of the organism were through 
urinary system. On the other hand, the medication has also been demonstrated to store in non-target tissues, namely: 
kidneys, liver, large intestine. The results of this study may be used in preclinical studies of medications and serve as 
a basis for broader studies of 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR and its safety.

Keywords: 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR; experimental studies; medication’s kinetic character; biodistribution; tumor; 
mice; intravenous injection.
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АКТУА ЛЬНОСТЬ
Несмотря на  значительные усилия в  области 

организации оказания медицинской помощи паци-
ентам, широкое внедрение диспансеризации, раз-
работку новых, информативных методов и  комби-
нированных подходов к  диагностике опухолевого 
процесса, внедрение высокотехнологичных ме-
тодов в  онкохирургии и  лучевой терапии злока-
чественных новообразований, а  также создание 
инновационных противоопухолевых препаратов, 
в  том числе высокоселективно воздействующих 
на  специфические мишени опухолевых клеток, 
значительного качественного прорыва в  лечении 
онкологических заболеваний по  большинству на-
правлений не  произошло, и  удельный вес онколо-
гической патологии в  общей структуре заболева-
емости, смертности и  инвалидизации населения 
остается стабильно высоким [5].

Одним из главных факторов, определяющих на-
блюдаемую диспропорцию между предпринимае-
мыми усилиями и  результатами терапии злокаче-
ственных новообразований, является недостаточное 
понимание патогенеза заболевания и,  в  частности, 
роли микроокружения в  развитии опухолей, изме-
нений их инвазивного и  метастатического потен-
циалов, уклонения от  действия элиминирующих 
факторов защитных систем организма [2, 3, 14] или 
быструю и  качественную репарацию нанесенных 
повреждений и  формирование феномена множе-
ственной лекарственной устойчивости [1]. Основу 
микроокружения опухоли, так называемой опухоль-
ассоциированной стромы, составляют различные 
типы клеточных популяций соединительной ткани, 
кровеносные сосуды и клетки иммунной системы, 
«рекрутированные» опухолевыми клетками за счет 
изменения цитокиновой регуляции, прежде всего 
макрофаги и  другие клетки иммунной системы 
[9, 15]. Работа этих клеток создает необходимые 
условия для оптимальной метаболической, инва-
зивной и пролиферативной активности опухолевых 
клеток. При этом ассоциированные с  опухолью 
клетки полностью или частично не  способны вы-

полнять свои основные физиологические функции 
и имеют отличный от неассоциированных с опухо-
левым процессом групп клеток качественный и ко-
личественный набор продуцируемых соединений 
и  иной уровень экспрессии рецепторов на  своей 
поверхности [10, 12–14].

Подобные фенотипические особенности элемен-
тов опухоль-ассоциированной стромы делают их 
перспективной целью для разработки таргетных со-
единений различного типа, в  том числе радиофар-
мацевтических лекарственных препаратов  (РФЛП) 
для направленного радиационного воздействия 
на микроокружение новообразования с целью инги-
бирования работы всей системы жизнеобеспечения 
опухоли, а также прямого поражения трансформиро-
ванных клеток. Это направление радиофармакологии 
относительно молодое с  высокими перспективами 
дальнейшего развития, особенно при терапии опу-
холей, обладающих множественной лекарственной 
устойчивостью к  традиционным способам лечения.

Наше исследование посвящено ключевому раз-
делу фармацевтической разработки противоопухо-
левого РФЛП, селективно связывающегося одно-
временно с  двумя консервативными мишенями 
микроокружения опухоли,  — экспериментальной 
оценке распределения препарата в  организме жи-
вотного и  его кинетических особенностей (на-
копление в  нецелевых органах, пути выведения 
из  организма и  динамика выведения).

МАТЕРИА ЛЫ И МЕТОДЫ
Объект исследования  — радиофармацевтиче-

ский лекарственный препарат на  основе радио-
нуклида 177Lu и  биспецифических антител к  мем-
бранному гликопротеину 4, ассоциированному 
с  цитотоксическими Т-лимфоцитами (cytotoxic 
T-lymphocyte associated protein 4; CTLA4) и  мем-
бранному протеину, рецептору группы фактора 
некроза опухоли [glucocorticoid Induced Tumor 
Necrosis Factor Receptor (GITR или TNFRSF18)] — 
177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR. Состав РФЛП при-
веден в  табл.  1.

Таблица 1 / Table 1
Состав активных и вспомогательных компонентов радиофармацевтического лекарственного препарата 177Lu-DOTA-anti-
CTLA4-GITR (на мл)
Composition of active and accessory components in radiopharmacalogical medication 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR (per ml)

Показатель / Parameter Состав / Composition

Активные компоненты / 
Active components

177Lu — не менее 1,5 МБк; таргетный носитель — антитело — 0,1 мг / 
177Lu — at least 1.5 МBq; target carrier — antibody — 0,1 mg

Вспомогательные компоненты / 
Accessory components

Натрия хлорид — 9 мг / Sodium Chloride — 9 mg
Гентизинат натрия — 5 мг / Sodium Hensionate — 5 mg

Вода для инъекций до 1 мл / Water for injections up to 1 ml
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В качестве вещества-растворителя использова-
ли 0,9 % раствор натрия хлорида (ООО «Гематек», 
Россия). Серия: 21250421.

Исследование проводили на  30 самцах лабора-
торных мышей линии BALB/c, полученных из спе-
циализированного питомника Института цитологии 
и  генетики Сибирского отделения РАН. Подопыт-
ные животные находились на карантине в  течение 
14 сут с  целью исключения из  эксперимента жи-
вотных с  соматической и/или инфекционной па-
тологией. На  всем протяжении исследования еже-
дневно производился осмотр животных с  оценкой 
их состояния: поведение, аппетит, масса тела, со-
стояние шерсти, активность.

Содержание мышей соответствовало обще-
принятым правилам обращения с  лабораторными 
животными в  ходе научных экспериментов [4]. 
Ограничения в питании и питьевом режиме не вво-
дились. Выведение животных из эксперимента осу-
ществлялось путем введения высоких доз наркоза 
(Золетил, инъекционно). Все планируемые проце-
дуры и  манипуляции с  использованием животных 
были предварительно согласованы с  Комиссией 
по  биоэтике НИЦ «Курчатовский институт»  — 
ПИЯФ, и  было получено положительное заключе-
ние (№  04/1-КПБ‑21 от  16  апреля 2021  г.).

Для моделирования злокачественного заболева-
ния использовали клон экспериментальной адено-
карциномы толстой кишки мышей (CT26 EGFR) 
из  коллекции опухолевого материала НИЦ «Кур-
чатовский институт»  — ПИЯФ. Используемая мо-
дель опухолевого процесса является эквивалентной 
онкологическому заболеванию человека  — коло-
ректальному раку  — и  характеризуется высокой 
вероятностью успешной трансплантации, удовлет-
ворительными темпами роста первичного опухо-
левого узла и  умеренной активацией иммунной 
системы организма животного. Опухоль успешно 
используется в  экспериментах по  изучению меха-
низмов канцерогенеза и  доклиническому исследо-
ванию эффективности и  безопасности противоо-
пухолевых и  антиметастатических лекарственных 
препаратов различных фармакологических групп 
[6–8, 11, 16, 17].

Опухолевые клетки CT26 EGFR вводили подо-
пытным животным при помощи шприца в  объеме 
106 кл./мышь, субкутанно в  подкожную клетчатку 
в  области перехода правого бока на  нижнюю ко-
нечность. В  основную серию эксперимента были 
взяты образцы опухолевой ткани от  мышей-доно-
ров со второго пассажа, после верификации гисто-
логического типа опухоли. Для этого при помощи 
иммуногистохимического обследования с  приме-
нением коммерческих наборов антител было оце-

нено наличие в  опухолевой ткани специфических 
антигенов-мишеней для действия исследуемых 
радиофармацевтических препаратов. В  тканях ис-
пользуемой модели опухолевого процесса был 
верифицирован удовлетворительный уровень экс-
прессии целевых антигенов.

С учетом цели исследования была сформиро-
вана только одна экспериментальная группа жи-
вотных, у  которых воспроизводили опухолевый 
процесс и изучали характер и динамику распреде-
ления тестируемого препарата в различных органах 
и  тканях. В  ходе предварительных исследований 
оценивали гистологический тип и  особенности 
роста экспериментального новообразования с  ис-
пользованием 10 мышей по  следующим показате-
лям:
•	 длительность латентного периода развития транс-

плантированной опухоли (сутки до  появления 
первичного опухолевого узла; пальпаторно);

•	 динамика роста опухолевого узла (мм3);
•	 средняя продолжительность жизни (сутки).

Тестируемый препарат разводили до  нужного 
объема 0,9 % раствором натрия хлорида (доза, 
введенная животным, составляла 0,5 МБк/мышь) 
и  вводили мышам в  хвостовую вену. Этот путь 
как планируемый способ применения препарата 
в  клинической практике позволяет получить объ-
ективные данные о его распределении в организме.

Оценку биораспределения и кинетических харак-
теристик 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR производи-
ли общепринятым способом прямой радиометрии 
с  использованием жидкостного сцинтилляционно-
го радиометра TRI-CARB5110 TR. Анализ произ-
водился путем прямого определения содержания 
и  относительного сравнения распределения ра-
диофармацевтического лекарственного препарата 
в  различных органах животных.

Изучалось распределение тестируемого препа-
рата в  следующих органах и  тканях: кровь, серд-
це, легкие с трахеей, тимус, печень, поджелудочная 
железа, селезенка, мочевой пузырь, почки, надпо-
чечники, предстательная железа, головной мозг, 
глаза, семенники, язык, пищевод, желудок, тонкая 
кишка, толстая кишка, костный мозг, первичный 
опухолевый узел и фрагмент хвоста с местом вве-
дения (±5  мм от  места инъекции).

Оценка производилась в  четырех контрольных 
точках исследования — через 4–24 и 48–120 ч по-
сле введения РФЛП. С  учетом пилотного характе-
ра эксперимента и  данных о  периоде полураспада 
радионуклида в  препарате, при изучении его био-
распределения и кинетических характеристик оце-
нивались данные, полученные от  5 особей мышей 
в  каждой контрольной точке.
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Биологический материал для анализа забирали 
в  контрольных точках исследования в  условиях об-
щего наркоза (инъекционный золетиловый наркоз, 
внутримышечно) при полной аутопсии животного. 
Отбору органов и  тканей животного предшествова-
ло взятие крови, которое производилось в  объеме 
0,8–0,9 мл в одноразовые шприцевые системы с ан-
тикоагулянтом (ЭДТА) мануальным методом путем 
пункции камер сердца животного, без предваритель-
ного ограничения доступа животных к корму и воде. 
После окончания процедуры взятия крови животное 
подвергалось эвтаназии путем получения дополни-
тельной дозы наркоза; факт гибели животного до-
полнительно подтверждался разрушением структур 
центральной нервной системы. Органы и  ткани 
были взвешены, размещены в стерильных пробирках 
и  подвергнуты радиологическому анализу.

Математический анализ полученных результатов 
производился при помощи пакета программ SPSS 
Statistics. Данные приведены в виде медианы (Me), 
квартилей [Q1; Q3] и  95 % доверительного интер-
вала. Проверку характера распределения данных 
проводили по  критерию Колмогорова – Смирно-
ва. Сравнение средних данных независимых вы-
борок производилось при помощи U-критерия 
Манна – Уитни, так как распределение вариант 
в  выборочных совокупностях было отличным 
от  нормального. Взаимосвязь оцениваемых пока-
зателей анализировали при помощи двусторонне-
го критерия корреляции Пирсона (r). Достоверным 
уровнем отличий считали вероятность не  менее 
95 % (р < 0,05), что является стандартом в  меди-
ко-биологических исследованиях.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Субкутанная трансплантация злокачественных 

клеток CT26 EGFR мышам линии BALB/c при-
водила к  развитию новообразования у  всех лабо-
раторных животных. Опухоль характеризовалась 
относительно стабильным латентным периодом 
удовлетворительной продолжительности (медиа-

на составляла 19 [16; 21] сут), предшествующим 
моменту обнаружения первичного пальпируемого 
опухолевого узла (~2–3  мм3), что позволяло оце-
нить все показатели опухолевого процесса в  ди-
намике. Общая средняя продолжительность жизни 
подопытных животных при этом находилась в пря-
мой зависимости от  предыдущего показателя ин-
тенсивности развития новообразования (r = 0,989; 
p = 0,001) и  составляла в  среднем 28 [24; 29] сут.

Первичный опухолевый узел CT26 EGFR раз-
вивался без особенностей (табл. 2); прогрессивное 
развитие опухоли приводило к  быстрому ухудше-
нию состояния животных и  их гибели. У  неко-
торых особей объем опухолевого узла в  области 
трансплантации достигал значительных размеров, 
вызывал сильный и  быстро нарастающий отек 
тканей конечности животных, что отрицательно 
сказывалось на  качестве жизни. Случаев самоиз-
лечения отмечено не  было.

При аутопсии подопытных мышей метастазиро-
вание CT26 EGFR было выявлено только у  одной 
особи (mtc в паховые лимфоузлы). Это свидетель-
ствует либо о  низкой метастатической активности 
используемого в  рамках исследования клона опу-
холевых клеток, либо о  высокой напряженности 
к  нему противоопухолевого иммунитета мышей. 
Полученные результаты указывают на  существен-
ное отличие СТ 26 EGFR от  классического клона 
СТ 26, характеризующегося высокой метастатиче-
ской активностью и  по  лимфогенному, и  по  ге-
матогенному путям [7]. Именно этот факт делает 
применяемую модель опухолевого процесса наи-
более релевантной задачам исследования, так как 
в случае массивного метастазирования оценить не-
целевой, системный характер распределения тар-
гетного РФЛП в  организме животного было  бы 
невозможно.

Сравнительные результаты прямой радиометрии, 
указывающей на  кинетические характеристики 
и  распределение исследуемого радиофармацевти-
ческого препарата 1–8Lu-GITR/CTLA‑4 в  организме 

Таблица 2 / Table 2
Динамика роста опухолевого узла у мышей линии BALB/c с трансплантированной аденокарциномой толстой кишки 
мышей линии BALB/c CT26 EGFR, Me [Q1; Q3]
Tumor node growth dynamics in BALB/c CT26 EGFR mice with transplanted colonic tumor, Me [Q1; Q3]

Период наблюдений, сут / 
Period of the studies (days)

Объем первичного опухолевого узла, мм3 /
Primary tumor volume, mm3

20 12 [7–15]
22 24 [12–45]
24 108 [96–144]
26 216 [180–324]
28 765 [594–936]
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животного с трансплантированной опухолью, приве-
дены на рис. 1. Данные представлены в виде оценки 
доли от общей введенной животному дозы, зареги-
стрированной в  каждом органе или ткани.

В ходе проведенного исследования было по-
казано удовлетворительное накопление разрабаты-
ваемого препарата 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR 
в  области роста экспериментальной опухоли при 
проведении прямой радиометрии, отчетливо про-
слеживаемое во  всех контрольных точках.

Основной путь выведения препарата из  орга-
низма  — мочевыделительная система. При этом 
на  всем протяжении периода наблюдений отмеча-
лось максимальное содержание 177Lu-DOTA-anti-
CTLA4-GITR в  тканях почек мышей. При этом 
содержание препарата в  крови животных было 
сравнительно низким.

Помимо накопления тестируемого препарата 
в  почках, анализ результатов прямой радиометрии 
указывает на  выраженную тенденцию к  накопле-
нию 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR и  в  некоторых 
других, нецелевых для терапии органах — печени 
и  кишечнике. Оценка степени токсического воз-
действия на  эти органы не  являлась задачей на-
шего исследования, но  должна быть обязательной 
целью изучения безопасности разрабатываемого 

радиофармацевтического лекарственного препара-
та. В остальных оцениваемых органах и тканях на-
копление препарата имело умеренный и,  большей 
частью, транзиторный характер или практически 
не  происходило (например, в  головном мозге).

ВЫВОДЫ
1. Путем прямой трансплантации злокачествен-

ных клеток экспериментальной аденокарциномы 
толстой кишки мышей (АКАТОЛ; СТ 26 EGFR) 
воспроизведена модель опухолевого процесса  — 
колоректального рака. Модель характеризовалась 
умеренным темпом роста первичного опухолевого 
узла и  практически полным отсутствием метаста-
зирования. Иммуногистохимический анализ тка-
ней опухоли выявил удовлетворительный уровень 
экспрессии целевых антигенов для тестируемого 
препарата  — мембранного гликопротеина 4, ассо-
циированного с цитотоксическими Т-лимфоцитами 
(CTLA4), и  мембранного протеина, рецептора 
группы фактора некроза опухоли (GITR).

2. Тестируемый препарат 177Lu-DOTA-anti-
CTLA4-GITR удовлетворительно накапливается 
в  опухолевой ткани; основной путь выведения 
препарата из  организма  — мочевыделительная 
система.

Рис. 1.	 Распределение радиофармацевтического лекарственного препарата 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR в организме живот-
ного с трансплантированной опухолью. Доля введенной общей дозы животному, зарегистрированная в отдельном 
органе (Organ_dose)

Fig. 1.	 Distribution of 177Lu-DOTA-anti-CTLA4-GITR radiopharmaceutical medication in the tumor target animal organism. 
The portion of the total dose introduced into the animal registered in a separate organ (Organ_dose)
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3. Отмечено накопление препарата в нецелевых 
органах: почках, печени, толстой кишке.

4. Результаты исследования могут быть внедре-
ны в  практику доклинических исследований ле-
карственных средств и средств медицинского при-
менения и  являются основанием для проведения 
расширенного исследования механизмов действия 
радиофармацевтического препарата 177Lu-DOTA-
anti-CTLA4-GITR и  его безопасности.
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