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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность исследования 

Лечение рака может включать различные стратегии, например, хирургию, химиотера-

пию, а также методы ядерной медицины, в основе которых лежит воздействие ионизирую-

щего излучения (ИИ). Сегодня широко применяют внешнюю лучевую терапию, при кото-

рой опухоль и некоторая область вокруг нее подвергаются воздействию рентгеновского из-

лучения. При таком подходе облучению подвергаются и здоровые ткани. Поэтому разраба-

тываются новые методы, которые позволяют снизить дозовую нагрузку на здоровые клетки. 

При радионуклидной терапии источник ИИ вводят непосредственно в организм, излучение 

радионуклидов направлено точечно на больные клетки, что уменьшает потенциальные по-

бочные эффекты. Наиболее известный пример радионуклидной терапии – это терапия с ис-

пользованием 131I в форме йодида калия, который накапливается преимущественно в щито-

видной железе, что можно использовать при патологиях щитовидной железы. Однако по-

добное селективное накопление радионуклидов в простой химической форме – редкое яв-

ление, и для терапии различных видов опухолей нужны другие молекулы, которые могли 

бы селективно доставить ИИ к клетке-мишени. В пептид-рецепторной таргетной терапии в 

качестве такой таргетной молекулы используется биомолекула, которая обладает срод-

ством к рецепторам на поверхности определённых раковых клеток, за счёт чего радио-

нуклид селективно накапливается именно в этих клетках, не затрагивая здоровые. На дан-

ный момент два препарата на основе β–-излучателя [177Lu]Lu-DOTA-TATE для лечения 

нейроэндокринных опухолей и [177Lu]Lu-PSMA-617 для лечения метастазирующего рака 

простаты недавно были одобрены и уже успешно применяются в медицинской практике 

[1]. Однако α-излучающие радионуклиды все чаще рассматриваются в качестве новых и 

более эффективных радиофармпрепаратов для терапии метастаз и небольших опухолей, по 

сравнению с β–-излучателями. Это обусловлено более высокой линейной передачей энергии 

(ЛПЭ) α-частиц, в результате чего они более цитотоксичны, чем β–-излучатели. Кроме того, 

радиофармпрепараты (РФП) на основе α-частиц позволяют использовать более низкие 

уровни радиоактивности, на уровне десятков МБк. Пептид-рецепторную терапию с исполь-

зованием α-излучателей обычно называют таргетной альфа-терапией (ТАТ). Одними из 

наиболее подходящих для ТАТ радионуклидов являются 212,213Bi и 225Ac. Наибольшее вни-

мание уделяется 225Ac, период полураспада (10 сут) которого подходит для синтеза мечен-

ной биомолекулы и её последующего накопления в опухоли после введения даже в случае 

длительно циркулирующих в организме моноклональных антител. Среди медицинских изо-
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топов висмута предпочтение отдается 213Bi с периодом полураспада 46 мин в силу отсут-

ствия в силу отсутствия среди дочерних продуктов его распада высокоэнергетичного 

гамма-излучения. Ввиду относительно короткого периода полураспада применение 213Bi 

возможно в случае, когда необходима быстрая доставка радионуклида к раковой клетке, 

например, для лечения лейкемии или локального воздействия при глиомах и раке мочевого 

пузыря; также возможно использование 213Bi с короткими пептидами, которые характери-

зуются быстрым метаболизмом. 

Кроме радионуклида и таргетной биомолекулы в состав конъюгата входит лиганд, кото-

рый обеспечивает связь с биомолекулой и способен прочно удерживать радионуклид. По-

этому помимо подбора таргетной биомолекулы и радионуклида большую роль играет вы-

бор лиганда. Он должен быстро связывать радионуклид с образованием устойчивого ком-

плекса: от этого напрямую зависит эффективность диагностики и лечения. В качестве таких 

лигандов обычно используют полиаминокарбоновые кислоты H4DOTA и H5DTPA (струк-

турные формулы и номенклатурные названия представлены на стр. 8). Макроциклический 

лиганд 12-азакраун-4 H4DOTA часто используется в РФП на основе коротких пептидов, по-

скольку комплексообразование с H4DOTA в течение 5-30 мин требует повышенных темпе-

ратур. Этот факт усложняет процедуру синтеза меченной биомолекулы, если она чувстви-

тельна к нагреванию (как, например, антитела), либо необходимо проводить очистку от 

фракции несвязанного катиона. В противоположность H4DOTA ациклический лиганд 

H5DTPA быстро связывает катионы при комнатной температуре, но образующиеся с ним 

комплексы постепенно диссоциируют in vitro и in vivo, что ухудшает качество диагностики 

и приводит к дополнительной дозовой нагрузке на здоровые ткани. Последнее наиболее 

актуально в случае высокотоксичного альфа-излучения. В связи с чем получение в течение 

нескольких минут с высокими выходами высокоустойчивых комплексных соединений с 

альфа-эмиттерами Bi3+ и Ac3+ остается актуальной проблемой современной ядерной меди-

цины. 

Новый бензоазакраун-лиганд H4BATA обладает большим размером макроцикла по срав-

нению с 12-краун-4 макроциклом H4DOTA, что приводит к большей подвижности струк-

туры. В то же время макроциклический эффект должен способствовать образованию более 

устойчивых комплексов по сравнению с ациклическими лигандами. Таким образом, дан-

ный лиганд может сочетать в себе свойства макроциклических и ациклических лигандов. 

Настоящая работа посвящена исследованию комплексообразующих характеристик 

H4BATA по отношению к катионам Bi3+, Ac3+ и La3+, определению эффективности радио-

активного мечения лиганда H4BATA, стабильности радиоактивных комплексов in vitro и их 

биораспределение в организме здоровых мышей. 
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Цель и задачи исследования 

Целью данной работы было установление комплексообразующих свойств нового бен-

зоазакраун-лиганда H4BATA по отношению к катионам Bi3+ и Ac3+ для использования в 

составе таргетных радиофармпрепаратов. 

В рамках работы решались следующие задачи: 

1. Определение констант протонирования лиганда H4BATA; 

2. Определение констант устойчивости комплексов Bi3+ и Ac3+ с лигандом H4BATA как 

стандартным методом потенциометрического титрования, так и методами конку-

рентных реакций с использованием следовых количеств комплекса; 

3. Исследование структуры комплексов Bi3+ и Ac3+ с H4BATA методами спектроскопии 

протяжённой тонкой структуры рентгеновского поглощения (EXAFS) и квантово-

химических расчётов; 

4. Разработка условий синтеза и анализа радиохимической чистоты комплексов с ра-

дионуклидами Bi3+ и Ac3+; 

5. Оценка кинетической стабильности in vitro: в среде конкурентных ионов (в т.ч. био-

логически значимых) и сыворотке крови; 

6. Исследование биораспределения и кинетической стабильности комплексов Bi3+ и 

Ac3+ с лигандом H4BATA в организме здоровых мышей. 

Научная новизна работы 

1. Впервые показано, что ацетатные 18-краун-6 эфиры, комбинируя в себе свойства из-

вестных макроциклических и ациклических лигандов, могут эффективно связывать 

катионы Bi3+ и Ac3+ для радиофармацевтического применения; 

2. Показана кинетическая стабильность комплексных соединений нового бензоаза-

краун-лиганда H4BATA с катионами Bi3+ и Ac3+, определены высокие константы 

устойчивости этих комплексов, показана высокая эффективность радиоактивного 

мечения H4BATA радионуклидами висмута и актиния в «мягких» условиях (25°C, 1-

3 мин) и описаны предполагаемые структуры образующихся комплексов; 

3. Со следовыми количествами (фмоль) комплекса определены константы устойчиво-

сти [AcDOTA]- и [AcBATA]-, что представляет особую ценность ввиду дефицита 

данных по константам устойчивости комплексов с Ac3+ в целом, и комплексов Ac3+ 

с лигандами для радиофармацевтического применения. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Лиганд H4BATA со структурой макроцикла 18-краун-6 и четырьмя боковыми аце-

татными группами эффективно координирует катионы Bi3+ и Ac3+ даже при низких 

значениях pH при комнатной температуре, обеспечивая высокую кинетическую 
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инертность образуемых комплексов в среде конкурентных катионов и в сыворотке 

крови, и низкое накопление в здоровых тканях организма мышей. 

2. Константы устойчивости комплекса H4BATA c Bi3+ не уступают, а с Ac3+ превосхо-

дят соответствующие константы устойчивости комплексов этих катионов с 

H4DOTA, в результате чего радиоактивное мечение происходит при меньшей кон-

центрации лиганда. 

3. Высокая кинетическая стабильность комплекса Bi3+ с H4BATA in vitro и низкое 

накопление in vivo обусловлены высокой инертностью форм [BiBATA]- и 

[BiHBATA]. 

Теоретическая и практическая значимость работы 

1. Показано, что структура макроцикла 18-краун-6 с ацетатными координирующими 

группами эффективно координирует крупные катионы Bi3+ и Ac3+ с образованием 

кинетически стабильных комплексов, что может быть использовано для разработки 

новых лигандов для связывания других крупных катионов металлов 6, 7 периодов. 

2. Установлена высокая скорость образования инертных комплексов с бензоазатетра-

ацетатом H4BATA с катионами Bi3+ и Ac3+. Лиганд H4BATA может быть использо-

ван для создания РФП на основе биомолекул, специфичных к рецепторам на поверх-

ности раковых клеток. 

Методология и методы исследования. В работе использовались современные инстру-

ментальные методы исследования: гамма-спектрометрия, жидкостная сцинтилляционная 

спектроскопия, цифровая радиография, масс-спектрометрия с индуктивно-связанной плаз-

мой ИСП-МС, спектрофотометрия, а также потенциометрическое титрование, жидкостная 

экстракция, тонкослойная хроматография и высокоэффективная жидкостная хроматогра-

фия. Часть исследования выполнялась с помощью теоретического (расчетного) метода 

функционала плотности. 

Соответствие паспорту научной специальности. Диссертационная работа соответ-

ствует паспорту специальности 1.4.13 – Радиохимия по области исследований: методы вы-

деления, разделения и очистки радиоактивных элементов и изотопов; получение и иденти-

фикация меченных соединений; методы радиохимического анализа; авторадиография; ме-

тод радиоактивных индикаторов; химические аспекты использования радионуклидов в био-

логии и медицине. 

Степень достоверности. Достоверность результатов определяется использованием со-

временных инструментальных методов и подтверждается высокой сходимостью параллель-

ных исследований и сравнением с холостым опытом. 
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Личный вклад автора состоит в критическом обзоре литературных данных; потенцио-

метрическом титровании лиганда и его комплексов с катионами металлов; определении 

констант устойчивости комплексов с катионами висмута и актиния методом потенциомет-

рического титрования и конкурирующих реакций (экстракция); разработке условий синтеза 

комплекса и анализа радиохимической чистоты методом ТСХ; дизайне и проведении экс-

перимента по исследованию образования и диссоциации комплексов методом УФ-спектро-

скопии, разработка механизма протон-ассоциированной диссоциации; подборе условий 

эксперимента и приготовление образцов для анализа методом EXAFS и интерпретации по-

лученных данных; проведении экспериментов по оценке кинетической стабильности in 

vitro и интерпретации данных; планировании, подготовке экспериментов in vivo с лабора-

торными мышами, сборе и анализе полученных данных; непосредственном участии в кван-

тово-химическом моделировании строения комплексов; обобщении и систематизации ре-

зультатов; подготовке основных публикаций по выполненной работе. 

Апробация результатов. Результаты работы были представлены в виде стендовых и 

устных докладов на следующих конференциях: Международный симпозиум по комплексам 

с металлами (ISMEC) 2019, Дебрецен, Венгрия; III Международная научно-практическая 

конференция "Радиофарма-2019" Актуальные проблемы разработки, производства и при-

менения радиофармацевтических препаратов, 2019, Москва, Россия; XXIX Международная 

научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых "Ломоносов 2022", 2022, 

МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия; Всероссийская конференция с международ-

ным участием «Радиохимия 2022», 2022, Санкт-Петербург, Россия; «III Объединенный 

Научный Форум Физиологов, Биохимиков И Молекулярных Биологов», 2022, Сочи, Рос-

сия; Международная конференция «20th European Symposium on Radiopharmacy and 

Radiopharmaceuticals», 2022, Верона, Италия. 

Публикации. Основные результаты диссертации опубликованы в 10 печатных работах, 

в том числе 4-х статьях, опубликованных в международных рецензируемых научных изда-

ниях, индексируемых международными базами данных (RSCI, Web of Science и Scopus), а  

также 6 тезисах докладов на российских и международных научных конференциях. 

Структура и объём работы 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, резуль-

татов и их обсуждения в семи главах, выводов, списка литературы и приложений. Список 

литературы включает 147 наименований. Диссертация изложена на 110 страницах, содер-

жит 30 рисунков и 10 таблиц. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении кратко обоснована актуальность выбранной темы, сформулированы цель и 

задачи исследования, а также научная новизна и практическая значимость работы, приве-

дены основные положения, выносимые на защиту. 

В обзоре литературы три части. В первой рассмотрены современные радиофармпрепа-

раты терапевтического назначения и, в частности, используемые радиофармпрепараты для 

таргетной альфа-терапии. Во второй части рассмотрены основные макроциклические ли-

ганды, которые используются для связывания катиона с биомолекулой и получения радио-

фармпрепаратов, рассматривается их скорость комплексообразования и кинетическая ста-

бильность комплексов в сыворотке крови и в организме. Третья часть посвящена вопросам 

детального физико-химического исследования процесса комплексообразования, в том 

числе методам, которые используются для определения констант устойчивости, описаны 

их ограничения, влияние фонового электролита, гидролиза катиона и наличие высокоустой-

чивых протонированых форм комплекса. 

Экспериментальная часть содержит подробное описание методик определения кон-

стант устойчивости комплексных соединений висмута, актиния и лантана с исследуемым 

лигандом. Также представлены используемые базисные наборы для определения структуры 

комплексов в водном растворе методом теории функционала плотности. Описана методика 

исследования кинетики диссоциации комплексного соединения висмута с бензоазакраун-

лигандом. Приведена методика определения кинетической стабильности исследуемых ком-

плексных соединений in vitro и условия исследования распределения в организме мышей. 

Ниже приведены структурные формулы исследуемых лигандов H4BATA 

(2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15-тетрадекагидро-1,16,4,7,10,13-бензодиоксатетраазацикло-

октадецин-4,7,10,13-ил-тетрауксусная кислота), H4DOTA (1,4,7,10-тетраазациклододекан-

1,4,7,10-тетрауксусная кислота), H5DTPA (2,2',2'',2'''-{[(карбоксиметил)азандиил]бис(этан-

2,1-диилнитрило)}тетрауксусная кислота): 

 

Рисунок 1. Структурные формулы лигандов H4BATA, H4DOTA и H5DTPA. 
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Обсуждение результатов разделено на 7 глав, посвящённых определению констант про-

тонирования лиганда и устойчивости комплексов (главы 1 и 2), исследованию структуры 

комплексов с исследуемыми металлами (глава 3), подбору условий синтеза и определения 

радиохимической чистоты комплексов (глава 4), сравнение скорости образования и диссо-

циации комплексов висмута с исследуемым лигандом и типовыми лигандами, а также опре-

деление протон-ассоциированного механизма диссоциации комплекса с висмутом (глава 5), 

определение кинетической стабильности комплексов висмута и актиния in vitro и биорас-

пределения in vivo (глава 6 и 7). 

Определение констант протонирования лиганда H4BATA 

Для определения констант устойчивости комплексов лиганда H4BATA с исследуемыми 

катионами в первую очередь были определены константы протонирования H4BATA мето-

дом потенциометрического титрования при 25°C в 0,1 М водном растворе KNO3 с обработ-

кой полученных данных с помощью программы HyperQuad. Рассчитанные константы про-

тонирования лиганда H4BATA, а также известные из литературы [2] константы протониро-

вания лиганда H4DOTA, который на практике чаще всего используется в качестве хелати-

рующего агента, представлены в  

Таблица 1. 

Таблица 1. Значения ступенчатых констант протонирования лигандов H4BATA и 

H4DOTA. 

 
H4BATA H4DOTA 

lgKHhL lgKHh [2] 

HL 11,9 ± 0,2 11,08 ± 0,07 

H2L 10,0 ± 0,1 9,23 ± 0,02 

H3L 8,4 ± 0,2 4,24 ± 0,02 

H4L 5,2 ± 0,3 4,18 ± 0,03 

H5L 2,6 ± 0,4 1,88 ± 0,06 

H6L – 1,71 ± 0,07 

Первые четыре ступенчатые константы протонирования H4BATA соответствуют прото-

нированию аминогрупп макроцикла, а значение lgKH5L = 2,6 соответствует протонированию 

одной из четырех карбоксильных групп подобно протонированию -СООН группы молекул 

H4EDTA, H5DTPA и других аминов. Сравнение констант протонирования H4BATA и 

H4DOTA показывает, что все четыре аминогруппы H4BATA обладают более оснόвными 

свойствами, чем аминогруппы H4DOTA. Последовательное протонирование H4BATA 



10 

 

ближе к схеме протонирования ациклических лигандов, чем к H4DOTA. Можно предполо-

жить, что это обусловлено большой макроциклической полостью H4BATA, которая обес-

печивает большую подвижность молекулы, что облегчает протонирование соседних ами-

ногрупп по сравнению с H4DOTA, структура которой достаточно жёсткая. 

Исследование термодинамической устойчивости комплексов Bi3+, La3+ и Ac3+ с ли-

гандами H4DOTA и H4BATA 

Константы устойчивости комплексов La3+, Ac3+ c H4DOTA и H4BATA 

Стандартный метод потенциометрического титрования для определения константы 

устойчивости комплекса требует, как минимум, миллимолярных концентраций и неприме-

ним для комплексов с Ac3+. В этом случае для оценки константы устойчивости обычно вме-

сто Ac3+ проводят титрование La3+ из-за химического сходства этих катионов. Полученные 

значения констант устойчивости комплексов форм [LaBATA] и [LaHBATA] представлены 

в Таблица 2. Сравнение с известными из литературы значениями константы [LaDOTA]- го-

ворят о более высокой термодинамической устойчивости [LaBATA]-. Однако, несмотря на 

сходство La3+ и Ac3+, параметры комплексообразования этих катионов могут отличаться. 

Поэтому определение константы устойчивости комплексов именно с Ac3+ представляет осо-

бый интерес. Для определения констант устойчивости комплексов [AcBATA]- и [AcDOTA] - 

в следовых количествах с меткой 228Ac был использован метод жидкостной экстракции 

Д2ЭГФК, используемый и в случае Bi3+. Для проведения эксперимента был подобран под-

ходящий диапазон значений pH, при которых в измеримых количествах представлены как 

свободные формы катиона, так и различные формы комплекса. Экстракционную методику 

апробировали с [LaBATA]-, используя лантан природного изотопного состава, и измеряли 

содержание 139La3+ методом ИСП-МС. Полученные методом потенциометрического титро-

вания и экстракции константы устойчивости (27,5 ± 0,3 и 27,0 ± 0,3 соответственно) сходи-

лись в пределах погрешности. Поэтому данную методику использовали для определения 

констант устойчивости комплексов с Ac3+. Константа устойчивости [AcDOTA]-, получен-

ная методом экстракции (lgKAcDOTA = 20,4 ± 0,3), хорошо согласуется с константой, полу-

ченной авторами [3] методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) (lgKAcDOTA = 19,7 ± 0,4). 

Значение константы устойчивости [AcBATA]- оказывается выше значения для [AcDOTA]-, 

что свидетельствует о высоком сродстве Ac3+ к H4BATA. Кроме того, константа устойчи-

вости [AcBATA]-, полученная методом экстракции, коррелирует с константой устойчиво-

сти [LaBATA]-. Значения pLa (pM = −lg[Mm+]своб, рассчитывается с использованием кон-

стант протонирования лиганда, гидролиза металла, устойчивости комплекса) комплекса 

[LaBATA]- оказываются выше, чем у большинства комплексов, изученных ранее, даже с 
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ациклическими лигандами, что указывает на высокую термодинамическую устойчивость 

комплексов [LaBATA]- и [AcBATA]-. 

Таблица 2. Константы устойчивости (lgK) и pAc комплексов [AcDOTA]- и [AcBATA]-, 

полученных методом экстракции и константы устойчивости (lgK) и pLa комплексов La3+ с 

H4DOTA и H4BATA, полученных методом потенциометрического титрования. 

 H4DOTA H4BATA а 

Ac3+ + L4- = [AcL]- 

pAc 

20,4 ± 0,3 б 

16,3 

26,0 ± 0,3 

18,8 

La3+ + L4- = [LaL]- 

LaL- + H+ = [LaHL] 

[La(OH)L]2- + H+ = [LaL]- + H2O 

pLa 

22,9 в 

- 

- 

16,0 

27,0 ± 0,2 

2,7 ± 0,2 

10,5 ± 0,3 

19,9 

a 0,1 M KNO3 при 25°C; б 0,1 M NaClO4 при 90°C; в 0.1 M KCl при 25°C [4]. 

Константы устойчивости комплексов Bi3+ c H4DOTA и H4BATA 

Для определения констант устойчивости комплекса Bi3+ с H4BATA, было проведено по-

тенциометрическое титрование в присутствии избытка хлорид-иона, который связывал сво-

бодный катион металла в комплекс, предотвращая гидролиз при низких значениях рН. В 

исследуемом диапазоне pH были обнаружены протонированные формы комплекса 

[BiH2BATA]+, [BiHBATA], а также [BiBATA]- и [Bi(OH)BATA]2-. Полученные значения 

констант устойчивости комплексных форм Bi3+ с H4BATA представлены в Таблица 3. 

Таблица 3. Ступенчатые константы устойчивости и pBi комплексов Bi3+ с H4BATA и 

H4DOTA. 

 Ступенчатые константы устойчивости (lgK) 

 Экстракция Спектрофотометрическое титрование [5] 

H4DOTA 

Bi3+ + L = BiL 

pBi 

 

28,5 ± 0,4 

24,4[а] 

 

30,3 ± 0,02  

28,0[б] 

 

H4BATA 

Bi3+ + L = BiL 

BiL + H+ = BiHL 

BiHL + H+ = BiH2L 

BiLOH + H+ = BiL + H2O 

pBi 

Экстракция Потенциометрическое титрование 

 

34,4 ± 0,4 

3,0 ± 0,4 

2,6 ± 0,4 

- 

27,2 

 

31,7 ± 0,2 

4,2 ± 0,2 

3,0 ± 0,2 

9,4 ± 0,2 

24,1 
а Использованы константы протонирования H4DOTA, полученные при 90°C в 0,1 M элек-

тролите без Na+ [3]. б Использованы константы протонирования H4DOTA, полученные при 

25 °C в 1 M NaBr [5]. 

* Заряды лиганда и комплексов опущены для упрощения. 
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При потенциометрическом титровании создавался на порядок больший избыток хлорид-

ионов относительно лиганда и металла, из-за чего, как видно из Рисунок 2а, при низких 

значениях pH висмут присутствует в растворе в форме хлоридных комплексов. Однако при 

построении диаграммы распределения форм висмута от pH согласно определенным значе-

ниям lgK в отсутствие хлорид-ионов Рисунок 2б, в этой области преобладали формы ком-

плекса с протонированным лигандом из-за высоких значений их констант устойчивости. 

Иными словами, в отсутствии хлорид-ионов висмут в растворе находился в форме ком-

плекса с протонированным лигандом даже при значениях pH < 2. В этом случае потенцио-

метрическое титрование хуже описывает константы устойчивости. Это связанно с тем, что 

данный метод по изменению содержания протонов позволяет понять, влияют ли еще какие-

то реакции помимо реакций гидролиза катиона и протонирования лиганда на равновесное 

значение рН. Поэтому при низких значениях рН, когда содержание протонов достаточно 

высокое, достоверно определить небольшие изменения в их содержании сложно, и, следо-

вательно, содержание равновесных форм комплекса тоже. Значения констант устойчивости 

комплекса Bi3+ с H4BATA, полученных методом потенциометрического титрования, уточ-

няли методом жидкостной экстракции Д2ЭГФК. Сначала этим методом определяли кон-

станты устойчивости комплекса [BiDOTA]-. Значение lgK = 28,5(4) при ионной силе I = 0,1 

M KNO3 и 90°С согласуется с данными потенциометрического титрования [5]: lgK = 30,3 

при I = 1 M NaBr и 25°С (Таблица 3). Расхождение константы устойчивости [BiDOTA]-, 

полученной методом экстракции, со значениями, известными из литературы, может быть 

связано с различной ионной силой, а также с недостаточно точными константами протони-

рования H4DOTA при 90°С. 

Константы устойчивости всех форм комплекса Bi3+ с H4BATA, полученные методом экс-

тракции (Таблица 3), оказываются несколько выше установленных в ходе потенциометри-

ческого титрования за счет проведения экстракции при более низких значениях рН, где ме-

тод потенциометрического титрования даёт менее надёжные результаты. Диаграмма рас-

пределения форм Bi3+ в присутствии H4BATA показана на Рисунок 2. Комплексы Bi3+ с 

H4BATA существуют в различных формах в широком диапазоне pH, при этом при pH 6 – 8 

преобладает депротонированная форма комплекса. 
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Рисунок 2. Диаграмма распределения форм комплекса Bi3+ с H4BATA в зависимости от 

pH (c(L) = c(Bi) = 1 мM) а) в условиях проведения потенциометрического титрования, б) в 

отсутствие хлорид-ионов. 

Исследование структуры комплексов Bi3+, La3+ и Ac3+ с H4BATA. 

В случае комплексов с лигандом H4BATA не удалось получить монокристаллы комплек-

сов. Поэтому моделирование геометрии комплексных соединений Bi3+, La3+ и Ac3+ с 

H4BATA проводилось путём оптимизации геометрии в программе ORCA методом теории 

функционала плотности (DFT). 

Для всех трёх комплексов были установлены две конформации в растворе (Таблица 4). 

Полученные структуры отличаются расположением ацетатных координирующих групп от-

носительно полости бензоазакраун-лиганда. Конформация 1 характеризуется координа-

цией тремя ацетатными группами (О(4), О(6), О(8)) с одной стороны и четвёртой (О(10)) - 

с другой. В конформации 2 две ацетатные группы располагаются с одной стороны макро-

цикла (О(4), О(8)) и две (О(6), О(10)) – с другой (Рисунок 3). 

 

Рисунок 3. Оптимизированные структуры комплекса [BiBATA]-: a) конформация 1; б) 

конформация 2. 
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Из-за заполнения координационной сферы четырьмя аминогруппами и четырьмя ацета-

тами, макроциклические атомы кислорода О(1) и О(2) удаляются от катиона металла на 

максимально возможное расстояние в полости - 4–5 Å в случае конформации 1 (Таблица 4). 

В случае конформации 2 расстояние до одного из атомов кислорода макроцикла меньше. 

Вероятно, это связано с тем, что в случае конформации 2 координация металла в комплексе 

организована таким образом, что катион глубже входит в полость макроцикла за счёт сим-

метричной координации двух ацетатных групп с одной стороны макроцикла и двух с дру-

гой. 

Таблица 4. Межатомные расстояния [Å] Bi3+, La3+ и Ac3+ в координационном окружении 

их комплексов с H4BATA согласно оптимизированным геометриям. 

 Bi3+ La3+ Ac3+ 

Конфор-

мация 1 

Конфор-

мация 2 

Конфор-

мация 1 

Конформа-

ция 2 

Конформа-

ция 1 

Конформа-

ция 2 

M―N(1) 2,933 2,743 2,780 2,784 2,855 3,010 

M―N(2) 2,552 2,495 2,742 2,639 2,829 2,760 

M―N(3) 2,691 2,499 2,676 2,625 2,761 2,753 

M―N(4) 2,730 2,733 2,905 2,749 2,970 2,966 

M―O(4) 2,458 2,388 2,452 2,526 2,497 2,544 

M―O(6) 2,322 2,418 2,445 2,444 2,481 2,577 

M―O(8) 2,341 2,420 2,456 2,565 2,492 2,572 

M―O(10) 2,305 2,484 2,451 2,536 2,488 2,541 

M―O(1) 4,785 4,344 4,686 4,159 4,612 2,774 

M―O(2) 4,413 2,909 4,124 2,737 3,906 2,784 

По сравнению с [BiBATA]-, атомы кислорода макроцикла в [LaBATA]- и [AcBATA]- рас-

положены ближе, и O(2) может участвовать в координации катиона внутри полости. В слу-

чае конформации 2 комплекса [AcBATA]- расстояния до обоих атомов кислорода макро-

цикла сопоставимы с расстояниями до атомов азота макроцикла и атомов кислорода аце-

татных групп, следовательно, оба атома кислорода в этом случае могут участвовать в коор-

динации Ac3+ в комплексе. Также данный факт косвенно указывает на то, что достаточно 

крупная полость макроцикла 18-краун-6 (диаметр 2,6–3,2 Å) может больше подходить 

крупному трёхзарядному катиону Ac3+ (ионный радиус 1,12 Å, КЧ 6) для его эффективной 

координации с включением внутри полости макроцикла, по сравнению с катионами, обла-

дающими меньшим ионным радиусом. В этом случае катион Ac3+ будет лучше экранирован 

от конкурирующих катионов или биологических молекул, что увеличивает  кинетическую 

стабильность комплекса в организме. 

Полученные структуры комплексов и длины связей можно сравнить с комплексами Bi3+ 

и La3+ с известными лигандами, в частности, с H4DOTA. Средние длины связей La3+ с ато-
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мами азота макроцикла (2,738 Å) и с атомами кислорода боковых координирующих ацетат-

ных групп (2,484 Å) [LaBATA]- практически идентичны длинам связей комплекса 

[LaDOTA]- (2,795 и 2,493 Å соответственно) с КЧ = 9 

(Na[La(DOTA)La(HDOTA)]·10H2O)[6], поскольку H4DOTA имеет склонность к образова-

нию девятикоординированных комплексов лантаноидов(III) с общей формулой 

[M(DOTA)(H2O)]-. Сходство пространственной координации комплекса, при котором ка-

тион металла включён в полость макроцикла и помимо атомов азота координируется также 

ацетатными группами по разные стороны макроцикла, может свидетельствовать о схожей 

кинетической стабильности комплексов катионов, схожих по ионному радиусу и степени 

окисления, в присутствии конкурирующих молекул (например, в сыворотке крови). 

Структурные данные комплекса Bi3+ с H4BATA, полученные методом DFT, подтвержда-

ются анализом образцов при pH 5-5,0 методом спектроскопии протяжённой тонкой струк-

туры рентгеновского поглощения (EXAFS). Также был проведён анализ образцов в широ-

ком диапазоне pH, что позволило подтвердить распределение форм комплекса от pH, полу-

ченное из констант устойчивости комплексов (Рисунок 4). 

 

Рисунок 4. Предполагаемая координация Bi3+ в комплексах с H4BATA в зависимости от 

pH. 

Синтез и определение радиохимической чистоты комплексов Bi3+ и Ac3+ с H4BATA 

Синтез и определение РХЧ комплекса [207Bi]BiBATA- 

Для получения радиофармпрепаратов важно, чтобы лиганд в составе конъюгата с био-

молекулой быстро и с высоким выходом связывал радионуклид, желательно, в мягких усло-

виях, чтобы можно было проводить мечение конъюгата радионуклидом напрямую и без 

разрушения биомолекулы. Эффективность связывания Bi3+ в комплекс с H4BATA опреде-

ляли при комнатной температуре и при 80°С, время выдержки составило 1 ч. В качестве 
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метки использовали радионуклид 207Bi, его количественное связывание с лигандом 

H4BATA определяли с помощью тонкослойной хроматографии (ТСХ). Радиохимическая 

чистота (РХЧ) комплекса Bi3+ с H4BATA сразу после приготовления (через 2-3 мин) и после 

выдерживания в течение 1 ч при рН 6,1 и cL = 1 мкМ не зависела от температуры и соста-

вила: 44% при 80°С и 49% при 25°С. Известно, что низкая скорость комплексообразования 

H4DOTA обусловлена медленным депротонированием атомов азота макроцикла с одновре-

менным включением катиона металла в полость макроцикла. В случае H4BATA быстрое 

комплексообразование обеспечивается за счёт большего размера и меньшей жесткости 

структуры макроцикла 18-краун-6 (2,6-3,2 Å) H4BATA по сравнению с 12-краун-4 (1,2-1,5 

Å) H4DOTA. Поэтому депротонирование и включение металла в полость макроцикла в слу-

чае H4BATA протекает быстрее, и все эксперименты по комплексообразованию проводи-

лись через 1-3 минуты после приготовления раствора при комнатной температуре. 

Синтез и определение РХЧ комплекса [225Ac]AcBATA- 

С целью оценки эффективности связывания Ac3+ лигандом H4BATA было проведено 

сравнение комплексообразования Ac3+ с лигандом H4DOTA. Для этого был проведён экс-

перимент по оценке эффективности связывания 228Ac с обоими лигандами в одинаковых 

условиях методом ТСХ (Рисунок 5). Полученные данные позволяют сделать вывод, что 

H4BATA обладает высокой скоростью связывания Ac3+ уже при комнатной температуре. 

При необходимости можно использовать нагревание для ещё более эффективного связыва-

ния катиона. Второй вывод заключается в том, что H4BATA связывает Ac3+ при более низ-

кой концентрации лиганда, чем H4DOTA, и подобная тенденция сохраняется даже при вы-

соких температурах, что согласуется с более высокими значениями констант устойчивости 

и pAc для формы комплекса [AcBATA]- по сравнению с [AcDOTA]-. Этот факт указывает 

на большее сродство большого катиона Ac3+ к лиганду H4BATA с большей полостью мак-

роцикла, чем у H4DOTA. 

 

Рисунок 5. Радиохимическая чистота (РХЧ) комплексов H4DOTA и H4BATA (cL = 2 мкМ) 

с [228Ac]Ac3+ при различных температурах и времени выдержки. 
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Сравнение скорости образования и диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA с типо-

выми комплексами. Определение механизма протон-ассоциированной диссоциации 

Кинетическая инертность комплекса также имеет решающее значение при создании ра-

диофармпрепарата, поскольку важно гарантировать, что после введения в организм радио-

нуклид не высвобождается и не оказывается в здоровых органах и тканях. Было проведено 

сравнение скорости комплексообразования и диссоциации Bi3+ с H4BATA, H4DOTA и ацик-

лическим лигандом H5DTPA в избытке H+ методом УФ-спектроскопии. При 25°C в 0,1 M 

HCl и 10-кратном избытке лиганда (для обеспечения условий реакции псевдопервого по-

рядка) не наблюдалось образования комплекса Bi3+ с H4DOTA. В то же время ациклический 

лиганд H5DTPA связывал Bi3+ в первые секунды реакции, а H4BATA – в течение нескольких 

минут, что указывает на более подвижную структуру H4BATA по сравнению с более ком-

пактным макроциклом H4DOTA. Процесс диссоциации был исследован для комплексов, 

синтезированных в соотношении 1:1, в 0,1 M HCl. В этих условиях не наблюдалось суще-

ственной диссоциации комплексов Bi3+ с H4DOTA и H5DTPA, в то время как комплекс с 

H4BATA постепенно диссоциировал. Для понимания причин, почему наблюдается разница 

в скорости диссоциации при низких значениях pH было проведено детальное исследование 

кинетики протон-зависимой диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA. 

Механизм протон-зависимой диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA 

Для определения механизма протон-зависимой диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA, 

исследовали кинетику диссоциации при 25°С в диапазоне концентраций H+ 0,01 – 0,30 М. 

В диапазоне от 0,01 М до примерно 0,05 М [H+] не наблюдалось существенного изменения 

спектра поглощения образцов, т.е. комплекс в растворе оставался устойчив. По-видимому, 

в этом диапазоне концентраций H+ преобладает устойчивая монопротонированная форма 

[BiHBATA], в которой лишь одна карбоксильная группа является протонированной и прак-

тически не участвует в координировании катиона металла. При увеличении концентрации 

H+ (0,10 – 0,30 М [H+]) происходила диссоциация комплекса, что обусловлено присутствием 

более высоко протонированных форм комплекса. На основании полученных результатов 

можно сделать вывод, что формы [BiHBATA] и [BiBATA]-, по-видимому, гораздо более 

устойчивы к протон-зависимой диссоциации по сравнению с [BiH2BATA]+ из-за включения 

Bi3+ внутрь полости макроцикла и прочного удерживания катиона атомами азота макро-

цикла с образованием «внутриклеточный» («in-cage») комплекс. Был предложен механизм 

кислотной диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA (схема 1). Первая стадия – быстрое про-

тонирование координирующей Bi3+ карбоксильной группы. Следующей определяющей ста-

дией является перенос этого протона от карбоксильной группы к атому азота макроцикла, 
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что в конечном итоге приводит к диссоциации дважды N-протонированного комплекса. 

Данный механизм диссоциации похож на механизм, присущий комплексам с H4DOTA и 

DOTA-подобными лигандами. 

Схема 1. Механизм протон-зависимой диссоциации комплекса Bi3+ с H4BATA в 0,10 – 

0,30 M [H+]. 

 

* Конкретные места протонирования не уточнены 

Определение кинетической стабильности комплексов H4BATA с Bi3+ и Ac3+ в среде 

конкурентных катионов и в сыворотке крови 

После того, как были получены данные, свидетельствующие о высокой термодинамиче-

ской устойчивости комплексов H4BATA с Bi3+ и Ac3+, была проведена оценка кинетической 

стабильности данных комплексов in vitro. Для этого были приготовлены растворы соответ-

ствующих комплексных соединений Bi3+ и Ac3+, при pH 6 в 0,01 M буфере MES (2-(N-мор-

фолино)этансульфоновая кислота). В качестве удобных для работы радиоизотопов иссле-

дуемых катионов были выбраны 207Bi и 228Ac. Полученные комплексные соединения поме-

щали в среду с конкурентными катионами или в эмбриональную бычью сыворотку крови и 

выдерживали при 37°C. Методом ТСХ было показано, что комплекс с Bi3+ оставался стаби-

лен в изотоническом растворе (0,9% NaCl) и в избытке катионов микроэлементов Ca2+ (5 

мМ), Mg2+ (5 мМ), Zn2+ (0,1 мМ) и Cu2+ (0,1 мМ) по крайней мере 2 дня. Этот комплекс, как 

и комплекс [BiDOTA]-, остается стабильным в сыворотке крови в течение по крайней мере 

2 дней. Следует отметить, что комплекс с ациклическим лигандом H4EDTA диссоциирует 

на 50% всего лишь за 15 мин, и полностью диссоциирует в течение 1 ч. 
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Методом ТСХ была продемонстрирована кинетическая стабильность комплекса 

[AcBATA]- по крайней мере в течение 1 дня в присутствии 50-кратного избытка по отно-

шению к лиганду конкурирующего иона La3+, что вновь указывает на высокое сродство 

Ac3+ к 18-краун-6 макроциклу H4BATA. Также [AcBATA]- был стабилен в сыворотке крови 

по крайней мере в течение 1 сут. Поскольку комплексы с H4BATA продемонстрировали 

высокую кинетическую инертность in vitro, было целесообразно оценить их кинетическую 

инертность in vivo, исследовав распределение полученных комплексов в организме здоро-

вых мышей. 

Исследование биораспределения комплексов Bi3+ и Ac3+ с H4BATA в организме здо-

ровых мышей 

Перед конъюгированием лиганда с биологическим вектором необходимо оценить кине-

тическую стабильность радиоактивного комплекса с лигандом in vivo, поскольку в случае 

диссоциации комплекса в тканях организма, нет необходимости в дальнейшем связывании 

лиганда с биомолекулой. Биораспределение комплексов Bi3+ и Ac3+ с H4BATA было иссле-

довано в организме здоровых мышей. Все эксперименты in vivo были одобрены Комиссией 

по биоэтике МГУ им. М.В. Ломоносова. В экспериментах использовали n = 24 самцов мы-

шей линии С57bl/6 (на каждую временную точку n = 3): мышей подвергали эвтаназии спу-

стя 1 и 6 ч в случае соединений [BiBATA]-, [BiDOTA]- и [BiEDTA]- и спустя 6 ч в случае 

соединений [AcBATA]- и Ac(NO3)3. В качестве радиоактивных меток использовали 207Bi и 

225Ac. Инъекции объёмом 100 мкл вводили путём внутрибрюшинной инъекции в случае со-

единений с висмутом и внутривенной инъекции через хвостовую вену в случае соединений 

с актинием. Накопление в органах оценивалось путём определения процента введённой 

дозы на 1 г органа (% введ.д./г). 

Из полученных данных (Рисунок 6) видно, что комплекс [207Bi]BiBATA- обладает весьма 

схожим профилем биораспределения и так же быстро выводится из организма спустя 6 ч, 

как и комплекс [207Bi]BiDOTA- и значительно отличается от распределения комплекса 

[207Bi]BiEDTA-, который нестабилен в сыворотке крови и, следовательно, в организме тоже. 

Ввиду неустойчивости [207Bi]BiEDTA-, свободный Bi3+ накапливался в организме (Рисунок 

6). В случае [207Bi]BiBATA- максимальное накопление 207Bi наблюдали в почках: оно соста-

вило 3,03 % введ.д./г через 1 ч, и это значение снижалось до 2 % введ.д./г спустя 6 часов. 

Данный факт свидетельствует о преимущественном выведении комплекса посредством по-

чек. Комплекс Bi3+ с H4BATA демонстрирует такую же высокую кинетическую стабиль-

ность in vivo, как и комплекс с H4DOTA. 
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Рисунок 6. Распределение (% введ.д./г) комплексов [207Bi]BiEDTA-, [207Bi]BiDOTA- и 

[207Bi]BiBATA- в органах здоровых мышей спустя 6 ч после внутривенного введения. 

При исследовании комплекса с Ac3+, было установлено, что профиль биораспределения 

[225Ac]AcBATA- значительно отличается от профиля [225Ac]Ac(NO3)3 (Рисунок 7). Во-пер-

вых, наблюдается крайне низкое накопление 225Ac во всех органах, в том числе в печени 

(0,2 % введ.д./г), в которой наблюдалось наибольшее накопление 225Ac в случае нитратной 

формы. Следовательно, комплекс [225Ac]AcBATA- стабилен in vivo. Во-вторых, 

[225Ac]AcBATA- практически полностью выводится из организма через 6 ч посредством по-

чек. Согласно полученным результатам, можно предположить, что комплекс [AcBATA]- 

так же высоко стабилен, как и комплексы с другими макроциклическими лигандами: 

[AcDOTA]-, [Ac(macropa)]+ и [AcHEHA]3-, а краун-эфирная полость 18-краун-6 представля-

ется более предпочтительной для такого крупного катиона, как Ac3+. 

 

Рисунок 7. Распределение (% введ.д./г) [225Ac]Ac(NO3)3 и [225Ac]AcBATA- в органах здо-

ровых мышей спустя 6 ч после внутривенного введения. 
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ВЫВОДЫ 

1. Комплекс [BiBATA]- не уступает, а [AcBATA]- превосходит соответствующие ком-

плексы с H4DOTA по термодинамическим параметрам, поскольку размер макро-

цикла 18-краун-6 более предпочтителен для таких крупных катионов как Bi3+ и Ac3+ 

для образования устойчивого внутрисферного комплекса; 

2. Показано, что комплексы Bi3+ и Ac3+ с H4BATA образуются уже при комнатной тем-

пературе (25°C) с высокой скоростью (в течение 1-3 мин), что обусловлено подвиж-

ностью структуры макроцикла 18-краун-6; 

3. Установлено, что лиганд H4BATA быстро связывает катион Bi3+ даже при низких 

значениях pH (pH < 1) уже при комнатной температуре аналогично H5DTPA. В то же 

время, комплекс легко протонируется из-за высокого сродства протонов к лиганду 

H4BATA по механизму, схожему с H4DOTA и её аналогами; 

4. Высокая кинетическая стабильность комплекса Bi3+ с H4BATA обусловлена высокой 

кинетической инертностью форм [BiBATA]- и [BiHBATA], являющимися основ-

ными формами при pH > 2. 

5. Показано, что комплексы [BiBATA]- и [AcBATA]- характеризуются как высокой тер-

модинамической устойчивостью, так и кинетической инертностью в организме, что 

отражается в быстром выведении и отсутствии накопления в органах. 
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