
МОСКОВСКИЙ ГОСУДАРСТВЕННЫЙ УНИВЕРСИТЕТ имени М. В. ЛОМОНОСОВА  

ХИМИЧЕСКИЙ ФАКУЛЬТЕТ  

На правах рукописи  

 

 

 

Золотова Алёна Сергеевна 

 

Биосовместимые носители для транспортировки радионуклидов меди и 

антиопухолевых агентов 

 

 

Специальность 1.4.13 Радиохимия  

ДИССЕРТАЦИЯ  

на соискание ученой степени кандидата химических наук  

 

 

 

 

 

Научный руководитель:  

доктор химических наук Орлова Марина Алексеевна  

 

Москва – 2026 

 

 



2 
 

ОГЛАВЛЕНИЕ 

1. Введение…………………………………………………………...…………………6 

2. Обзор литературы………………………………………………………………..…12 

2.1.Роль меди в организме…………………………………………………………12 

2.2.Лекарственные препараты на основе меди.......................................................16 

2.3.Изотопы и радионуклиды меди. Перспективы комплексного применения 

радионуклидов в медицине…………………………………………………....19 

2.4.Биосовместимые носители препаратов на основе гидроксиапатита………..27 

2.5.Полимеры и их конъюгаты в качестве носителей препаратов………………29 

2.6.Роль эффекторов NO-синтазы в канцерогенезе и в антиопухолевой 

терапии…………………………………………………………………………..34 

3. Экспериментальная часть…………………………………………………………..40 

3.1.Синтез, модификация и исследование свойств ГАП и ГАП–Cu…………….40 

3.1.1. Синтез разных модификаций ГАП……………………………...…40 

3.1.2. Сорбция и десорбция ионов меди на ГАП………………………..41 

3.1.3. Сорбция лигандов и комплексов на ГАП…………………………44 

3.1.4. Изучение влияния БСА на процессы сорбции……………………47 

3.2. Синтез и исследование лигандов и их комплексов с Cu2+ и 67Cu2+…………48 

3.2.1. Синтез комплексов…………………………………………………48 

3.2.2. Выделение радионуклидов меди. Синтез меченых комплексов 

меди………………………………………………………………….49 

3.3. Методы исследования……………………..…………………………………..51 

3.3.1. Потенциометрическое титрование………………………………..51 

3.3.2. Метод масс-спектрометрии LETDI (Laser Induced Electron Transfer 

Desorption/Ionization)……………………………………………….52 

3.3.3. Флуориметрическое определение констант связывания……...…53 

3.3.4. Рентгеноструктурный анализ……………………………………...53 

3.3.5. Радиационная устойчивость……………………………………….54 

3.4. Методы исследования клеточного материала……………………………….55 

3.4.1. Проточная цитофлуориметрия…………………………………….55 

3.4.2. МТТ-тест……………………………………………………………56 

3.5. Получение и исследование двойных и тройных микрогелей на основе 

КМЦ……………………………………………………………………………..58 

3.5.1. Двойные микрогели………………………………………………...59 



3 
 

3.5.2. Тройные микрогели………………………………………………...60 

3.5.3. Микрогели, меченные тритием……………………………………61 

3.6. Работа с животными in vivo……………………………………………… ..…62 

4. Результаты и их обсуждение……………………………………………………….65 

4.1. Сорбция ионов меди на наноГАП и ферментативном ГАП при 

адсорбционным и сокристаллизационным методе введения и сравнение с 

поведением в этих условиях ионов цинка…………………………………….65 

4.2. Синтез комплексов меди и исследование их структур………………………76 

4.2.1. Лиганды и комплексы N-(5,6-дигидро-4Н-1,3-тиазин-2-

ил)бензамида (L1) и 2-аминопиримидина (АР) с Cu2+  и 67Cu……76 

4.2.2. Сравнение цитотоксичности полученных комплексов меди in vitro 

на клеточных линиях……………………………………………….84 

4.2.3. Распределение комплексов меди, меченных 67Cu, in vivo в органах 

на мышиной модели………………………………………………...87 

4.3. Карбоксиметилцеллюлоза и бинарные и тройные микрогели на её основе, 

содержащие ионы меди, 67Cu, L1 и L2……………………………………….…89 

4.3.1. Сравнение цитотоксичности полученных микрогелей in vitro на 

клеточных линиях…………………………………………………..99 

4.3.2. Распределение полученных микрогелей, меченных 67Cu и in vivo на 

мышиной модели………………………………………………….104 

4.3.3. Определение устойчивости микрогелей при радиационном 

воздействии………………………………………………………..109 

5. Заключение……………………………………………………………………...…113 

6. Выводы…………………………………………………………………………….115 

7. Список литературы………………………………………………………………..116 

8. Приложения 1-4……………………………………………………………………130 

9. Публикации…………………………………………………………………..……145 

10. Благодарности……………………………………………………………………..146 

 

 

 

 

 

 

 



4 
 

Список сокращений 

 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

ГАП – гидроксиапатит 

ДСР – динамическое светорассеяние 

ЭФП – электрофоретическая подвижность 

КМЦ - карбоксиметилцеллюлоза 

МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолийбромид 

ПМГ – полимерные микрогели 

(AP) – 2-аминопиримидин 

L1 – N-(5,6-дигидро-4H-1,3-тиазин-2-ил)бензамид 

 

L2 – N-(4-изопропил-фенил)-N-(1-имминоэтил)пиперидин-1-карботиоамид гидробромид 

 
 

АР – 2 аминопиримидин 

 
 

L1 и L2 предоставлены к. х. н. с. н. с. Т. П. Трофимовой 

ГАП0 – гидроксиапатит, полученный методом осаждения. 

ГАПЕ – гидроксиапатит, полученный ферментативным методом с использованием 

щелочной фосфатазы (ЩФ) – предоставлен к. х. н. А. В. Гопиным. 
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Нумерация комплексов: 

Cu(AP)2Cl4 – 1       желтый (предоставлен кхн Т. П. Трофимовой) 

CuL1
2 –          2       фиолетовый 

Cu2L
1

2Cl3 –    3      зеленый 

CuL1
2Cl2 –     4      ярко-зеленый 

CuL1Cl2 -       5      ярко-зеленый 

Комплексы 2-5 синтезированы автором по методикам, разработанным в 

лаборатории радиофармацевтической химии к. х. н.Трофимовой Т. П. 
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1. Введение 

Актуальность исследования 

Лечение онкологических заболеваний является одной из приоритетных областей 

медицины. Для этого привлекаются самые разные отрасли науки с целью разработки 

противоопухолевых препаратов и новых методов лечения. В настоящее время существуют 

различные способы медицинского применения радиации, в том числе, создание и 

совершенствование радиофармпрепаратов: диагностических, терапевтических и наиболее 

перспективных – тераностических, а также развивается иммунная радиотерапия с 

использованием моноклональных антител в качестве векторов доставки [1]. Последнее 

десятилетие характеризуется увеличением интереса к этой области медицины. 

Недостатками этого метода являются необходимость получать короткоживущие 

радионуклиды непосредственно в месте их применения, т. к. доставка от места получения 

к пациенту, как и само приготовление препарата, должны занимать минимум времени; 

кроме того, существует большая вероятность разной степени повреждения организма 

облучением. Поэтому помимо разработки новых методов получения и использования 

короткоживущих радионуклидов с целью более свободного выбора препаратов, 

необходимы новые подходы к созданию методов доставки и введения в организм систем, в 

которых два воздействия (радиационное и химиотерапевтическое) можно совместить на 

одной платформе. Большое преимущество, безусловно, имеют генераторы, которые можно 

использовать в течение длительного времени, именно поэтому широкое применение имеет 

генераторный изотоп 99mTc (99Mo (t1/2 = 66 ч) → 99mTc) c t1/2 = 6 ч, хотя на сегодня известно 

значительное количество генераторных радионуклидов. 

В настоящее время получено большое количество циклотронных и реакторных 

радионуклидов, часть из которых применяется или рассматриваются как перспективные 

для применения в медицине. Однако структура радиофармпрепаратов достаточно 

традиционна: носитель (который может быть одновременно вектором, имеющим свою 

биологическую мишень или способность накапливаться в определенной части организма) 

и радионуклид, соединенный напрямую или через спейсер с хелатором. Для 

диагностических исследований эта схема работает достаточно хорошо. Однако для 

использования в терапевтических и тераностических целях её можно и нужно усиливать. 

SPECT (фотонно-эмиссионная компьютерная томография) и PET (позитронно-эмиссионная 

томография) являются диагностическими методами, и соответствующие радионуклиды 

регистрируются в конечном этапе по гамма-излучению. Для этих методов разработана 

аппаратура и подбираются подходящие радионуклиды (γ- и β+-эмиттеры). 

Короткоживущие бета-эмиттеры с невысокой энергией излучения считаются возможными 
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терапевтическими радионуклидами (например, 67Cu). В настоящее время для 

использования в терапии широко изучаются и начали применяться α-излучатели (например, 

213Bi). Развивается аппаратура и синтезируются препараты для протонной и бор-

нейтронной терапии. Однако проблемы таргетной доставки, растворимости препаратов и 

возможных потерь радионуклида в процессе доставки в органы и ткани по-прежнему 

чрезвычайно актуальны. 

Степень разработанности темы исследования 

На момент, предшествующий выполнению данной работы, описано большое 

количество хелаторов для радионуклидов и разработаны способы доставки с помощью 

биологического сродства вектора к некоторым рецепторам и другим белкам раковых клеток 

(в частности, клеток крови). Особенно перспективным считается использование в качестве 

вектора моноклональных антител. Появились первые тераностики и попытки совмещения 

двух разных типов медицинских воздействий на раковую опухоль. Среди платформ, 

переносящих лекарственные препараты и радионуклиды, получили широкое 

распространение полимерные материалы [2,3]. Произошло развитие концепции 

Рингсдорфа [4] на новом уровне [5], что привело к увеличению возможных наноносителей 

и наномедицинских препаратов, в том числе, и в ядерной медицине. Получили 

распространение радионуклиды меди [6-9], описаны способы их получения. Наиболее 

перспективным является использование радионуклида совместно с химиопрепаратом при 

одновременной доставке одним и тем же носителем (и/или вектором), однако этот подход 

недостаточно изучен. В такой дизайн можно включать и лиганды, которые являются, 

наоборот (или одновременно) радиопротекторами для здоровых тканей, защищая их от 

воздействия радионуклида, при условии отсутствия с их стороны помехи антиопухолевому 

воздействию. Примером может служить один из самых известных радиопротекторов – 

гаммофос, который лучше себя проявляет в качестве антиопухолевого агента. При таком 

подходе плохая растворимость комплекса перестает являться препятствием для 

использования лекарства, если платформа-носитель обладает достаточной 

растворимостью. В последние годы сочетание ядерной и наномедицины произвело 

революцию в медицинских технологиях лечения рака, хотя применение ядерных 

технологий в наномедицине в настоящее время находится еще на ранней стадии развития. 

Однако ожидается, что они окажут существенное влияние на диагностику и лечение, и 

количество радиоактивных нанопродуктов (в том числе, принятых FDA) с каждым годом 

растет.  
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Таким образом, развитие радиомедицинских технологий движется в сторону 

сочетанного воздействия фармакологического и радиационного воздействия и создания 

комбинированных технологий. 

Цель и задачи работы 

Цель данной работы: на основе наноплатформ разного состава разработать и 

испытать in vitro и in vivo двойные и мультифункциональные (тройные) композиции, 

содержащие медицинские радионуклиды меди и ингибитор/активатор NO-синтазы в 

качестве антиопухолевого препарата. Для этого рассматриваются следующие задачи 

исследования: 

1. Получение среди эффекторов NO-синтаз соединений с наибольшей цитотоксичностью 

по отношению к лейкемическим линиям клеток, синтез на их основе комплексов (в том 

числе с радионуклидами меди) и их физико-химическое описание. 

2. Изучение физико-химических параметров связывания эффекторов NO-синтаз и ионов 

металлов с полимерным (карбоксиметилцеллюлоза) и неорганическим (гидроксиапатит) 

носителями. 

3. In vitro на клеточных моделях изучение цитотоксичности и величины терапевтического 

окна полученных стабильных препаратов.  

4. Исследование in vivo накопления в целевых органах и выведения препаратов, 

содержащих 67Cu и 3H, из организма. 

Научная новизна 

В работе впервые: 

1. Показана возможность использования ГАП различного строения и размерности в 

качестве носителя ионов меди (67Cu) для медицинских целей с учетом кинетики сорбции, 

десорбции в разных средах и в присутствии альбумина (BSA) как транспортной молекулы 

крови. 

2. Получены двойные (КМЦ‒Cu) и тройные (КМЦ‒Cu‒эффектор NO-синтазы) микрогели 

на основе карбоксиметилцеллюлозы и показана in vitro их цитотоксичность и 

терапевтический индекс по отношению к линиям лейкемических клеток. 

3. Получены двойные микрогели, меченные 67Cu, и показано их распределение/накопление 

в организме мышей in vivo и их радиационная стабильность. 

4. Исследованы кристаллические структуры меди с ингибитором NO-синтазы (L1). 

5. Методом двойного мечения (67Cu и 3Н) показано, что бинарные микрогели размером до 

200 нм способны выводиться из организма, в том числе через почки. 
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Практическая и теоретическая значимость работы 

Полученные данные являются основой для использования ГАП и КМЦ в качестве 

моно- и мультиплатформ-носителей радиофармацевтических препаратов. Впервые 

получены данные по получению и физико-химическим параметрам комплексов меди с 

эффекторами NO-синтазы, а также двойных и тройных микрогелей на основе КМЦ, что 

дает основу для получения РФП нового поколения. 

Положения, выносимые на защиту 

1. ГАП является перспективным носителем для радионуклидов меди благодаря его 

высокой адсорбционной способности по отношению к ионам меди, при этом 

наблюдается замещение ионов кальция из ГАП на ионы меди и не наблюдается процесса 

десорбции. 

2. Медь в комплексах с L1 имеет валентность (II) или смешанную (II и I) в зависимости от 

способа получения, что соответствует различной кристаллической структуре. Эти 

комплексы, меченные 67Cu с носителем и без носителя, показали недостаточную 

устойчивость в биологической среде организма (мышей), что требует использования 

наноплатформы-носителя. 

3. Механизм образования двух- и трехкомпонентных медьсодержащих микрогелей на 

основе КМЦ включает образование электростатических контактов ионов меди и 

электростатического связывания пиримидинового/тиазинового фрагмента лиганда с 

карбоксильными группами полимера. 

4. Цитотоксичность трехкомпонентных микрогелей (наноносителей для 67Cu) на основе 

КМЦ сильно зависит от содержания меди и строения лигандов в их составе и может 

достигаться значительная величина терапевтического окна (ТИ) между здоровыми и 

лейкемическими клетками под их воздействием. Такие носители перспективны для 

одновременной доставки радионуклидов 67Cu и эффекторов NO-синтазы (лигандов). 

5. Микрогели КМЦ‒Cu2+ показали высокую радиационную стабильность, практически без 

потери ионов меди. Кроме того, микрогели способны выводиться из организма 

(мышей), в том числе через почки, что показано методом двойного мечения (67Cu‒КМЦ 

и 3Н‒КМЦ). 

Методология и методы исследования 

В работе использовались современные инструментальные методы анализа: 

потенциометрическое титрование, спектрофотометрия, гамма- и жидкостно-

сцинтилляционная спектрометрия, цифровая авторадиография, тонкослойная 

хроматография, УФ, флуориметрия, РСА, ИК, электронная микроскопия, методы работы с 

клеточным материалом и животными (мышами). Эксперименты in vivo были одобрены 
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Комиссией по биоэтике Московского государственного университета имени М. В. 

Ломоносова, заседание № 126-д, 28.01.2021, протокол № 124-а. 

Соответствие паспорту научной специальности 

Диссертационная работа соответствует паспорту специальности 1.4.13 Радиохимия 

по области исследований: методы выделения, разделения и очистки радиоактивных 

элементов и изотопов; получение и идентификация меченых соединений; методы 

радиохимического анализа; авторадиография; химические аспекты использования 

радионуклидов в биологии и медицине. 

Степень достоверности 

Достоверность определяется использованием современных расчетных и 

инструментальных методов исследования, сходимостью результатов измерений и 

воспроизводимостью полученных результатов. 

Личный вклад автора 

Автор участвовал в критическом обзоре литературных данных, в получении всех 

экспериментально полученных данных (потенциометрическое и флуоресцентное 

титрование, спектрофотометрия, ТСХ, авторадиография, гамма- и жидкостно-

сцинтилляционная спектрометрия, проточная цитометрия, МТТ-тесты, кинетические 

исследования с ГАП, получение микрогелей, работа с радиоактивными препаратами 

проделаны лично, остальные данные получены в соавторстве, указанном в работе), а также 

в обсуждении результатов и написании статей. Личный вклад автора в совместные 

публикации основополагающий. 

Апробация результатов 

Основные результаты работы были представлены в виде устных и стендовых 

докладов на следующих конференциях: 5-ая Российской конференции «МедХим-Россия 

2021», г. Волгоград, 2022, (doi: 10.19163/MedChemRussia2021-2021-119); Российская 

конференция «Хроническое радиационное воздействие: отдаленные медико-биологические 

эффекты», 6-7 декабря 2022 г., г. Челябинск, Россия; 13-я Международная конференция 

«Биокатализ. Фундаментальные исследования и применения» (Биокатализ - 2023), г. 

Суздаль, Россия, 25-29 июня, 2023; I Всероссийская научно-практическвая конференция 

«Достижения и перспективы экспериментальной фармакологии в онкологии и 

радиационной медицине, г. Обнинск: МРНЦ им. А.Ф. Цыба Минздрава России, 1 марта 

2024 г. 
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Публикации 

Основные результаты, положения и выводы диссертации опубликованы в 7 статьях 

в рецензируемых научных изданиях, рекомендованных для защиты в МГУ имени М. В. 

Ломоносова по специальности и отрасли наук. 

Структура и объем работы 

Диссертационная работа изложена на 147 страницах печатного текста и состоит из 

введения, обзора литературы, экспериментальной части, результатов и их обсуждения, 

заключения, выводов, списка цитируемой литературы и приложений. Список цитируемой 

литературы содержит 224 наименования. Работа содержит 30 таблиц, 78 рисунков и 4 

приложения. 
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2. Обзор литературы 

2.1. Роль меди в организме 

Металлсодержащие фармацевтические агенты считаются перспективными 

препаратами для лечения онкологических заболеваний, т. к. они способны усиливать 

антиопухолевые эффекты и способствуют биодоступности лекарства, изменяя 

фармакокинетические и фармакодинамические свойства образованного комплекса по 

отношению к биологическим мишеням (рецепторам), благодаря наличию иона металла. 

Активному использованию ионов переходных металлов и, в частности, меди, положило 

начало появление сильного и широко сегодня применяемого антиопухолевого препарата 

цисплатина [2], который, однако, имеет сильные побочные эффекты, избежать которые 

пытаются заменой платины ионами других металлов. 

Среди неплатиновых металлов наиболее широко используются соединения меди [3]. 

Медь является в организме одним из ключевых микроэлементов, включенным в качестве 

кофактора в важнейшие ферменты метаболических процессов. При этом медь проявляет 

избирательную цитотоксичность по отношению к злокачественным клеткам. Считается [4], 

что эта селективность частично связана с гипоксической средой раковых клеток, которая 

способствует восстановлению Cu(II) до Cu(I), что приводит к проапоптотической 

активизации активных форм кислорода (АФК). Кроме того, медь имеет независимую 

систему входа в клетку, что дает возможность биологически активным соединениям, 

содержащим ионы меди, проникать через клеточную поверхность без связывания с другими 

проводящими агентами. Это является отличительной чертой медных соединений в 

сравнении с координационными соединениями других металлов [5]. В сыворотке человека 

медь образует комплекс с гистидином, который считается основным медно-

аминокислотным комплексом сыворотки. Помимо этого, с медь-гистидином может 

образовывать тройной комплекс человеческий альбумин (HSA) [6,7], который легко 

переносит ионы меди и его комплексы к органам. Считается, что альбумин, как главный 

транспортер в кровеносной системе организма, имеет персональный сайт связывания меди 

(ATCUN) [8], однако более пристальные исследования показали, что цинк может в ряде 

случаев использовать тот же сайт. Cвободная медь индуцирует агрегацию белков в 

сыворотке крови, и к этому процессу особенно чувствительны гамма-глобулины. Было 

показано, что свободная медь в крови может способствовать образованию агрегатов 

циркулирующих белков с ядром IgG [9] 

Основным переносчиком меди является церуллоплазмин (α2-глобулин), где медь 

может находиться в состоянии CuI и CuII. Такая медь считается необменной. В цитоплазме 

концентрация свободной меди низка, и ключевым органом её метаболизма можно считать 
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печень, где и происходит включение элемента в медьсодержащие ферменты и другие белки. 

В периферические ткани 90% меди транспортируется в комплексе с церуллоплазмином, 

который окисляет ионы Fe2+ до Fe3+ без образования гидроксил-радикала и обеспечивает 

равновесие между депонированием и использованием железа. 

Аноксическая природа раковых клеток способствует восстановлению CuII в CuI [10-

12]. Ионы меди в состоянии CuI катализируют образование гидроксильных радикалов [4], 

чем усиливают цитотоксичность медных соединений, связанную с оксидативным стрессом. 

Баланс между двумя этими валентными состояниями меди вместе с балансом 

диспропорционирования (1) [13,14] имеет столь важное значение в организме, что его сдвиг 

в ту или иную сторону приводит к ярко выраженным заболеваниям, связанным с 

нарушением регуляции передачи сигналов [15].  

2Cu(I)aq ↔ Cu(0)s + Cu(II)aq               (1) 

Помимо этого, комплексы меди(I) проявляют нуклеазную активность и 

селективность при введении в клетки, связанную со специфическими переносчиками ионов 

меди hCtr [8]. 

Медь входит в состав наиболее жизненно важных ферментов, среди которых следует 

выделить: цитохромоксидазу, Cu,Zn-супероксиддисмутазу (SOD1), тирозиназу, дофамин-

β-гидроксилазу, лизиноксидазу и ЛХАТ (лецитин-холестерол-ацил-трансферазу). Они 

затрагивают критически важные метаболические процессы, в частности, окислительное 

фосфорилирование, катаболизм нуклеотидов и антиоксидантную систему организма. 

Известно более 25 медьсодержащих ферментов, многие из них участвуют в окислительном 

катализе, при этом различают несколько типов координации меди в ферментах, что 

соответствует функции последних. На основе таких координационных конструкций 

синтезируются медьсвязывающие миметики различного, в том числе, и медицинского, 

применения [16,17]. 

Транспортеры меди ATP7A (медь альфа) и ATP7B (медь бета) играют критическую 

роль в транспорте меди между внутриклеточными компартментами и необходимы для 

нормальной функции центральной нервной системы млекопитающих. Они многочисленны 

в печени, но нарушения их транспортных функций влияют на центральную нервную 

систему [18]. Таким образом, гомеостаз меди в печени необходим и для нормальной работы 

мозга [19,20]. 

Возможную цитотоксичность меди используют в медицинских целях, вводя в 

организм медные комплексы с органическими лигандами, обладающими 

соответствующими свойствами. При использовании комплексов меди в качестве 
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лекарственных средств особенно востребованным является их цитотоксическое действие 

по отношению к раковым клеткам и патогенам. Это, безусловно, связано с дополнительным 

восстановлением меди CuII в CuI при введении комплексов в организм и проникновении в 

раковые клетки. 

Следует обратить особое внимание на взаимосвязь гомеостаза меди и железа в связи 

с ферроптозом, в регуляции которого участвует церулоплазмин [21]. В физиологических 

концентрациях Cu играет важную роль в регуляции метаболизма железа и окислительно-

восстановительного гомеостаза. Последнее обусловлено также участием ионов меди в 

катализе реакции Фентона [22] (наряду с Fe), и в возникновении митохондриальной 

дисфункции через изменение активности комплексов цепи переноса электронов [23,24]. 

Ионы меди способны также истощать клеточный пул глутатиона, катализируя превращение 

GSH в GSSG [25], а связывание Cu2+ c фосфатидилэтаноламином увеличивает перекисное 

окисление липидов мембран [26]. Было показано, что при изменении геометрической 

координации комплексов CuI отмечаются вариации антираковой активности [27], однако 

следует учитывать, что комплексы меди(I), как правило, имеют меньшую стабильность.  

 

Рис. 1. Взаимосвязь цинка с некоторыми сигнальными путями и транскрипционными 

факторами (из [28]) 
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Таким образом, воздействие ионов меди, как и влияние ионов цинка [28,29] является 

абсолютно необходимым и благоприятным для организма только в физиологических 

концентрациях и становится двойственным (с увеличением цитотоксичности) при гипо- 

или гиперконцентрациях.  

Поскольку очевидна связь гомеостаза меди и цинка, необходимо кратко обозначить 

значение и свойства цинка в организме. 

 

Рис. 2. Взаимосвязи между влиянием гомеостаза цинка и некоторых других 

микроэлементов на процессы в организме (ND – neurodegenerative diseases, BD – brain 

diseases, Tf – transferrin, DMT1 – divalent metal transporter 1, EMT – epithelian-mesenchymal 

transition, ZF – zinc fingers, IMD – ischemic heart disease, MT – metallothionein, COPD – 

chronic obstructive pulmonary disease, Ab – albumin, Pol – polymerases, HDAC - histone 

deacetylases)[30] 

 

Роль цинка в организме. Роль редокс-неактивного цинка в организме огромна и связана с 

гомеостазом как меди, так и других микроэлементов. Цинк выполняет как каталитическую, 

так и структурную функции и является компонентом транскрипционных факторов. Помимо 

этого, он взаимосвязан как с сигнальными путями, так и влияет на функционирование 

других эссенциальных микроэлементов, в том числе и меди. Хотя цинк является редокс-
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инертным металлом, он может действовать, как антиоксидант, благодаря участию в 

медь/цинк-супероксиддисмутазе (SOD1), в стабилизации структуры мембран, защите 

сульфгидрильных групп белков и усилении экспрессии металлотионеина, который 

обладает металлосвязывающей способностью и выполняет антиоксидантные функции [31]. 

Кроме того, цинк подавляет противовоспалительные реакции, которые в противном случае 

усилили бы окислительный стресс.  

Было показано, что дефицит цинка и избыток цинка вызывает клеточный 

окислительный стресс. При длительном приеме высоких доз цинка многие токсические 

эффекты, связанные с цинком, являются результатом дефицита меди [32]. Однако пока не 

существует четко определенного механизма, посредством которого точно определяется 

внутриклеточный или внеклеточный уровень Zn2+. 

На рис. 1 и 2 показаны наиболее важные связи цинка с жизненно необходимыми для 

организма процессами и взаимосвязь цинка с другими микроэлементами, включая медь. Cu-

Zn-супероксиддисмутаза (SOD1) является примером сочетания окислительных 

возможностей меди и структурных способностей цинка, являясь главным защитником 

тканей от оксидативного стресса. 

2.2. Лекарственные препараты на основе меди 

В литературе описано большое количество органокомплексов меди, как 

потенциальных лекарственных средств [5,10,33-36]. Широко исследованы производные Cu-

тиосемикарбазонов, которые ингибирует репликацию ДНК и способствуют 

генотоксическим эффектам [37,38]. Тиосемикарбазоны (TSC) специфически хелатируют 

медь из N-концевого Cu-связывающего сайта HSA (сывороточный альбумин человека). 

Кроме того, было показано, что комплексы Cu(II)-TSC образуют тройные конъюгаты HAS, 

скорее всего, через гистидин. Следовательно, лабильный пул Cu-HSA является 

потенциальным источником образования комплекса Cu-TSC и, следовательно, заметно 

влияет на противораковую активность и фармакологическое поведение TSC [39]. 

Соединения меди с тиопуринами ингибируют синтез ДНК и РНК и используются при 

лечении острых лейкозов [7], а соединения с ципрофлоксацианом и с основаниями Шиффа 

проявляют антибактериальную активность [40]. Известны многочисленные комплексы 

меди с разнообразными производными пиридина, аминопиримидина, тиазина, тиазолов и 

тиомочевины с различной биологической активностью [41,42-45], в том числе и 

антиопухолевой. Некоторые биядерные комплексы Cu(I) демонстрируют способность 

ингибировать активность протеасом, индуцируя апоптоз в различных типах раковых клеток 

человека [46,47]. Производное триапина, хелатора железа, предложено в качестве 
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медьзависимого противоопухолевого средства, которое можно применять для лечения 

гематопоэтического рака [48].  

Хелатирующие агенты меди являются одними из наиболее многообещающих 

средств для поддержания концентрации меди на физиологическом уровне, чтобы избежать 

заболеваний, связанных с избыточным накоплением меди (в частности, болезни Вильсона) 

[49]. Известно образование комплексами меди сетчатых и лестничных структур [50], что 

увеличивает цитотоксичность (к сожалению, не только к раковым, но часто и к здоровым 

тканям), но уменьшает растворимость.  

Представлена [51] серия новых многофункциональных металлхелатирующих 

соединений на основе бензотиазола с заметным сродством к амилоидным агрегатам, 

образующимся при болезни Альцгеймера (рис. 3). HYR-16 оказался способен 

перенаправить токсичную Cu-опосредованную олигомеризацию Ab на образование менее 

токсичных амилоидных фибрилл. Кроме того, это соединение способствует образованию 

активных форм кислорода (АФК), производимых ионами меди через реакции Фентона. 73 

медных комплекса различной геометрии, содержащих Cu+2 и Cu+1, синтезированы и 

охарактеризованы в рамках окислительно-восстановительной и биологической активности 

с целью установления зависимости от потенциалов окислительно-восстановительных пар 

Cu+2/Cu+1, способности генерировать АФК, и внутриклеточного накопления [52]. 

Взаимосвязь строения и биологической активности координационных соединений меди 

разобраны также в обзоре [53]. Последние направления в поиске хелаторов меди связаны с 

разработками прохелаторов, т. е. неактивных версий хелаторов, которые предназначены 

для активации непосредственно в опухоли [54]. 

 

 

Рис. 3. Мульфункциональные соединения на основе бензотиазола (из [51]) 
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В работе [55] удалось получить группу биядерных координационных соединений 

меди с гибким алифатическим спейсером (т. н. спейсерированных димеров (рис. 4)). 

Интересной особенностью димеров данного типа является наличие слабых обменных 

взаимодействий между парамагнитными центрами, разделенными расстояниями порядка 

6–10 Å. 

В комплексе меди(II) на основе бис(салицилиден)гидразона иминодиуксусной 

кислоты удалось зафиксировать, что алифатический спейсер, содержащий гетероатом (в 

данном случае атом азота), тоже способен проводить слабые обменные взаимодействия 

между катионами меди(II) [55]. Это является шагом к созданию новых лекарственных 

комплексов на основе меди. 

Описаны [56] биядерные комплексы меди(II) общей формулы [(B)Cu(H2O)(μ-

tp)(H2O)Cu(B)](ClO4)2 (рис. 4Б), где μ-tp = терефталат-дианион, выполняющий мостиковую 

функцию, связывая два атома металла бидентатными карбоксильными группами, В = α,α'–

дипиридил или 1,4,7–триметил-1,4,7-триазоциклононан, являющиеся в обоих случаях 

бидентатными лигандами и способные имитировать активные центры некоторых 

ферментов. 

А 

Б 

Рис. 4. Спейсерированные димеры 

Однако следует учитывать, что дефицит меди в организме приводит к снижению 

гуморальной и клеточной иммунной функции. Нарушается индуцированная митогеном 

пролиферация Т-клеток, а также функция В- и NK-клеток [57]. Следовательно, повышение 

уровня Cu в плазме может усиливать как врожденный, так и адаптивный иммунитет у 

людей.  В то же время повышенные уровни меди в сыворотке и тканях онкологических 
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больных предполагают участие меди в росте некоторых опухолей [58] за счет нарушения 

её гомеостаза. 

2.3. Изотопы и радионуклиды меди. Перспективы комплексного применения 

радионуклидов в медицине 

Природная медь содержит два стабильных изотопа 65Сu (30.85%) и 63Cu (69.15%). 

Оба изотопа имеют ядерный спин s = 3/2–. Считается [59], что распределение природных 

стабильных изотопов того или иного элемента среди сосуществующих видов молекул в 

организме варьируются в зависимости от силы связи, ионного заряда и координации, и оно 

также меняется в зависимости от кинетики. В частности, сульфаты, нитраты, лактаты, 

фосфаты и азотсодержащие фрагменты предпочитают тяжелые изотопы, в то время как 

связи с серой выбирают более легкие изотопы. Более того, соотношение изотопов может 

меняться при возникновении и во время течения заболеваний. Так, соотношение 65Cu/63Cu 

в сыворотке крови у пациентов с раком толстой кишки, молочной железы и печени заметно 

ниже по сравнению со здоровыми людьми. Характерное время, в течение которого изотопы 

Cu могут изменяться по мере прогрессирования заболевания, согласуется как со временем 

оборота элемента, так и с периодом полураспада альбумина, как его носителя (и, вероятно, 

зависит от специфических транспортеров меди). Наоборот, медь в опухолевой ткани печени 

является изотопно тяжелой. Роль изотопного эффекта пока не слишком понятна, но она 

существует. Кроме того, если медь, которая играет принципиальную роль в редокс-

реакциях организма человека, 100%-но «магнитная» (имеет ядерный спин 3/2-), то у цинка 

только один из стабильных изотопов 67Zn, которого в природной смеси всего 4.1%, имеет 

спин s 5/2–. Причина и результат таких различий в выборе эссенциальных атомов металлов 

в качестве кофакторов пока не ясны. 

Радионуклиды 64Cu и 67Cu широко применяются в составе радиофармпрепаратов 

(РФП), как диагностических, так и терапевтических [60-63]. 64Cu с параметрами: t1/2 = 12.7 

ч, s 1+ используется как β+-излучатель в позитронно-эмиссионной томографии (PET-

диагностика, рис. 5) [64] и 67Cu, являющийся β-- излучателем с параметрами t1/2 = 61.83 ч, s 

3/2–, Еmax = 562 кэВ (Еγ = 93 и 185 кэВ), может применяться для лечения и в качестве 

тераностика [65], т.е. он пригоден для радиотерапии и однофотонной эмиссионной 

компьютерной томографии (ОФЭКТ). Принципиально пригодные для медицинского 

применения радионуклиды меди приведены в табл. 1. 

Известны радионуклидные комплексы меди с 2-нитроимидазолом, метронидазолом, 

диацетил-бис(N4-метилсемикарбазоном) ([64Cu-ATSM]) [66]. Комплексы с 

макроциклическими хелаторами на базе циклама и циклена [67-69] обладают кинетической 

стабильностью, что делает их привлекательными для использования. Созданы конъюгаты 
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макроциклов с моноклональными антителами, например 64Сu-SurAr-mAb (1-N-(4-

аминобензил)-3,6,10,13,16,19-гексаазабицикло[6.6.6]эйкозан-1,8-диамин) — анти-GD2 

моноклональное антитело.  

HYR-4 и HYR-17 (рис. 3), предварительно хелатированные с 64Cu показали хорошее 

флуоресцентное окрашивание и радиоактивное мечение амилоидных бляшек как in vitro, 

так и ex vivo при PET-визуализации. Важно, что 64Cu-HYR-17 [51] значительно поглощается 

мозгом, что делает его особо перспективным агентом PET-визуализации опухолей мозга и 

амилоидных бляшек (рис. 6). 

 

 

Рис. 5. Схема визуализации с помощью позитронно-эмиссионной томографии (PET), 

основанной на аннигиляции позитрон-электрон (в ткани) с выбросом двух фотонов с 

равной энергией 511 кэВ, расположенных на 180° друг от друга. Эти фотоны 

обнаруживаются PET-сканером (из [73]) 

Таблица 1. Медицинские радионуклиды меди. 

Радионуклид Т1/2 Тип 

распада 

E(β+) 

MeV (%) 

E(β-) MeV 

(%) 

γ-кванты 

keV (%) 

60Cu 23.7 мин ε+β+ 3.92 (6) 

3.0 (18) 

2.0 (69) 

- 1791.6 (45.4) 

826.06 (21.7) 

1861.6 (4.8) 

1035.2 (3.7) 
61Cu 3.3 ч ε+β+ 1.22 (60) - 373.05 (2.15) 

67.412 (4.23) 

1185.234 (3.75) 
62Cu 9.7 мин ε +β+ 2.91 (97) - 1172.9 (0.34) 

64Cu 12.7 ч ε+β+, β- 0.653 (17.4) 0.578 (39) 1345.84 (0.473), 

7.478 (9.6) 
67Cu 61.8 ч β- - 0.577 (20) 

0.484 (35) 

0.395 (45) 

184.577 (48.7), 

93.311 (16.1), 

91.266 (7.0) 
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Изотоп 67Cu используют в лечении нейробластомы, применяя в качестве хелатора 

антитела ChCE7 с бифункциональным лигандом — тетрагидрохлоридом 4-(1,4,8,11-

тетраазациклотетрадец-1-ил)метилбензойной кислоты [70]. Используются комплексы как с 

CuII, так и с CuI, и их структура имеет огромное разнообразие вплоть до сетчатых (с 

аминопиримидинами [71]) и ступенчатых структур, как, например, в случае комплексов CuI 

с тиомочевинами [50]. В работе [72] рассмотрены многочисленные хелаторы для меди-64 и 

их свойства и недостатки.  

На мышиной модели анапластической карциномы щитовидной железы была 

показана эффективность комбинированной лучевой и фототермической терапии с 

использованием меченых наночастиц (НЧ) CuS - ПЭГ[64Cu]НЧCuS, в котором 

радиотерапевтические свойства радионуклида меди сочетались с плазмонными свойствами 

НЧ CuS [74]. Комбинация полимера, содержащего пиридин-2-тиол и медь-67, может 

эффективно убивать широкий спектр раковых клеток, включая лекарственно устойчивые 

[75]. 

 

 

Рис. 6. 64Cu-ПЭТ визуализация Aβ агрегатов с применением HYR-17 (из [51]) 

HER-рецептор является высокоспецифичной мишенью для лечения рака молочной 

железы. Рекомбинантное моноклональное антитело к HER2 трастузумаб используется в 

виде конъюгата 64Cu-DOTA-трастузумаб (DOTA=1,4,7,10-тетрауксусная кислота (рис. 7)) 

для визуализации первичных и метастатических HER2-положительных опухолей [76,77]. 

Этот конъюгат быстро накапливается в опухолях (в течение 1 ч после инъекции) и обладает 

высокой чувствительностью обнаружения.  
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Наиболее привлекательным оказался тетраазамакроциклический лиганд TETA (рис. 

8) (1,4,8,11-тетраазациклододекан-1,4,8,11-тетрауксусная кислота), который широко 

используется в качестве радиолиганда (хелатора) для 64Cu, и его удалось конъюгировать с 

антителами, белками и пептидами [78,79]. Однако еще более устойчивыми показали себя 

макроциклические хелаторы с поперечными мостиками с включением 1,8-этилена (рис. 9), 

однако, и они имеют свои недостатки [80].  

 

Рис. 7. Бифункциональные хелаторы 
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В качестве хелаторов в разное время использовали разнообразные 

бифункциональные лиганды: ациклические полиаминкарбоксилатные лиганды, которые 

включают ЭДТА, DTPA (диэтилентриаминпентауксусная кислота) и их производные [78]. 

Несмотря на высокую термодинамическую стабильность оказалось, что такие комплексы 

67Cu не стабильны в сыворотке человека в течение длительного периода времени. Другие 

ациклические лиганды, которые продемонстрировали умеренный успех в качестве 

хелаторов 64Cu, включают доноры NO, лиганды на основе Шиффа, дитиокарбаматы, 

дифосфиновые лиганды и бис-лиганды-тиосемикарбазоны, среди которых 64Cu–ATSM 

поглощается преимущественно гипоксическими опухолевыми клетками и потенциально 

может быть эффективным радиотерапевтическим средством при терапии рака [81]. 

 

 

Рис. 8. Формулы ТЕТА, Cu-TETA, Cu-DOTA и DOTA, модифицированная для лучшего 

связывания (примеры немостиковых макроциклических хелаторов) 

 

Способы получения радионуклидов меди и их применения. Реакторный метод на 

быстрых нейтронах большой интенсивности 67Zn(n,p)67Cu - наиболее применяемый для 

получения радионуклида 67Cu [82,83]. Более доступным является циклотронный метод 

получения с использованием 79 МэВ протонов по реакции 68Zn(p,2p)67Cu и 20 МэВ 

протонов по реакции 70Zn(p,α)67Cu [83-85]. В последнем случае наблюдается, к сожалению, 

небольшой выход и значительное содержание 65Zn и 67Ga.  

Перспективным можно считать получение меди-64 на циклотроне по реакциям 

64Ni(p,n)64Cu (с энергией протонов 16-20 МэВ и автоматизированной системой элюации 

[86,87]) и 64Zn(d,2p)64Cu (с энергией частиц 19.5 МэВ) [88]. Здесь возможно получение 



24 
 

продукта с большим выходом и высокой радиохимической чистотой [89]. Схемы распада 

радионуклидов представлены на рис. 10. 

Чтобы получить 64Cu с высокой удельной активностью, для бомбардировки мишени 

в (n,p)-реакции (64Zn(n,p)64Cu) используются быстрые нейтроны. В отличие от реакции на 

тепловых нейтронах, быстрый (высокоэнергетический) нейтрон обладает достаточной 

энергией, чтобы выбросить частицу из ядра-мишени [90]. Однако образуется много 

высокорадиоактивных побочных продуктов, которые необходимо удалять.  

 

 

Рис. 9. Примеры макроциклических хелаторов с поперечными мостиками (из [80]) 

 

Для радионуклидов в онкологии имеется традиционная схема их применения 

(ядерная медицина) [1], однако постепенно наблюдается внедрение в ядерную медицину 

нанотехнологий, так как разумное использование наноматериалов в составе 

радиофармацевтических препаратов могут привести к улучшению их характеристик. 

На рис. 11 показано сравнение действия обычного и нанорадиофармпрепаратов. Для 

доставки в традиционной ядерной медицине наиболее перспективным следует считать 

использование таргетных молекул, связывающихся с мембранными рецепторами раковой 

клетки, как показано на примере рецепторов эпидермального фактора роста (EGFR), 

соматостатина (SSR) и интегрина [73] (рис. 12). 

В настоящее время изучаются возможности применения многочисленных 

бифункциональных лигандов, однако наибольшее распространение получили в ядерной 

медицине DOTA и DTPA (рис.7) с некоторыми заместителями, улучшающими 
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стабильность и связывание их с радионуклидами и векторными молекулами по схеме (рис. 

13) [63].  

 

Схема распада 64Cu 

 

Схема распада 67Cu 

Рис. 10. Схемы распада радионуклидов меди 

 

 
Рис. 11. Традиционная радиофармацевтическая терапия в сравнении с 

нанорадиофармацевтической терапией (переведено из [91]) 

 

Благодаря сильному гидрофобному взаимодействию между биотином и 

стрептавидином (StAv, 52 кДа) [92] биотинилированные радиоизотопные индикаторы часто 

используются в тандеме с антителами, конъюгированными со стрептавидином. В области 

диагностики пара mAb-стрептавидин NR-LU10-SA (MAb)/64CuDOTA-биотин (эффектор) 

оказался очень эффективным для обнаружения карциномы человека у голых мышей [93]. 
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Рис. 12. Схема действия таргетной молекулы с 64Cu, взаимодействующей с мембранным 

рецептором (из [73]) 

 

Однако было продемонстрировано, что DOTA и DOTA-подобные агенты не 

являются лучшими хелаторами для 64Cu, поскольку наблюдаются реакции 

трансхелатирования, приводящие к накоплению 64Cu в печени и почках.  

Высокоорганизованный хелатный центр производных биспидина (3,7-

диазабицикло[3.3.1]нонан) придает хорошие хелатирующие свойства с точки зрения 

стабильности, селективности и кинетики комплексообразования [94]. Анализ некоторых 

хелаторов 64Cu, в сравнении с другими радионуклидами, приведено в работах [95,96]. 

 

 
Рис. 13. Схема таргетной молекулы в составе радиофармацевтического препарата с 

бифункциональным агентом (из [63]) 

 

Сравнительно недавно получены два новых метилтиазолил-1,4,7-

триазациклононановых лиганда [97], которые затем конъюгировали с пептидом-

антагонистом бомбезина для воздействия на рецептор высвобождающего гастрин пептида 

(GRPr). Полученный конъюгат связывали с 64Cu и характеристики такого РФП показали его 

перспективность. Хорошие результаты по стабильности в сыворотке (>95%, 48 ч) показал 

легкосинтезируемый меченый комплекс [64Cu]-5-(4-аминофенил)-10,15,20-

трифенилпорфирин [98]. 
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Важным показателем любого хелатора является поглощение получаемого с ним 

конъюгата опухолями. С этой точки зрения конъюгаты, содержащие хелаторы с 

поперечными мостиками пропилена, показали более высокое поглощение опухолью, в то 

время как близкородственный аналог с поперечными мостиками этилена демонстрировал 

быстрое выведение из организма. Было показано, что высокая стабильность комплекса 

медь-хелатор in vivo тесно коррелировала с высоким поглощением опухолями, тогда как 

общая липофильность биоконъюгата влияла как на поглощение опухолью, так и на клиренс 

из организма [99].  

    В последние годы сочетание ядерной и наномедицины развивается, и количество 

радиоактивных нанопродуктов, в том числе и одобренных FDA (Food and Drug 

Administration), с каждым годом растет [100]. Ожидается, что они окажут существенное 

влияние на диагностику и лечение рака. Наноматериалы, как правило, способны 

накапливаться в эндотелиальных клетках опухоли неспецифическим путем через 

увеличенную щель соединения, с помощью механизма, известного как усиленный эффект 

проницаемости и удержания (EPR). Открытие эффекта EPR на примере конъюгата 

неокарциностатина и поли(стирол-комалеиновой кислоты) [101] стало одним из 

принципиальных достижений, ведущих к разработке таргетных противоопухолевых 

средств терапии.  

В связи с этим возникает вопрос о составе и роли наноносителей, которые в первую 

очередь должны быть биосовместимыми и биодеградируемыми и/или достаточно легко 

выводимыми из организма. 

2.4. Биосовместимые носители препаратов на основе гидроксиапатита 

Носители для медицинских препаратов можно разделить на природные 

(моноклональные антитела, витамины, белки и пептиды, пептидомиметики и т. д.) и 

наночастицы различного строения (наноалмазы, фуллерены, графен, углеродные трубки, 

SiO2 и т.д.) [102].  

Классификация наноматериалов, помимо наномасштабного указания (менее 100 нм), 

включает нульмерные (0D), одномерные (1D), двухмерные (2D) и трехмерные (3D) частицы 

[100]. В нульмерных наноматериалах (наночастицы, квантовые точки, нанокластеры) [103] 

все три измерения находятся в пределах 50-100 нм. Как наиболее распространенная, форма 

0D-наноструктур является менее цитотоксичной по сравнению с 1D-, 2D- и 3D-формами по 

отношению к здоровой ткани. 

Гидроксиапатит (ГАП). ГАП наиболее соответствует природным биодеградируемым и 

биосовместимым материалам, так как он представляет минеральную основу эндоскелета. 

При этом он может относиться как к 0D- форме, так и к 1D-форме наночастиц, что 
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определяется способом его получения. Также ГАП может отличаться по соотношению 

Ca/P, которое может соответствовать стехиометрическому, составляющему 5/3, но может и 

отклоняться от него в процессе синтеза, уменьшаясь вплоть до 1.5 [104]. При этом ГАП 

обладает биорезорбируемостью и биоактивностью [105]. 

Существует большое количество способов синтеза ГАП, среди которых простое 

осаждение [106,107], метод золь-гель [108], твердофазный [109,110], гидротермальный 

[111], эмульсионный [112] и даже разрабатывается ферментативный метод [113,114]. 

Получающийся продукт может отличаться первичными размерами и морфологическими 

особенностями. Для изменения свойств наночастиц ГАП практикуется введение добавок, 

например, наноразмерного кремния [115] и ионов металлов. Способы синтеза ГАП 

подробно описаны в работах [116-118]. 

Ионы металлов можно вводить сокристаллизационным методом, т. е. в процессе 

синтеза ГАП и адсорбционным методом. Известны работы по введению катионов меди в 

солевой синтез ГАП [119] в виде растворов хлоридов, нитратов или сульфатов по 

уравнению 

(10 – x)Ca2+ + xCu2+ + 6PO4
3– + 2HO–  →  Ca10–xCux(PO4)6(OH)2 (0 < x < 4) 

Можно с той же целью использовать фосфорную кислоту и гидроксид кальция 

[120,121]. 

Известно также введение ионов меди в кристаллическую структуру ГАП при 

повышенной температуре после синтеза при комнатной температуре или в условиях 

кипения водного раствора. При этом ионы меди могут занимать места ионов кальция 

(наиболее подвижных) или создавать хромогенные центры [121]. При использовании 

ферментативного метода ионы меди также можно вводить как сорбционно, так и 

сокристаллизацией, но данных по такому синтезу пока не было. 

Для адсорбции были предложены механизмы образования комплекса на 

поверхности с отрывом протонов (а) и путем реакции ионного обмена (б) [122,123] 

ГАП—(OН)2 + Cu2+ = ГАП—O2—Cu2+ + Н+     (а) 

ГАП—Ca2+ + Cu2+ = ГАП—Cu2+ + Ca2+             (б) 

В обоих случаях получается CuxCa10–x(PO4)6(OH)2. 

В случае получения ГАП ферментативным способом частицы имеют бóльшие 

размеры, что может применяться в методе радиоэмболизации, который заключается во 

введении крупных частиц твердого носителя с радионуклидом в кровеносный сосуд 

опухоли [124,125]. Это является привлекательной технологией применения таких нано-

радиофармацевтических агентов. 
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Существуют различные методики для модификации ГАП при создании 

нанокомпозитных, нановолоконных и наноструктурных кластеров для доставки 

лекарственных средств [126]. Хотя синтетический ГАП не обладает локальной или 

системной токсичностью [127], размер и форма ГАП-наночастиц и его производных 

представляют собой существенный фактор, который может влиять на пролиферацию и 

цитотоксичность [128,129]. Известно [130], что наноГАП может даже ингибировать рост 

некоторых видов раковых клеток при минимальном влиянии на здоровые моноциты. 

Очевидно, что биологические функции синтетического ГАП определяются размером его 

частиц, морфологией, кристалличностью и составом, а, следовательно, использованными 

предшественниками и выбранным процессом синтеза. 

Наночастицы гидроксиапатита (ГАП) перспективны в первую очередь в качестве 

биологических агентов для лечения и диагностики заболеваний костей благодаря их 

высокому сродству к костным тканям [131]. Это сродство до сих пор используется для 

разработки специфических систем доставки радиоизотопов при остеосаркоме, костных 

метастазах и других заболеваниях костей, и позволяет применять ГАП в тераностических 

целях [132]. Однако необходима химическая модификация поверхности этих наночастиц 

для обеспечения активного нацеливания на костные опухоли или костные нарушения. 

Кроме того, модификация предотвращает агрегацию частиц [133]. Бисфосфонаты, и, в 

частности, медроновая кислота (МК), являются активными молекулами для нацеливания 

при заболевании костей [134,135], и МК используется для сцинтиграфии в виде конъюгата 

с 99mTc. Модификация с фолиевой кислотой интересна в связи с существованием 

сверхэкспрессированных рецепторов фолиевой кислоты в мембранах остеосаркомы и 

других опухолевых клеток [136], что делает фолат потенциальным таргетным агентом. Был 

получен и опробован конъюгат ГАП-фолат-64Cu с высокой радиохимической чистотой, 

однако система имела низкую удельную активность [134]. 

2.5. Полимеры и их конъюгаты в качестве носителей препаратов 

Исследования доставки лекарств в последние десятилетия привели к развитию 

синтеза и применения конъюгатов представляющих полимер-лекарственные средства. 

Хорошо известны неразлагаемые полимерные носители на основе полиэтиленгликоля 

(ПЭГ) и N-сополимера (2-гидроксипропил)метакриламида (ГПМА) [137], однако 

прилагаются усилия для получения биоразлагаемых, чувствительных к определенным 

стимулам и таргетных систем чтобы улучшить локализованную доставку лекарств, и 

облегчить их выведение. Для усиления воздействия таких конъюгатов применяется 

принцип мультифункциональности, т.е. использование тераностиков или нескольких 

препаратов в сочетанном действии [138]. Концепция ковалентно-связанных конъюгатов 
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полимер-лекарство была предложена впервые Рингсдорфом [139] и состоит в связи 

полимерной основной цепи с тремя составляющими: солюбилизатором для придания 

растворимости (гидрофильности), если это необходимо, лекарственным средством и 

вектором доставки (рис. 14). 

Такие конъюгаты способны изменять фармакокинетику и биораспределение 

лекарств, что особенно важно для тех препаратов, которые имеют короткий период 

полувыведения из плазмы крови из-за быстрого метаболизма (клиренса) и которые имеют 

нецелевую токсичность. Кроме того, они способны увеличивать терапевтический индекс 

лекарств за счет эффекта EPR [101], который заключается в увеличении поглощения 

макромолекул опухолями в результате сочетания плохого лимфатического дренажа и 

повышенной проницаемости сосудов в микроокружении опухоли. Путем манипулирования 

размером, формой, зарядом и типом системы доставки наночастиц можно получить 

разнообразные профили распределения [140]. 

 

Рис. 14. Модель Рингсдорфа (из [138]) 

Для производства наночастиц кремнезема контролируемого размера, формы и 

функциональности SiO2 - наночастицы модифицируются с использованием –SH группы и 

ПЭГ с последующей конъюгацией с НОТА и с дальнейшей реакцией с агентом TRC105-SH. 

После этого выполняется мечение 64Cu. НОТА используется из-за недостаточно хорошего 

связывания меди с SiO2 [141]. Такие наночастицы обладают высокой стабильностью [142]. 

Коллаген широко экспрессируется в тканях и органах и во внеклеточном матриксе 

опухолей. Опухолевый коллаген преимущественно накапливается в строме опухоли или 

под эндотелием кровеносных сосудов опухоли и обнажается за счет фрагментарной 

структуры кровеносных сосудов опухоли. Через кровеносные сосуды с эффектом EPR 

макромолекулы, связывающие коллаген, легко связываются с опухолевым коллагеном и 

накапливаются внутри опухоли, делая опухолевый коллаген потенциальной 
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опухолеспецифической мишенью [143]. Многочисленные исследования подтвердили, что 

нацеливание на коллаген во внеклеточный матрикс опухоли будет способствовать 

накоплению и удержанию там иммунотерапевтических препаратов, значительно улучшая 

их противоопухолевую эффективность и позволяя избежать серьезных побочных эффектов 

[144,145]. 

Липосомы представляют собой носители для доставки лекарств, состоящие из 

липидного бислоя таким образом, чтобы они содержали гидрофильную внутреннюю часть, 

которая может включать радиофармацевтический агент. В сосудистой сети опухолей 

плотные соединения эндотелиальных клеток больше по сравнению с нормальной 

сосудистой сетью, что способствует большему накоплению частиц-носителей, таких как 

липосомы, именно в опухолях. Для мечения липосом радиоактивной меткой используются 

хелаторы, такие как DOTA, или липофильные хелаторы, такие как 2-гидроксихинолин. 

Активное нацеливание за счет функционализации липосом моноклональными антителами 

также используется для дальнейшего увеличения накопления в тканях-мишенях [140,146]. 

Липосомы, нагруженные Cu-64 и гадолинием, производят, как парамагнитные системы 

доставки, которые позволяют одновременно получать изображения с помощью МРТ и PET-

сканирования. Важным свойством липосом является то, что они могут инкапсулировать 

металлы и другие радиоактивные индикаторы без каких-либо отклонений в липосомном 

биораспределении. 

Полимерные наночастицы представляют собой ковалентно-сшитые цепи 

полиэлектролитов разного состава. Полилактидные и полилактидгликолидные 

наночастицы считаются перспективными для направленной доставки препаратов в ЦНС 

через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). Их транспорт проходит путем эндоцитоза [147]. 

Поли(L-молочная кислота)-блокполи(саркозин) полимерная мицелла, называемая 

«лактосомой», меченная 18F, используется в PET-визуализации [148]. С аналогичной целью 

и с высокой эффективностью удалось пометить гликоль-хитозановые наночастицы, 

используя радионуклид 64Cu [149]. 

Наночастицы 2-гидроксипропилметакриламида (HPMA) способны содержать и 

химиотерапевтические и агенты визуализации в одной комбинации, и сополимеры  HPMA 

показали хороший потенциал для доставки химиотерапевтических препаратов. Высокой 

биосовместимостью обладают липидные наночастицы 1-пальмитоил-2-олеоилглицеро-3-

фосфохолина (POPC) и сополимера стирола и малеиновой кислоты (SMA) с липосомами 

[150]. 

Чтобы объединить антиангиогенез и иммунную активацию для лечения рака 

молочной железы был получен медь-хелатирующий спирально-гребенчатый блок-
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сополимер RGD-PEG-b-PGA-γ-(TETA-DTC-PHis) (RPTDH) и использован для загрузки 

резикимода, который является агонистом TLR7 и TLR8 – рецепторов [151]. RPTDH 

обладает сильной способностью хелатировать медь и может самоорганизовываться с 

образованием сферических наночастиц со значительной чувствительностью к pH [152]. 

Для распознавания интегрина были разработаны меченные 64Cu наночастицы оксида 

железа, покрытые поли(аспарагиновой кислотой), конъюгированные с RGD-пептидом [153]  

Широко разрабатываются дендримеры или «каскадные» полимеры, т. е. сильно 

разветвленные молекулы в виде шара. Центральная часть таких дендримеров, являющихся 

наноконтейнерами, содержит лекарственное средство и окружена оболочкой, 

предотвращающей утечку лекарства, а на внешней поверхности можно прикреплять 

антитела-векторы. Известные дендримеры: полиаминоамидный с этилендиаминовым 

ядром, «дендритный полифенилазометин», рН-зависимые сополимеры метакриловой 

кислоты и этилакрилата [147]. 

Углеродные наночастицы. Многочисленные виды наночастиц предоставляет 

углерод: графен, нанотрубки, нановолокна, фуллерены, наноалмазы [154-156] Способы 

модификации поверхности всех этих наночастиц являются ключевым моментом в процессе 

создания новых биомедицинских материалов доставки. В частности, для этого используют 

ПАВ, адсорбцию амфифильных молекул белков и полимеров и сшивку с фуллеренами 

сложных функциональных групп [157]. Углеродные нанотрубки способны проникать через 

мембраны, но имеют достаточно высокую токсичность. Фуллерены, особенно 

модифицированные, выполняют функцию наноконтейнеров-доставщиков, и в ряде случаев 

также способны проникать через мембраны клеток при меньшей собственной токсичности. 

Наноалмаз является наиболее устойчивой углеродной структурой, имеет размер ~5 нм и 

высокую удельную площадь поверхности, что позволило рекомендовать его в качестве 

носителя белков. На поверхности наноалмаза адсорбировали доксорубицин, что привело к 

улучшению характеристик лекарства [158]. 

Среди наноносителей следует особо выделить магнитные наночастицы, квантовые 

точки, нанопористый кремний и порфиринфуллерены, которые доказали свою 

применимость в медицине [147]. 

Полимерные углеводы. Сахара имеют изначальное преимущество, являясь 

природными полимерами, что не вызывает токсичности при их использовании. Кроме того, 

могут быть выбраны условия, когда они растворимы в воде и могут увеличивать 

растворимость лекарств – комплексов переходных металлов, которые, как правило, 

нерастворимы в водных растворах. Водорастворимые полимерные микрогели 

представляют собой стабильные по составу трехмерные сетки из физически или химически 
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сшитых макромолекул и способны удерживать в своем объеме значительное количество 

растворителя. По отношению к отдельным лекарствам емкость микрогелей превосходит 

емкость липосом и полимерных мицелл [159,160]. Такие микрогели могут быть получены 

на основе анионных полисахаридов: карбоксиметилцеллюлозы (КМЦ, рис. 15), альгинатов 

натрия, гиалуроновой кислоты и др. Их привлекательными свойствами для медицинского 

применения являются гидрофильность, высокая степень набухаемости в физиологических 

условиях, нетоксичность, биосовместимость и биоразлагаемость. При добавлении к таким 

микрогелям при формировании их в водных растворах ионов металлов (Ca2+, Cu2+, Zn2+ или 

Mn2+) образуются мостиковые структуры типа Ме—(СОО—)2, включающие атомы 

металлов. При этом гидроксильные группы увеличивают стабилизацию композиций. 

Микрогели используются в тканевой инженерии, бионанотехнологиях и в биомедицинских 

имплантатах [161]. Полимерные микрогели имеют размеры от 10 до 1000 нм, могут 

разбухать и сжиматься обратно в ответ на внешнее воздействие. Состав таких частиц 

остаётся постоянным из-за ковалентных связей (сшивок) и сильных многоточечных 

взаимодействий внутри полимерной сети. Микрогели способны поглощать и удерживать 

большое количество воды. 

 

Рис. 15. Фрагмент карбоксиметилцеллюлозы или целлюлозогликолевой кислоты, общая 

формула [C6H7O2(OH)3-x(OCH2COOH)x)]n, где х = 0.08-1.5 

 

Альгинат натрия и карбоксиметилцеллюлоза (КМЦ) давно рассматриваются в 

качестве перспективных носителей лекарственных средств. Сравнение КМЦ с 

гиалуроновой кислотой при использовании их в качестве носителей в офтальмологии 

показало примерно одинаковую безопасность их введения [162]. Микрогели на основе 

карбоксиметилцеллюлозы представляют собой удачный носитель, являясь пищевым 

продуктом, нетоксичным для человека и воднорастворимым препаратом, который способен 

связывать многие плохо растворимые вещества и ионы металлов, что перспективно для их 

совместного или синергического воздействия. Инкапсулирование лекарственного вещества 

или радионуклида в наноразмерном носителе позволяет решить несколько 

принципиальных вопросов, связанных с судьбой лекарства в биологическом окружении, 

хотя имеются вопросы по выведению КМЦ из организма в связи с тем, что в организме 

человека нет ферментов, способных катализировать его деградацию, однако имеется биота, 

способная к воздействию и частичному разрушению КМЦ. 



34 
 

Декстрины, способные образовывать внутренние полости для введения туда 

лекарств, также рассматриваются в качестве носителей. Производное 1,2,4-тиадиазола, 

показавшее перспективность по отношению к болезни Альцгеймера, связывали с β-

циклодекстрином и гидроксипролил-β-циклодекстрином, что повышало растворимость 

лекарственного средства при высокой устойчивости комплексообразования и увеличивало 

эффект воздействия [163]. 

В настоящее время водные нано/микрогели на основе углеводов активно 

исследуются на предмет возможности их применения в различных областях человеческой 

деятельности [164]. Инкапсулирование медицинских препаратов в микро/наногелевые 

частицы позволяет увеличить время их циркуляции в кровотоке [165], обеспечить доставку 

препарата к клеткам и органам-мишеням [166] и контролируемое высвобождение препарата 

[167], предотвратить преждевременную деградацию препарата ферментами [168], повышая 

этим биодоступность малорастворимых биоактивных соединений. В качестве носителей 

были предложены многие полимерные гидрогели и мицеллы [169]. 

При использовании полимерных материалов в радиофармацевтических процессах 

встает вопрос о радиационной устойчивости таких контейнеров/доставщиков лекарств. 

Исследования показали [170-173], что в основе радиолитического распада целлюлозы 

лежат процессы ионизации, нейтрализации ион-электронных пар и гибели возбужденных 

состояний, которые и приводят преимущественно к распаду гликозидных связей в 

молекуле. А при гамма-облучении целлюлозных молекул происходит разрушение 

глюкопиранозных циклов [170], которое является, по мнению авторов, следствием 

жесткоцепного характера макромолекул целлюлозы. 

2.6. Роль эффекторов NO-синтазы в канцерогенезе и в антиопухолевой терапии 

Оксид азота NO играет огромную роль в организме, выполняя как физиологическую, 

так и сигнальную функции, что схематично показано на рис. 16 [174]. Реакция его 

образования в организме происходит в 2 стадии из аргинина и приведена ниже (2): 

(2) 

При этом используется фермент NO-синтаза, и коферментом выступает NADPH. 

NO-синтаза имеет три изоформы, две из которых являются конститутивными: 
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эндотелиальная (eNOS) и нейрональная (nNOS). Третья форма – индуцибельная (iNOS), 

имея базовый фон в организме, экспрессируется в ответ на провоспалительные стимулы 

[175]. 

 

Рис. 16. Сигнальные пути, на которые имеет влияние NO. Bcl-2 — регулятор апоптоза. 

CD95/FasL — кластер дифференциации 95. EGF — эпидермальный фактор роста. Fas-L — 

фактор смерти. GSK3β — гликоген синтаз-киназа 3β. TGF-α — фактор роста опухоли α. 

IGF1 — инсулин-подобный фактор роста 1. JAK-STAT — киназа JAK – преобразователи и 

активаторы транскрипции. MAPK — митоген-активируемые протеинкиназы. NF-κB — 

ядерный фактор κВ. PI3K/Akt — фосфатидилинозитол-3-киназы/протеинкиназа В. RTK — 

рецепторы фактора роста с тирозинкиназной активностью. Wnt — сигнальный путь (из 

[174]) 

 

Таким образом, iNOS играет огромную роль в развитии патологий, поскольку NO 

относится к активным формам как кислорода, так и азота и способен стимулировать 

образование реакционного пероксинитрита. В связи с этим экспрессия iNOS и 

концентрация eNOS, которые, в основном, и определяют количество эндогенного и 

экзогенного NO, могут служить и необходимой защитой организма, и стимулом 

образования опухолей и ангиогенеза, в том числе лейкемии [176]. Роль эндогенного и 

экзогенного NO в развитии патологий описана в монографии [177]. Именно поэтому в 

организме существует строгий контроль NO за счет ингибирования NOS субстратом, т. е. 

L-аргинином, а также его производными - N,N-диметил-L-аргинином, Nω-нитро-L-

аргинином, Nω-метил-L-аргинином и др., избытком NO, а также цитруллином и 

замещенными гуанидинами [178]. Среди оксидиазолов с аминокислотными заместителями, 

а также среди производных аминокислот, тиазолинов, тиазинов и тио- и изотиомочевины 
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имеются как селективные, так и общие ингибиторы NOS [179,180]. Производные 

аминотриазола, являясь эффекторами NOS, способны помимо этого ингибировать 

производные пиримидина, ингибирующие одновременно PI3K [181], т. е. могут атаковать 

сразу несколько мишеней в организме, увеличивая антиопухолевую активность. 

Ингибиторами выработки эндогенного NO являются флавопиридол, флавоны, природные 

полифенолы и синтетические диаминометоксифлавоны [182]. Подробная классификация 

NOS-ингибиторов дана в обзоре [183]. При этом известно, что цитокины и особенно IFN-γ 

могут повышать экспрессию iNOS, что в норме необходимо для активации каспаз и 

апоптоза. На примере S-метилизотиомочевины (SMT), которая является ингибитором 

iNOS, была показана ее способность блокировать цитокин-опосредованную генерацию NO, 

что уменьшает апоптоз [184]. На этом примере видна двойственность влияния на 

метаболизм как NO, так и его ингибиторов, что требует строгого баланса выработки NO, 

любое нарушение которого может служить фактором канцерогенеза и, в частности, 

развития лейкозов. Сложность использования ингибиторов NOS в качестве 

медикаментозных средств заключается в жизненной необходимости NO, как части 

оксидантной и антиоксидантной системы и регулятора ряда сигнальных путей. Существует 

круговорот NO в организме [185] через его превращение в нитрат, нитрит и взаимодействие 

с ионом железа в гемсодержащих белках, т. е. с гемоглобином (Fe(II)-Hb) и с 

оксигемоглобином (HbFe(II)O) с превращением в метHb, а также с гемом растворимой 

гуанилат циклазы (ГЦ), что стимулирует синтез цГМФ с последующим расслаблением 

гладкой мускулатуры. Таким образом, NO является регулятором сердечно-сосудистой 

системы. Столь же важным является NO-опосредованное действие эндотелина-1, 

ингибирование которого ингибиторами NOS может приводить к резкому повышению 

давления [186]. 

Уровень экспрессии NOS связан с сигнальными путями, опосредованными G-

белками (рис.16). CREB (транскрипционный фактор типа лейциновая молния, который 

регулирует гены, ответственные за пролиферацию и дифференциацию) [187], являясь 

существенным компонентом этого пути, гиперэкспрессируется у онкопациентов, в 

частности, с острым миелоидным лейкозом, и это связывают с нарушением баланса NO из-

за гиперфункции iNOS [188]. 

В литературе обсуждается не только применение ингибиторов NOS, но и 

возможности доноров NO (или, как вариант, активаторов NOS) в качестве цитотоксических 

агентов таргетного поражения раковых клеток [189]. Однако в этом случае на первый план 

выходит значение величины терапевтического индекса, который для ингибиторов NOS, как 

правило, сравнительно невысок, а активаторы NOS имеют высокую токсичность. Поэтому 
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они могут рассматриваться в качестве одного из компонентов комбинированной терапии. 

Следует учитывать, что многие ингибиторы iNOS являются радиопротекторами, поскольку 

часто выступают, как антиоксиданты [190]. С другой стороны, NO легко взаимодействует 

с SH-содержащими белками и ферментами, понижая уровень эндогенного сульфгидрила, 

способного бороться с АФК. Такое разнообразие и двойственность свойств NOS-

ингибиторов дает возможность для создания большого разнообразия комбинированных 

препаратов. 

В работе [191] рассмотрены характеристики исследования in vitro на лейкемических 

клеточных линиях ряда ингибиторов и активаторов NOS, относящихся к производным 

гидробромидов 2-амино-тиазина (I), 2-амино-2-тиазолина (II) и тиомочевины (III). 

Характеристики некоторых вызывающих интерес веществ из этих рядов приведены в табл. 

2. Исследования показали, что ингибиторы iNOS особенно успешны против острого В-

лимфобластного лейкоза (В-ОЛЛ), а некоторые из них показали достаточно хороший 

терапевтический индекс против острого Т-лимфобластного лейкоза (Т-ОЛЛ, клеточные 

линии MOLT-4 и Jurkat). При этом сила ингибиторов NOS практически не оказывает 

влияния на клеточную линию HL-60 (за исключением активатора NOS). 

2-Амино-5,6-дигидро-4Н-1,3-тиазин является родоначальником целого ряда 

современных ингибиторов NOS. Он в 1.5 раза менее токсичен, чем его родственный аналог 

— 2-амино-2-тиазолин [190].  

 

 

При переходе соединений от активаторной NOS-активности к ингибиторной в 

стороны увеличения последней наблюдался барьер (в районе 85-89% ингибирования) 

изменения в величине выживаемости (LC50), где происходит резкая триггерная смена 

механизма воздействия вещества как на здоровые, так и на лейкемические (В-ОЛЛ) клетки. 

Однако если для здоровых клеток при дальнейшем увеличении ингибирования изменений 

величины выживания не происходит (на новом более высоком уровне), то в случае 

лейкемических клеток величина LC50 практически сразу (в районе ~ 90% ингибирования) 

возвращается на добарьерный уровень [191]. Именно в этом районе терапевтический 

индекс максимален. 
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Следует отметить интересный факт, что в случае радиосенсибилизаторов — 

ингибиторов NOS, в отличие от радиопротекторов-ингибиторов, этой закономерности не 

наблюдалось. Таким образом, имеется зависимость выживаемости не только от NOS-

ингибиторной активности, но и от того, является ли использованный ингибитор 

радиопротектором, т. е. от его антиоксидантной активности, хотя этот вывод требует 

подтверждения на более широкой выборке соединений с известными значениями ФИД. 

Таблица 2. Зависимость выживания клеток (LC50) в зависимости от ингибиторной 

активности вводимых соединений по отношению к NOS (in vitro и in vivo). 

№ Соединение Ингибиторная 

активность, % [164] 

LC50, мкмоль/мл [191] для 

линий клеток 

ФИД** 

In vitro 

(iNOS) 

In vivo 

(остаточ-

ный NO, 

все изо-

формы) 

ЗД* В-

ОЛЛ 

К-562 MOLT-4 

1 III (R3 = 

iC3H7, 

R4 = C5H10) 

слабый 

актива-

тор 

активатор, 

170 ± 10 

0.5 ± 

0.2 

0.05 ±  

0.02 

0.14 ±  

0.05 

0.10 ± 

0.03 

- 

2 I (R1 = H) 66 ± 6 3 ± 1 13 ± 3 4.3 ± 

0.5 

15.5 ±  

5.5 

2.8 ± 0.2 1.3 

[192] 

3 I  

(R1 = 

COC6H5) 

92 ± 9 3 ± 1 10.6 ±  

2.3 

0.9 ± 

0.3 

1.0 ± 

0.3 

1.2 ± 0.4 1.5 

[191] 

4 II (R2 = CH3) 90 ± 5 5 ± 2 15 ± 3 1.9 ± 

0.5 

2.2 ± 

0.7 

2.0 ± 0.5 1.3 

[192] 

* ЗД – лимфоциты здоровых доноров, ** ФИД – фактор изменения дозы. 
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Выводы из литературного обзора 

1. Из представленной литературы следует, что ингибиторы и активаторы NO-синтазы, 

особенно, iNOS, представляют интересный материал для исследования антиопухолевой 

активности и создания препаратов на их основе. Представители этого класса 

соединений имеют не самые высокие значения терапевтического индекса и могут быть 

ограничены в применении из-за жизненно важного значения в организме NO, однако 

они представляют безусловный интерес в качестве дополнительного фактора в 

комбинированных препаратах. 

2. Радионуклиды меди представляют большой интерес не только для диагностики, но и 

для терапевтического воздействия на раковые клетки, при этом важное значение могут 

приобретать препараты с носителем из-за значительного влияния самой меди на 

метаболизм. 

3. Современный тренд в использовании радиофармпрепаратов заключается в попытке 

сочетания нескольких факторов воздействия на раковые клетки, что, в частности, 

предполагает одновременное воздействие радионуклида и антиопухолевого препарата. 

4. Гидроксиапатит и карбоксиметилцеллюлоза представляют биосовместимые, 

легкодоступные, дешевые и удобные для использования носители медицинских 

препаратов и могут служить носителями для сочетанного воздействия биологически-

активных препаратов и радионуклидов на раковые клетки. 
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3. Экспериментальная часть 

3.1. Синтез, модификация и исследование свойств ГАП и ГАП-Cu 

3.1.1. Синтез разных модификаций ГАП 

Синтез осуществили с помощью двух методик: а) методом осаждения [116] и б) 

ферментативным методом с использованием щелочной фосфатазы (активность 23 ед. ∙ мг-

1, «Sigma», США) [114]. 

3.1.1.1 ГАП для адсорбционных экспериментов 

а) Получение ГАП0. Карбонат кальция («ч», «Лабтех», Россия) прокалили в муфельной 

печи (МИМП, Россия) при температуре 1100 оС в течение 3 ч до постоянной массы  

CaCO3 → CaO + CO2↑ 

Полноту протекания реакции разложения контролировали гравиметрически на весах 

(Shimadzu AX200, Япония), итоговый выход оксида кальция составил 98.5%. Полученный 

сухой порошок вносили в реактор с дистиллированной водой, где при непрерывном 

интенсивном перемешивании нейтрализовали 30%-м растовором ортофосфорной кислоты 

(«х.ч.», «Лабтех», Россия). Количества реагентов рассчитывали таким образом, чтобы 

мольное соотношение Ca/P было равно 1.67, то есть соответствовало стехиометрии 

целевого соединения: 

10СаО + 6Н3РО4 = Са10(РО4)6(ОН)2 + 8Н2О 

Полученное вещество представляет собой суспензию молочно-белого цвета, где массовая 

доля сухого компонента составляет 5.2–5.7%. 

б) Получение ГАПЕ. ГАПЕ был получен в лаборатории гетерогенных процессов кафедры 

радиохимии с участием с. н. с. Гопина А. В. и доц. Северина А. В. Для этого исходный 

реагент – глицерофосфат кальция – подвергался действию фермента щелочной фосфатазы 

(ЩФ) (удельная активность 23 ед. ∙ мг–1) в течение 1-7 суток. При этом происходила реакция 

с изменением рН: 

Ca(C3H5(OH)2PO4)  
щелочная фосфатаза→ Са10(РО4)6(ОН)2 

Полноту протекания синтеза контролировали спектрофотометрически на приборе 

(SHIMADZU UV-1280, Япония) по изменению концентрации свободных ионов кальция, 

предварительно связывая их с о-крезолфталеинкомплексоном (“АГАТ-МЕД”, Россия) для 

получения ярко-красного комплекса (пик поглощения при λ = 720 нм). Удельную 

поверхность образцов определяли методом тепловой сорбции-десорбции азота на 

порометре («Micrometrics», США). При c(ЩФ) = 0.1 мкг/мл она составляла 300 м2/г [114]) 

ГАПЕ выпадал в форме белого осадка, который промывали и высушивали. 

3.1.1.2. ГАП для сокристаллизационного введения ионов металлов (по методу [193]). 

а) Введение ионов меди проводили на разных стадиях кристаллизации ГАП. 



41 
 

ГАП-Cu1, ГАП-Cu2 и ГАП-Cu3 получены сокристаллизационным методом на различных 

этапах формирования ГАП0, с содержанием меди 4.36; 5.15 и 4.6 масс.% и с соотношением 

Cu/Ca = 1 : 10. 

3.1.1.3. Термическая обработка сокристализационно полученных образцов 

Часть полученных методом 2 порошков подвергали термической обработке в 

течение 3 ч при 900 оС с образованием образцов ГАП–CuT. 

3.1.2. Сорбция и десорбция ионов меди на ГАП 

3.1.2.1. Определение концентрации меди  

Определение меди проводили спектрофотометрически. Для этого в пять мерных 

колб объёмом 50 мл добавили соответственно по 1.0; 2.0; 3.0; 4.0; 5.0 мл раствора хлорида 

меди(II) с концентрацией 0.034 мольꞏл и избыток аммиака. Доводили дистиллированной 

водой до метки и тщательно перемешали. В результате получили ряд ярко-синих растворов, 

цвет которых обусловлен протеканием реакции 

[Cu(H2O)6]
2+ + 4NH3 → [Cu(NH3)4]

2+  

Пик поглощения этого комплекса наблюдается при λ = 590 нм. Калибровочная 

кривая с высокой степенью корреляции приведена на рис. 17. 

Для измерений оптического поглощения использовали спектрофотометр 

SHIMADZU UV-1280 (Япония) в диапазоне длин волн 190-650 нм. Базовую линию 

измеряли в той среде, в которой находилось анализируемое вещество. 

 

А В 

Рис. 17. Калибровочная прямая для определения концентрации ионов меди(II) в 

диапазоне 40-200 мкг мл-1  (1.58 ∙ 10-6 – 7.93 ∙ 10-6 моль∙л-1, (А) и  5.9 ∙ 10-4 – 1.2 ∙ 10-2 моль∙ 

л-1 (В)) 

 

3.1.2.2. Кинетика сорбции на ГАП0  

В 10 флаконов объемом 10 мл внесли по 7 мл раствора Cu(II) концентрацией 0.034 

моль∙л-1 и 3 мл водной суспензии ГАП0. Полученную смесь отправили перемешиваться на 

шейкере («Elmi» Sky Line, Латвия) в течение 1; 5; 10; 15; 30; 45; 60; 240; 600; 1200 мин. По 
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истечению этого времени каждый флакон снимали с шейкера, центрифугировали при 6000g 

на центрифуге («MLW» T 51.1, Германия), добиваясь разделения фаз. Маточный раствор 

отбирали, добавляли избыток аммиака для получения ярко окрашенного комплекса и 

определяли концентрацию меди.   

3.1.2.3. Кинетика сорбции на ГАПЕ  

Эксперимент проводили аналогично сорбции на ГАП0. Использовали 10 флаконов 

объемом 1.5 мл, в которые добавляли 15 мг сухого ГАПЕ и 1 мл Cu(II) концентрацией 0.034 

моль∙л-1. Далее по методике 3.1.2.2. 

3.1.2.4. Изотерма сорбции на ГАП0 

В 13 пробирок объемом 10 мл добавили 1; 2; 2.5; 3; 3.5; 4; 4.5; 5; 6; 7 мл раствора 

меди(II) концентрацией 0.034 моль∙л-1 и 5; 6; 7 мл раствора меди(II) с концентрацией 0.072 

моль∙л-1, по 3 мл водной суспензии ГАП0. Все смеси довели до 30 мл и перемешивали в 

течение 24 ч. После этого концентрацию меди в маточном растворе определяли по 

методике, описанной в 3.1.2.1. 

3.1.2.5. Изотерма сорбции на ГАПЕ 

В 11 пробирок добавили по 15 мг сухого ГАПЕ, разные объемы раствора меди с 

концентрацией 0.034 моль∙л-1 – 0; 100; 200; 300; 400; 500; 600; 700; 800; 900; 1000 мкл – 

довели все растворы дистиллированной водой до одинакового объема 1 мл и оставили 

встряхиваться на шейкере в течение 24 часов. После этого определяли концентрацию меди 

в маточном растворе. 

3.1.2.6. Десорбция меди на ГАП0 

В пробирку объемом 1.5 мл добавили 30 мл суспензии ГАП0 и 970 мл водного 

раствора, содержащего 12.3 кБк изотопа 67Cu. Смесь встряхивали на шейкере в течение часа 

до полной адсорбции ионов меди. Затем пробирку отцентрифугировали при 15000g и 

разделили фазы, слив маточный раствор. К осадку ГАП0 добавили 1 мл изотонического 

раствора и оставили встряхиваться шейкере. После прохождения определенного времени – 

1.5, 24 ч – пробирку центрифугировали, отбирали водную фазу, а к осадку добавляли 1 мл 

изотонического раствора и оставляли встряхиваться. У отобранного водного раствора 

определяли оставшуюся радиоактивность с помощью гамма-спектрометра («Canberra» GC 

3020, США).   

3.1.2.7. Определение выхода ионов кальция в процессе сорбции меди на ГАП0  

В 8 флаконов объемом 10 мл добавили по 3 мл суспензии ГАП0 и разные объемы 

раствора меди с концентрацией 0.034 моль∙л-1 – 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 мл. Довели 

дистиллированной водой объемы до 10 мл. После этого их поставили встряхиваться в 

течение 24 часов на шейкере («Elmi» Sky Line, Латвия) до полной адсорбции меди. Затем 
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флаконы центрифугировали при 6000g и отобрали жидкую фазу для дальнейших 

исследований. У полученных образцов измерили pH и добавили о-

крезолфталеинкомплексон для получения ярко-красного комплекса. Концентрация кальция 

в растворе была определена спектрофотометрически в соответствии с референтными 

данными, предоставленными производителем комплексона. 

А  В 

Рис. 18. Зависимость концентрации ионов кальция в надосадочном растворе (А) и 

уменьшение рН среды (В) в зависимости от количества вещества меди, осажденной на 

ГАП0 [194] 

 

По мере сорбции на поверхности ГАП0 ионов меди в растворе наблюдалось увеличение 

концентрации ионов кальция, выходящее на плато одновременно с максимальным 

наполнением носителя (рис. 18А) и уменьшением рН среды (рис. 18В) 

3.1.2.8. Характеристика физико-химических свойств образцов 

На образцы ГАП0 и ГАПЕ предварительно осадили ионы меди до максимальной 

адсорбции монослоя по методике, описанной выше. Описали их морфологию и текстуру 

высушенных и осажденных на подложку образцов с помощью просвечивающей 

электронной микроскопии (ПЭМ, «JEM-1011B», Япония; разрешение 0.3 нм) и 

сканирующей электронной микроскопии (СЭМ, «CamScan», США). Часть образцов 

исследовали методом трансмиссионной электронной микроскопии высокого разрешения на 

микроскопе Jeol JEM2100F с возможностью локального рентгенодисперсного анализа. 

Фазовый состав анализировали методом рентгенофазового анализа (РФА) на 

автоматизированном рентгеновском дифрактометре («ДРОН-3», Россия; сфокусирован по 

Брэггу—Бретано, с графитовым монохроматором на дифрагированном пучке, управляется 

с помощью компьютерной программы EXPRESS). Определяли удельную поверхность 

методом тепловой сорбции-десорбции азота на порометре («Micrometrics», США). 

Функцию распределения кристаллов по размерам получали с помощью компьютерной 

программы ImagePro Plus. 
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Содержание ионов Zn2+, Cu2+ и Са2+ определяли методом ICP-AES (атомно-

эмиссионная спектроскопия с индуктивно-связанной плазмой) на приборе Optima 2100DV, 

Perkin Elmer, США. 

3.1.3. Сорбция лигандов и комплексов на ГАП 

3.1.3.1. Калибровочные графики для определения концентрации 2-аминопиримидина 

(АР) 

Перед построением калибровочного графика сняли оптический спектр водного 

раствора вещества концентрацией 3 ∙ 10−6 моль∙л-1 в диапазоне 190-450 нм для определения 

расположения пиков и рабочей концентрации. Определили, что максимумы оптического 

поглощения соединения приходятся на пики 225 и 290 нм. После этого во флаконы объемом 

10 мл добавили 1; 2; 3; 4; 5 мл водного раствора АР с концентрацией 1 ∙ 10−5 моль∙л-1 и 

довели объем дистиллированной водой до одинакового значения 10 мл. У полученных 

смесей измерили оптическое поглощение при λ = 225 и 290 нм, получив два калибровочных 

графика (рис. 19). 

 

Рис. 19. Калибровочные графики для определения концентрации АР в водной среде при λ 

= 225 нм (красный) и 290 нм (черный) в диапазоне концентраций 1,0  ∙ 10-5 – 5,0 ∙ 10-6 

моль∙л-1 

 

3.1.3.2. Калибровочные графики для определения концентрации Cu(АР)2Cl4  

В 5 пробирок добавили в него 0,4; 0,6; 1; 1,6; 2 мл раствора комплекса с 

концентрацией 1,0 ∙ 10-4 моль∙л-1 и разбавили дистиллированной водой до одинакового 

объема 2 мл. Оптический спектр вещества в диапазоне 190-400 нм практически совпал со 

спектром водного раствора L1. Для пиков 225 и 290 нм получены калибровочные графики 

(рис. 20). 
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3.1.3.3. Калибровочные графики для определения концентрации L1  

(Лиганд предоставлен к. х. н. Трофимовой Т. П.). Сначала сняли оптический спектр 

раствора в диапазоне 190-340 нм. Поскольку это вещество ограниченно растворимо в воде, 

спектры для растворов одинаковой концентрации 1 ∙ 10−5 моль∙л-1 получили так же в водно-

этанольной смеси (1 : 1) и в 96% этаноле.  Поскольку оптический спектр, а также 

растворимость соединения в водно-этанольной (1 : 1) среде практически не отличалась от 

этих характеристик в 96% этаноле, все дальнейшие эксперименты проводились только в 

водной либо водно-этанольной средах.  

 

Рис. 20. Калибровочные графики для определения концентрации комплекса Cu(AP)2Cl4 в 

водной среде 

А  В 

Рис. 21. Калибровочные графики для определения концентрации L1 в водной (А) и водно-

этанольной (1 : 1) средах в диапазоне концентраций 0.5 – 5 мкг/мл (1 ꞏ 10-5 – 5 ꞏ 10-6 

моль∙л-1) 

 

Для пика 280 нм были получены калибровочные графики для этих двух сред. В 7 

пробирок добавили 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 мкл раствора L1 с концентрацией 0.5 мгꞏмл-
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1 и довели дистилированной водой либо водно-этанольной (1 : 1) смесью до объема 2 мл и 

провели япектрофотометрию. Графики представлены на рис. 21 (А и В), соответственно. 

3.1.3.4. Изучение сорбции АР на ГАП0  

В 3 пробирки добавили по 220 мкл суспензии ГАП0 и 0; 1; 1 мл раствора АР с 

концентрацией 1 ꞏ 10-5 моль∙л-1 и поставили встряхиваться на шейкере («Heidolph» REAX 

top, Германия) в течение 15 и 60 мин (добавив образец, не содержащий вещество), затем 

отцентрифугировали при 12000 g, разделив фазы. Маточный раствор разбавили в 40 раз 

дистиллированной водой, чтобы попасть в диапазон концентраций, определяемых по 

калибровочному графику.  

3.1.3.5. Кинетика сорбции Cu(АР)2Cl4 (1) на ГАП0  

В 7 пробирок добавили по 77 мкл суспензии ГАП0 и 1 мл раствора комплекса 

концентрацией 1 ꞏ 10-4 моль∙л-1. Пробирки встряхивали на шейкере в течение заданного 

интервала времени: 5; 15; 30; 60 и 120 мин. Дальнейшее определение концентрации было 

аналогично методике, описанной в предыдущем абзаце. Далее, в 2 пробирки добавили по 3 

мл ГАП0 и по 7 мл раствора комплекса концентрацией 1 ꞏ 10-4 моль∙л-1. Пробирки 

встряхивали на шейкере в течение часа, потом центрифугировали при 6000g. 

Отделившуюся водную фазу смешали с избытком аммиака для определения концентрации 

меди по методике, описанной выше. 

3.1.3.6. Сокристализационное введение L1 в ГАП0 

Синтез ГАП0 производили по методике, описанной выше, с тем отличием, что в 

реакционную смесь, помимо ортофосфорной кислоты и сухого порошка CaO, добавили 

лиганд в концентрации 10-4 моль∙л-1. Изменение концентрации L1 при добавлении и в конце 

синтеза контролировали спектрофотометрически, при этом разбавляя образец в 10 раз.  

Отбиралось 2 мл реакционной смеси, которую центрифугировали при 12000g для отделения 

образующейся взвеси. 

3.1.3.7. Сокристализационное введение AP в ГАП0  

Синтез ГАП0 производили по методике, описанной в [116], с тем отличием, что в 

реакционную смесь, помимо ортофосфорной кислоты и сухого порошка CaO, добавили 

лиганд в концентрации 10-4 моль∙л-1. Изменение концентрации AP при добавлении и в конце 

синтеза контролировали спектрофотометрически, разбавляя анализируемый образец в 10 

раз.  При этом отбиралось 2 мл реакционной смеси, которую центрифугировали («Elmi» SN 

50N, Латвия) при 12000g для отделения образующейся взвеси ГАП0. 

3.1.3.8. Изучение сорбции L1 на ГАП0  

Приготовили водно-этанольные (1 : 1) растворы ГАП0 с массовой долей сухого 

вещества 2.25% и L1 с концентрацией 6.4 ∙ 10-3 моль∙л-1. В 7 пробирок добавили по 144 мкл 
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суспензии ГАП0 и по 0; 7.5; 15; 37; 73; 146; 730 мкл раствора L1. Растворы доводили до 

объема 1 мл и держали в течение суток на шейкере, центрифугировали при 12000g, и в 

надосадочной жидкости определили по методике, описанной выше. 

3.1.3.9. Изучение сорбции CuL1Cl2 (5) на ГАП0 

Приготовили водно-этанольные (1 : 1) растворы ГАП0 с массовой долей сухого 

вещества 2.25% и комплекс 5 с концентрацией 8.6 ꞏ 10-4 моль∙л-1. В 7 пробирок добавили по 

144 мкл суспензии ГАП0 и по 0; 7.5; 15; 37; 73; 146; 730 мкл раствора L1. В остальном 

методика была аналогична предыдущей. 

3.1.4. Изучение влияния БСА на процессы сорбции 

3.1.4.1. Совместная одновременная сорбция ионов меди(II) и БСА на ГАП0. Изотерма 

сорбции  

В 12 пробирок добавили по 1 мл ГАП0 с массовой долей сухого вещества 5.5%; затем 

в 6 из них добавили по 0.5 мл раствора БСА с концентрацией 3 мг∙мл-1, затем – разные 

объемы раствора CuCl2 c концентрацией ионов меди(II) 0.12 моль∙л-1, 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 

мл. Объем растворов довели дистиллированной водой до 2 мл. В другие 6 пробирок 

добавили по 0.5 мл раствора CuCl2 c той же концентрацией и разные объемы раствора БСА 

(3 мг∙мл-1) – 0; 0.1; 0.2; 0.3; 0.4; 0.5 мл – и воду до объема 2 мл. Все 12 пробирок оставили 

встряхиваться на шейкере в течение 24 часов. Далее фазы разделяли центрифугированием, 

отбирали 1 мл надосадочной жидкости, разбавляли ее в 5 раз концентрированным 

раствором аммиака и измерили оптическое поглощение при λ = 590 нм.  

3.1.4.2. Совместная последовательная сорбция ионов меди(II) и БСА на ГАП0. 

Изотерма сорбции  

В 6 пробирок добавили по 1 мл ГАП0; затем по 1 мл раствору БСА концентрацией 3 

мг∙мл-1. Их перемешивали на шейкере в течение 24 часов до полной адсорбции вещества. 

Затем взвеси центрифугировали при 12000g, добавили по 1.5 мл дистиллированной воды 

для промывания, ресуспендировали и снова оставили на шейкере в течение часа. Далее 

фазы разделяли центрифугированием. К пробиркам, где был адсорбирован БСА, добавили 

растворы меди(II) с концентрацией 0.12 моль л-1 объемом 0; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1 мл. Все 

пробирки еще раз встряхивали 24 часа, затем отделяли жидкую фазу, разбавляли ее в 5 раз 

концентрированным раствором аммиака и измерили оптическое поглощение при λ = 590 

нм. 

3.1.4.3. Совместная одновременная сорбция L1 и БСА на ГАП0  

Приготовили водную смесь объёмом 5 мл, содержащую 3 мг∙мл-1 БСА и 0.01 моль∙ 

л-1 L1, и выдержали ее в течение трех суток при 4 ͦС для установления равновесия. Далее 

проводили спектрофотометрический контроль. Затем в 6 пробирок добавили по 1 мл ГАП0 
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и по 0; 0.05; 0.1; 0.3; 0.5 мл полученного раствора и довели дистиллированной водой до 

объема 2 мл. Пробирки оставили встряхиваться в течение 1 часа, затем фазы разделили 

центрифугированием и отобрали по 1 мл маточного раствора, который разбавили вдвое и 

определили оптическое поглощение в области λ = 190-340 нм.  

3.1.4.4. Совместная последовательная сорбция L1 и БСА на ГАП0  

В 8.5 мл суспензии ГАП0 растворили 2.1 мг БСА, после чего оставляли раствор 

встряхиваться в течение 1 часа до полной адсорбции белка и фазы разделили 

центрифугированием. Жидкость удалили, добавляли 10 мл дистиллированной воды для 

промывания и повторяли действия. После удаления жидкости объем суспензии вновь 

довели до 8.5 мл для сохранения величины массовой доли сухого вещества. В 5 пробирок 

добавили по 750 мкл полученной суспензии и по 750 мкл раствора L1 разной концентрации: 

0.05; 0.5; 5; 50 мкг мл-1. Их встряхивали в течение 24 ч, центрифугировали для отделения 

осадка и определяли содержание L1 и БСА спектрофотометрически.  

3.1.4.5. Изучение морфологии кристаллов 

Морфологию образующихся нанокристаллов изучали методом ПЭМ (электронный 

микроскоп «Jeol JEM_1011B», Япония, разрешение 0.3 нм). Образцы готовили путем 

нанесения на специальную медную сетку с формваровой пленкой капли суспензии 

изучаемых кристаллов, разбавленной водой в соотношении 30 : 1.  

3.2. Синтез и исследование лигандов и их комплексов с Cu2+ и с 67Сu2+ 

3.2.1. Синтез комплексов 

Комплекс 1 – Cu(AP)2Cl4 синтезирован по методу [195] к. х. н. Трофимовой Т. П. и 

был любезно предоставлен нам для работы. Результаты элементного анализа и спектры 

ЯМР 1Н согласуются с данными литературы. Остальные комплексы получены по 

методикам, ранее разработанным к. х. н., с. н. с. Трофимовой Т. П. РСА выполнен в НИЛ 

структурной химии на Химическом факультете МГУ имени М.В.Ломоносова (с участием 

в. н. с., к. х. н. Тафеенко В. А.), элементный анализ выполнен в институте 

элементоорганических соединений им. А. Н. Несмеянова РАН. ЯМР 1Н выполнен в ИФАВ 

РАН (с участием д. х. н., зав. лаб. Прошина А. Н.). 

Для синтеза комплекса 2 – СuL1
2 – лиганд L1H (0.24 г, 1.1 ммоль) растворили в смеси 

EtOH/PriOH (2.0 : 1.24 мл) и добавили при перемешивании порошкообразный CuCl2 ꞏ 2H2O 

(0.09 г, 0.5 ммоль, Sigma, США). Образовавшийся осадок отфильтровали, получив 

фиолетовое вещество (0.09 г, 34%). Элементный анализ: найдено (%): C, 53.02; H, 4.63; N, 

11.28. Вычислено для C22H22CuN4O2S2 (%): C, 52.62; H, 4.42; N, 11.16. Получен кристалл и 

выполнен РСА (см. Приложение). 
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Комплекс 3 – Cu2L
1

2Cl3. Для его получения прозрачный фильтрат от предыдущего 

синтеза оставили при комнатной температуре для медленной кристаллизации. Примерно 

через неделю из раствора выпали хорошо ограненные темно-зеленые кристаллы. 

Кристаллы отфильтровали, выход 0.06 г (52%). Элементный анализ: найдено (%): C, 39.24; 

H, 3.64; N, 8.29. Вычислено для C22H24Cl3Cu2N4O2S2 (%): C, 39.20; H, 3.59; N, 8.31. Выполнен 

РСА (см. Приложение). 

Комплекс состава 4 – CuL1
2Cl2 – получили при добавлении раствора 0.9 г (0.5 ммоль) 

CuCl2 ꞏ 2H2O в 1 мл 95%-го этилового спирта к раствору 0.24 г (1.1 ммоль) лиганда L1 в 20 

мл 95%-го этилового спирта. Выделили 0.06 г (21%) кристаллического продукта ярко-

зеленого цвета. Элементный анализ: найдено (%): С, 45.85; Н, 4.91; N, 9.70. 

C22H24Cl2CuN4O2S2. Вычислено (%): С, 45.95; Н, 4.21; N, 9.74. Спектр ЯMР 1H (200 MГц, 

ДМСО-d6, δ, м. д.): 1.9—2.3 (м, 2 H, SСН2CH2CH2N); 3.2—3.5 (м, 2 H, SСН2CH2CH2N); 3.7—

4.0 (м, 2 H, SСН2CH2CH2N); 7.4—7.7 (м, 3 H, Наром); 7.9—8.2 (м, 2 H, Наром); 10.3—11.3 (уш. 

с., 1 H, NH). Спектры ЯМР 1Н показывают, что лиганд в процессе синтеза и выделения 

комплексов не разлагается. 

Комплекс состава 5 – СuL1Cl2 – получили следующим образом: 0.14 г (0.6 ммоль) 

лиганда L1 растворили в 0.12 мл смеси этилового (96%) и изопропилового спиртов (2 : 1) и 

при перемешивании добавили 0.9 г (0.5 ммоль) CuCl2 ꞏ 2H2O. Выпавший осадок 

отфильтровали. Выделили 0.12 г (67%) вещества ярко-зеленого цвета. Элементный анализ: 

найдено (%): С, 37.50; Н, 3.58; N, 7.89. Для C11H12Cl2CuN2OS вычислено (%): C, 37.24; H, 

3.41; N, 7.90. Спектр ЯМР 1Н: (200 MГц, ДМСО-d6, δ, м.д.): 1.7—2.6 (м, 2 H, 

SСН2CH2CH2N); 3.2—3.6 (м, 2 H, SСН2CH2CH2N); 3.7—4.1 (м, 2 H, SСН2CH2CH2N); 7.3—

7.6 (м, 3 H, Наром); 7.8—8.3 (м, 2 H, Наром); 10.8—11.2 (уш. с., 1 H, NH). 

Спектры ЯМР 1Н регистрировали на приборе «Bruker СХР-200» (Германия), 

химические сдвиги приведены в δ-шкале относительно Me4Si. 

3.2.2. Выделение радионуклидов меди. Синтез меченых комплексов меди 

Цинковую мишень облучали на разрезном микротроне тормозными фотонами с Е = 

55 МэВ (НИИЯФ им. Д. В. Скобельцына МГУ имени М. В. Ломоносова с участием 

Приселковой А. Б. и Белышева С. С.), выдерживали в течение 12 ч, растворяли её в 36%-й 

НСl и проводили разделение методом ионообменной хроматографии на колонке с 

сорбентом Cu-resin (3 мл, Triskem, Франция), где при рН = 2.4 происходила сорбция меди, 

а цинк смывался с колонки. После вымывания цинка десорбцию меди осуществляли 5 М 

НСl. При вымывании проводился контроль элюата с помощью гамма-спектрометрии 

(«Саnberra GC 3020, США).  В качестве характеристической линии использовали γ = 185 
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кэВ, p = 0.487. Кривые элюирования представлены на рис. 22. В табл. 3 приведены 

характеристики радионуклидов, полученных при облучении. 

3.2.2.1. Получение 67CuCl2 

После разделения изотопов элюат выпарили и вновь растворили в рассчитанном 

количестве разбавленной HCl. 

Таблица 3. Характеристики радионуклидов меди. 

Радионуклид t1/2 Основные пути 

образования 

Порог 

реакции, МэВ 

Выход на 

ЕОВ, Бк/мкА 

ч/(г/см2) 
64Cu 12.7 ч 66Zn(γ,pn)64Cu 

67Zn (γ,p2n)64Cu 
68Zn(γ,p3n)64Cu 

16.61 

17.41 

27.60 

1.86 ꞏ 106 

67Cu 61.83 ч 68Zn(γ,pn)67Cu 
70Zn(γ,p3n)67Cu 

9.98 

17.20 
5.26 ꞏ 106 

 

 

Рис. 22. Кривые элюирования радионуклидов цинка и меди [196] 

3.2.2.2. Синтез меченых комплексов 

67Cu(AP)2Cl4 (1) синтезировали двумя методами. 

а) Синтез без носителя. Использовали методику, описанную в [195] с применением 

раствора 67CuCl2.  
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б) Путем изотопного обмена. Нерадиоактивный комплекс-носитель добавили в 

солянокислый раствор с 67CuCl2 и оставили перемешиваться при комнатной температуре в 

течение 30 и 60 мин.  

[67Cu]CuL1Cl2 (5) получали аналогично предыдущему.  

Все процедуры получения комплексов контролировались ТСХ на пластинах 

«Silufol» (Чехия) с проявлением парами иода (в случае нерадиоактивных образцов) и 

измерением радиоактивности после разрезания хроматограмм – в случае радиоактивных 

образцов. Кроме того, использовали цифровую авторадиографию с запасающими 

пластинами «Storage Phospor System», покрытые BaFBr:Eu (“Perkin-Elmer”) и прибор для 

сканирования «Cyclon Plus» (“Perkin-Elmer”). 

3.3. Методы исследования 

3.3.1. Потенциометрическое титрование 

Константы протонирования лигандов и константы связывания в комплексах 

определяли потенциометрически с помощью «Metrohm 848 Titrino Plus» (Швейцария), 

который оснащен 20 мл автобюреткой и комбинированным стеклянным электродом («Cole-

Palmer, 60061, США»). При определении константы протонирования лиганда в качестве 

фонового электролита использовали раствор нитрата калия (1 мольꞏл-1 в случае водного 

раствора) и физиологический раствор. Для нахождения константы устойчивости комплекса 

1 титрование проводили на автотитраторе со стеклянным индикаторным электродом. Для 

расчета использовали программу Hyperquad2013. 

Рабочий объем автотитратора поддерживали при постоянной температуре 25 ± 0.1 

оС при помощи термостата («Cole-Palmer», Polystat Temperature Controller, США). Опыты 

проводили в стеклянной ячейке объемом 16 мл. Перед началом работы электрод 

калибровали путем титрования стандартного 1 мольꞏл-1 раствора HClO4 

растворомсвежеприготовленного NaOH известной концентрации. Интервал рН в рабочей 

ячейке составил 2.5 – 10.5, и значение э. д. с. измеряли после добавления порций NaOH 

объемом 0.3 мл. Уточнение концентрации NaOH через определение точки эквивалентности 

происходило по методу Грина, т. е. через расчет значения стандартного потенциала 

электрода и крутихну электродной функции, для вычислений применяли программное 

обеспечение GLEE. Равновесие считали достигнутым, если колебания потенциала были 

меньше 0.2 мВ мин-1. Для поддержания ионного произведения воды равным рКw = 13.78 во 

все калибровочные и анализируемые растворы добавляли KNO3 до концентрации 0.1 

мольꞏл-1. 

Константы протонирования определяли для L2 (с = 0.100 моль л -1) (рис. 23А), L1 

(0.1004 мольꞏл-1) (рис. 23В) и АР (0.1007 мольꞏл-1) (рис. 23С) в присутствие хлорной 
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кислоты с с = 0.625 мольꞏл-1. Для титрования использовали NaOH c предварительно 

определенной концентрацией. Расчет константы протонирования проводили, используя э. 

д. с. ячейки, которая, в свою очередь, рассчитывали по формуле: 

Е = Е0 +Q lg[H] + Ej, 

где Е0 и Q определяются по калибровочным данным для расчета с точно известным 

содержанием протонов и ионной силы. 

Константы протонирования составляют lgβH = 3.4 ± 0.3 для AP; 5.0 ± 0.5 для L1. Для 

L2 найдена многоступенчатая константа протонирования, составляющая lgβ1
H = 15.6 ± 0.5; 

lgβ2
H = 20 ± 1; lgβ3

H = 31 ± 2. 

А В 

С 

Рис. 23. Потенциометрические кривые: А - HClO4 (1) и L2 (2); В - HClO4 (1) и L1 (2); С - 

HClO4  (1) и AP (2) 

 

Поскольку комплексы нерастворимы в воде, этот метод определения константы 

связывания для них не подходит. 

3.3.2. Метод масс-спектрометрии LETDI (Laser Induced Electron Transfer 

Desorption/Ionization) 

Выполнен в ГЕОХИ РАН (с участием к. х. н. Бородкова А. С.). Схема масс-

спектрометрической установки детально описана в работах [197,198]. Времяпролетный 

масс-спектрометр собран по линейной схеме с длиной свободного пролета 0.65 м и 

ускоряющим промежутком 14 мм. В качестве источника излучения использовали лазерную 
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систему на основе Nd:YAG-лазера с диодной накачкой (РЛ-02.355 производства ЭЛС-94, 

Москва), работающего с частотой повторения 300 Гц при длительности импульса 0.37 нс и 

максимальной энергией в импульсе 30 мкДж. В качестве подложек эмиттеров ионов 

применяли кремниевые пластины, которые предварительно обрабатывали 5%-м раствором 

HF с последующей промывкой дистиллированной водой, после чего помещали в ионный 

источник. 

3.3.3. Флуориметрическое определение констант связывания 

Определение константы связывания между белком БСА и ионами меди(II), 

комплексом L1
2CuCl2, L

1 проводили на флуориметре («FluoroMax-4, HORIBA Jobin Yvon 

SAS, Франция) по единообразной методике.  

В 7 флаконов, содержащих 3 мл 17 мкмольꞏл-1 раствора БСА, добавили 

последовательно 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 мл раствора исследуемого соединения, после чего смесь 

доводили соответствующим растворителем до объема 10 мл, и в кювету отбирали 2 мл 

полученного раствора для дальнейшего флуориметрического анализа. Длина волны 

возбуждения флуоресценции для БСА составляет 280 нм.  

Были исследованы системы: БСА–Cu2+ (водная среда), БСА–L1 (водная среда), БСА–

L1
2CuCl2 (водно-этаноловая среда 1 : 1). 

3.3.4. Рентгеноструктурный анализ  

Рентгеноструктурный анализ полученных образцов проводили на автоматическом 

рентгеновском дифрактометре DR-01 RADIAN (излучение CuKα, λ = 1,54051 Å). 

Использовали детектор дифрактометра STOE Pilatus100K. Измерения проводили при 

комнатной температуре в угловом диапазоне 140 < 2θ < 800 с разрешением 0.0220. 

Программное обеспечение STOE X-AREA использовалось для уточнения ячеек и 

обработки данных. Сбор данных и обработка изображений выполнялись с помощью X-Area 

1.67 [199]. Данные интенсивности были масштабированы с помощью LANA (часть X-Area) 

для минимизации различий интенсивностей эквивалентных по симметрии отражений 

(метод мультисканирования). Неводородные атомы были уточнены с помощью 

анизотропной полной матричной процедуры наименьших квадратов. Молекулярные 

геометрические расчеты выполнялись с помощью программы SHELX [200], а молекулярная 

графика была подготовлена с использованием программного обеспечения DIAMOND [201]. 

Структуры зарегистрированы в базе данных Кембриджского центра кристаллографических 

данных по адресу www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif., как CCDC-2027415 - комплекс 

CuL1
2 и CCDC-2050373 (комплекс Cu2L

1
2Cl3), и представлены в Приложении. 
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3.3.5. Радиационная устойчивость 

Использовали γ-облучение на стационарной установке γ-400 с Pγ ~ 2 Грꞏмин-1. 

Установка представляет систему из 15 источников 137Cs (ТУ И-150-71) в свинцовом 

контейнере и имеет защитный шибер с пространством для размещения образцов. Точная 

поглощенная доза рассчитывается по следующей формуле: 

𝐷 =
228000

мРад

мин

60 с
· 𝑒

(−
𝑙𝑛2

30 лет ꞏ 365,25 дн
 · (𝑡 − 𝑡0))

·  𝑡облуч.(мРад), 

где 228000 мРад/мин – дозиметрически измеренная мощность поглощенной дозы 

источника на 15.01.2012; 30 лет – округлённый период полураспада 137Cs; (t – t0) – время, 

прошедшее с момента калибровки источника 15.01.2012; tоблуч. – время, на которое образец 

помещается в установку. 

Для определения L2 после радиолиза сначала строили калибровочный график. Для этого 

предварительно подготовили 50 мл физиологического раствора, в который добавили 

навеску L2 таким образом, чтобы концентрация лиганда составила 0.001 мольꞏл-1. В 5 

флаконов добавили 20; 40; 60; 80; 100 мкл полученного раствора и разбавили его 

физиологическим раствором до объёма 2 мл. Контроль проводили спектрофотометрически 

при λ = 290 нм. (рис. 24). 

 

 

Рис. 24. Калибровочная прямая для L2 в физиологическом растворе (диапазон 

концентраций 0.01 – 0.05 мг мл-1) 

 

Далее проводили облучение на γ-400. По 2 мл L2 в физиологическом растворе с с = 

0.001 мольꞏл-1 поместили в 7 пробирок и поставили в источник на время 1; 5; 24 ч, 3; 4; 7 

сут. После облучения содержимое пробирок разбавляли физиологическим раствором в 10 

раз и осуществляли спектрофотометрический контроль. Степень разрушения определяли, 

как отношение концентрации вещества, не подвергавшегося облучению, по отношению к 

концентрации веществ из облученных растворов. 
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3.4. Методы исследования клеточного материала 

(Часть работ проведена в МНИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева с участием зав. отделом д. б. 

н. Осиповой Е. Ю., другая часть проведена в лаборатории клеточной биологии НИИ 

Биомедицинской химии им. В. Н. Ореховича с участием в. н. с., к. б. н. Лупатова А. Ю.) 

3.4.1. Проточная цитофлуориметрия 

Метод основан на облучении очень узкого потока клеток лучом лазера, и 

дальнейшей регистрации флуоресценции и рассеянного света каждой клетки. Перед 

экспериментом клетки дважды промывали промывали холодным фосфатно-солевым 

буфером (РBS) и доводили их концентрацию до 1 ꞏ 106 клетокꞏмл–1 в связующем буфере. 

Далее использовали стандартный набор: FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I («Becton 

Dickinson», CШA) и цитофлуориметр «FACScan» («Becton Dickinson», CШA) [202] с 

возбуждением флуоресценции аргоновым лазером (λ = 488 нм). Эксперименты выполняли 

на нормальных лимфоцитах и клетках лейкемической линии Jurkat. Статистический анализ 

полученных результатов проводили с помощью компьютерной программы Statistica 5.11. 

Клетки предварительно обрабатываются белком Аннексином V, меченым флуоресцентным 

веществом флуоросцеин-5-изотиоцианатом (FITC). Этот белок имеет высокое аффинное 

сродство к фосфатидилсерину (фосфолипид клеточной мембраны), который находится на 

внутренней стороне мембраны нормальных клеток, но уже на ранних стадиях апоптоза 

перемещается на внешнюю сторону и оказывается доступен для Аннексина V из раствора. 

По флуоресцентному сигналу, который оказываются способны давать только апоптические 

клетки, начиная с ранней стадии апоптоза, можно оценить количество нормальных и 

апоптических клеток в образце. Пропидий иодид (PI) способен проникать только сквозь 

поврежденную мембрану находящихся на поздних стадиях апоптоза или мертвых клеток. 

Следовательно, сочетание двух флуоресцентных красителей позволяет оценить 

соотношение клеток в ранней и поздней стадиях апоптоза. В качестве стандарта в ряде 

экспериментов использовали стауроспорин (позитивный контроль). 

Таким образом, окрашивание клеток Аннексином-V (An-FITC), конъюгированным с 

флуорохромом флуоресцеином и пропидий иодидом является оптимальным методом 

документации апоптоза, т.к. живые клетки не связывают An-FITC и непроницаемы для 

катионных красителей [203]. 

Гранулоциты из крови здоровых доноров получали с помощью градиентного 

центрифугирования на фиколе плотностью 1.050 гꞏмл-1, затем раствор, содержащий 10 млн 

клеток, доводили средой до 1 мл. В пробирки для цитометрии помещали по 200 мкл 

полученной суспензии гранулоцитов, добавляли 2 мл фосфатно-солевого буфера (PBS) и 

клетки осаждали на центрифуге 5 мин при 1000 обꞏмин-1 при 18 оС. Осадок 
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ресуспендировали в 200 мкл PBS и суспензию переносили поровну в 2 пробирки. В одну из 

них добавляли 5 мкл An-FITC и 10 мкл PI. Другая пробирка содержала неокрашенные 

клетки и служила в качестве негативного контроля и для выбора параметров усиления.  

Образцы встряхивали на вортексе и инкубировали 15 мин в темноте при комнатной 

температуре. После этого к пробам добавляли 400 мкл PBS и проводили анализ на 

цитофлуориметре с возбуждением флуоресценции при λ = 488 нм и регистрацией эмиссии 

зеленого диапазона по каналу FL1 (525 нм), а красного диапазона – по каналу FL2 (585 нм). 

Остальную часть суспензии переносили порциями по 100 мкл в лунки 24-луночного 

планшета, добавляли по 100 мкл растворов препаратов и доводили стандартной средой до 

общего объема 1 мл. Контрольная лунка содержала 100 мкл суспензии клеток и 900 мкл 

среды. Планшеты инкубировали 24 ч при 37 оС во влажном инкубаторе с 5%-м содержанием 

СО2, клетки отмывали PBS и проводили оценку спонтанного апоптоза. Для оценки 

результатов использовали программу CELLQuest, оценивая следующие параметры: живые 

(интактные) клетки не связывают ни An-FITC, ни PI; ранние апоптотические клетки 

окрашивают только An-FITC, поздние апоптотические клетки окрашивают An-FITC и PI, 

некротические клетки окрашивают только PI. 

3.4.2. МТТ-тест 

Метод основан на способности дегидрогеназ живых клеток превращать бромид 3-

(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолия (МТТ) в нерастворимые кристаллы 

формазана пурпурно-синего цвета: 

 

Интенсивность превращения МТТ в формазан характеризует общий уровень 

дегидрогеназной активности клеток, т. е. конечный эффект цитотоксичности вводимого 

препарата и, следовательно, может теоретически предсказывать клинический ответ [204]. 

Количество образующегося формазана после экстракции изопропиловым спиртом 

определяли спектрофотометрически с помощью прибора «Microplate Reader 550» 

(«Bio´Rad») при λ = 550 нм. Метод подробно описан в [205,206]. Использовали нормальные 

лимфоциты (мононуклеары) и клеточные лейкемические линии. Количество 

экспериментов для каждой линии составляло 4-5. Результаты обрабатывали с применением 

U-критерия Манна—Уитни (р < 0.05). 
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3.4.2.1. Выделение мононуклеарных клеток 

Выделение мононуклеарных клеток из периферической крови выполняли со строгим 

соблюдением правил стерильности в стерильной камере с ламинарным потоком воздуха 

«Clean Air» («Flow Lab», Нидерланды). Кровь разводили стандартной средой RPMI 

(“Roswell Park Memorial Institute medium”), содержащей PSF (пенициллин, стрептомицин, 

фунгизон) в соотношении 1 : 1, наслаивали на фиколл (Lymphocyte separation medium, ρ = 

1.077 гꞏмл-1) и центрифугировали при 1800 обꞏмин-1  при 18 оС. Полученное интерфазное 

кольцо, содержащее мононуклеарные клетки, собирали в стерильную пробирку. 

Собранную суспензию разбавляли той же стандартной средой до объема 10 мл и 

однократно отмывали с повторным центрифугированием. Полученный осадок клеток 

ресуспендировали средой и количество клеток подсчитывали в камере Горяева по 

стандартной методике. 

Мононуклеарные клетки разбавляли до концентрации 2 ꞏ 106 клетокꞏмл-1 

стандартной средой и суспензию клеток порциями по 80 мкл равномерно распределяли по 

лункам 96-луночного планшета, которые содержали по 20 мкл тестируемого препарата (с 

дублированием), а также по ряду лунок, которые содержали по 20 мкл среды (контроль 

жизнеспособности). Концентрации препаратов подбирали варьированием в нескольких 

экспериментах, начиная с 100, 20, 4, 0.8, 0.16 и 0.032 мкгꞏмл–1. 

3.4.2.2. Использованные в работе типы лейкемических клеток 

Клетки В-ОЛЛ (острый В-лимфобластный лейкоз), Т-ОЛЛ (острый Т-

лимфобластный лейкоз) и ОМЛ (острый миелобластный лейкоз) были любезно 

предоставлены для работы МНИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева. Работы с этими клетками, 

а также с клеточными линиями MOLT-4 и  HL-60 были выполнены там же. Кроме того, в 

работе использовались клеточные линии Jurkat и К-562, работы с которыми проводили в 

НИИ Биомедицинской химии им. В. Н. Ореховича. Эксперименты с каждой клеточной 

линией проводили 4-5 раз. Клетки Jurkat и К-562 культивировали в среде RPMI-1640 

(«Sigma-Aldrich», США) с добавлением 10% эмбриональной бычьей сыворотки («Gibco 

(Thermo Scientific)», США) и L-глутамина («БиоЛот», Россия) до концентрации 0.3 мгꞏмл-

1. Культуральные флаконы содержали в инкубаторе при постоянной температуре 37 оС в 

атмосфере 5% CO2. Разбавление клеток производили каждые 3-4 дня. 

Планшеты инкубировали 4 суток при 37 оС во влажном инкубаторе с 5%-м 

содержанием СО2. После этого в каждую лунку добавляли по 10 мкл МТТ, разведенного 

0.9%-м раствором NaCl до концентрации 5 мгꞏмл-1, после чего инкубировали повторно 6 ч. 

Образовавшиеся кристаллы формазана растворяли при тщательном перемешивании в 100 
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мкл изопропилового спирта, содержащего 2 моль-л-1 HCl и измеряли оптическое 

поглощение при λ = 550 нм. Выживаемость клеток (ВК) определяли по формуле: 

ВК = (Aexp – Abc)/(Acontr – Abc), 

где Аexp, Acontr и Abc – поглощение в экспериментальных контрольных (только среда и 

клетки) и бланк-контрольных (только среда) лунках, соответственно. Результаты 

обрабатывали с применением U-критерия Манна—Уитни (р < 0.05). Вычисления LD50 

проводили по медиане и t-критерию Стьюдента. 

3.5. Получение и исследование двойных и тройных микрогелей на основе 

карбоксиметилцеллюлозы 

(Работы с исследованием микрогелей проводили на кафедре высокомолекулярных 

соединений Химического факультета МГУ с участием к. х. н. Спиридонова В. В.)  

В табл. 4. приведены составы полученных микрогелей и их обозначение. 

Таблица 4. Нумерация образцов полимерных микро/гидрогелей на основе КМЦ.                    

Обозначение 

соединения 

Включенные 

компоненты 

Мольное 

соотношение 

компонентов* 

I Cu [Cu] : [КМЦ] = 1 : 15 

II Cu [Cu] : [КМЦ] = 1 : 10 

III Cu [Cu] : [КМЦ] = 1 : 7.5 

IV Cu, AP 

[Cu] : [AP] : [КМЦ] = 

1 : 7.5 : 15 

V Cu, AP 

[Cu] : [AP] : [КМЦ] = 

1 : 5 : 10 

VI Cu, AP 

[Cu] : [AP] : [КМЦ] = 

1 : 3.5 : 7.5 

VII Cu, L1 

[Cu] : [L1] : [КМЦ] = 

1 : 7.5 : 15 

VIII Cu, L1 

[Cu] : [L1] : [КМЦ] = 

1 : 5 : 10 

IX Cu, L1 

[Cu] : [L1] : [КМЦ] = 

1 : 3.5 : 7,5 

X L2 [L2] : [КМЦ] = 1 : 4 

XI Cu, L2 

[Cu] : [L2] : [КМЦ] = 

1 : 4 : 15 

XII AP 

[AP] : [КМЦ] =  

1 : 2 

XIII L1 [L1] : [КМЦ] = 1 : 2 

* под [КМЦ] имеется ввиду мономерное звено микрогеля 
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3.5.1. Двойные микрогели 

3.5.1.1. Получение двойных микрогелей КМЦ–Cu2+ (I-III) 

К 5 мл водного раствора, содержащего от 3.7 до 7.4 мг CuSO4 ꞏ 5H2O (“Sigma-

Aldrich”, США), добавляли 50 мл 0.1% водного раствора КМЦ с молекулярной массой 90 

кДа и степенью замещения 0.7 (Sigma-Aldrich, США) при интенсивном перемешивании. 

Молярное соотношение [единица мономера КМЦ]/[Cu2+] составляло 15 : 1 (I), 10 : 1 (II) и 

7.5 : 1 (III). Полученные смеси перемешивали 20 мин и лиофилизовали. 

3.5.1.2. Определение содержания меди в микрогелях 

Содержание меди в полученных комплексах определяли спектрофотометрически на 

спектрофотометре Shimadzu UV-1280. Для этого лиофилизированный образец растворяли 

в воде, затем добавляли избыток аммиака и измеряли оптическую плотность окрашенного 

раствора комплекса [Cu(NH3)4]
2- при λ = 590 нм. Затем результат пересчитывали на весовое 

содержание меди. В ряде случаев для определения меди и цинка использовали метод ACP-

AES (Optima 2100 DV, PerkinElmer, США или «Thermo Electron», IRIS Intrepid II DUO ICP–

AES spectrometer, США; полупроводниковый CID-детектор), λ = 325 нм. 

3.5.1.3. Гидродинамические и электрокинетические характеристики двойных и 

тройных комплексов 

Лиофилизированные комплексы помещали в воду и оставляли для набухания в 

течение 12 ч. Гидродинамический диаметр частиц микрогеля измеряли методом 

динамического рассеяния света (ДРС) с использованием фотометра ALV 5 (ALV, 

Германия), оснащенного He–Ne-лазером мощностью 25 мВт, при λ = 632.8 нм и угле 

рассеяния 90 о. Автокорелляционные функции флуктуаций интенсивнoсти рассеяннoго 

света определяли с помощью 280-канального логического коррелометра “ФотоКорр-М”. 

Математическую обработку производили методом регуляризации по Тихонову. 

Гидродинамические радиусы рассчитывали по уравнению Стокса: 

 R = kT/6πηD, 

где R – Стоксов радиус частицы, k – константа Больцмана, T – температура смеси, η – 

вязкость среды, D – коэффициент диффузии в данной среде. Измерение повторялось от 10 

раз. Для опыта брали навески в 0.5; 1; 2; 3 мг каждого образца I–VI, XII; 0.05; 0.1; 0.5 мг 

VII–IX; 1 мг X-XI и растворяли в 1 мл бидистилированной воды. 

Электрофоретическую подвижность (ЭФП) частиц микрогеля, параметр, связанный с 

поверхностным зарядом частиц, измеряли методом микроэлектрофореза с использованием 

анализатора ZetaPlus (Brookhaven Instruments, США). Для этого каждый из образцов I–XIII 

массой 2 г растворяли в 1.7 мл Трис-буферного раствора с pH, равным 7.2. Смеси дали 

простоять сутки для установления равновесия.  



60 
 

Для трансмиссионного электронного-микроскопического исследования (ТЭМ) 

готовили разбавленный 0.05 мас.% водный раствор микрогеля, 5 мкл исследуемого 

раствора помещали на медную сетку и высушивали. 

3.5.1.4. Определение содержания AP, L1, L2  

Содержание лигандов в микрогелях определяли спектрофотометрически (см. выше), 

используя калибровочные графики (диапазон 190-340 нм). При этом учитывали, что 

присутствие КМЦ образует подложку в спектре, значение поглощения которой необходимо 

вычесть при расчетах. 

3.5.2. Тройные микрогели 

3.5.2.1. Синтез тройных микрогелей КМЦ–Cu–AP микрогелей (IV-VI) 

Для синтеза тройных комплексов КМЦ–Cu2+–AP 50 мг лиофилизированного 

бинарного комплекса КМЦ-Cu2+ растворяли в 50 мл дистиллированной воды, а затем по 

каплям добавляли 5 мл водного раствора с 11 мг AP (Sigma, США) при интенсивном 

перемешивании. Молярное соотношение [мономерное звено КМЦ] / [AP] составляло 1 / 2 

для всех трех образцов КМЦ–Cu2+. Полученные смеси перемешивали в течение 24 ч, затем 

диализовали и лиофилизировали. В результате получили три тройных комплекса с 

молярным соотношением [мономерное звено КМЦ]/[Cu2+] / [AP] = 15 / 1 / 7.5 (IV), 10 / 1 / 5 

(V) и 7 / 1 / 2 (VI). 

3.5.2.2. Синтез тройных микрогелей КМЦ–Cu–L1 (VII-IX, XIII) и КМЦ–Cu–L2 (XI) 

В 50 мл раствора, содержащий 0.1%масс КМЦ маленькими порциями добавили 1 мл 

раствора, содержащего CuSO4, затем – 5 мл раствора лиганда L1 или L2. Количество лиганда 

и ионов меди подбиралось таким образом, чтобы выполнялось заданное мольное 

соотношение. Полученную смесь оставили интенсивно перемешиваться в течение суток, 

затем переносили в диализные мешки и выдерживали в течение суток против 

бидистиллированной воды в условиях проточного диализа. После диализа полученные 

растворы высушивали лиофилизацией. В результате получали сухие аморфные вещества 

белого или голубоватого (при добавлении меди) оттенков.  

3.5.2.3. Синтез двойных и тройных микрогелей КМЦ–67Cu и КМЦ–67Cu–L (AP, L1, L2) 

Меченые радионуклидом 67Cu микрогели получали аналогично 3.5.1.1. и 3.5.2.1., 

используя раствор 67CuCl2 для получения двойных комплексов и КМЦ–67Cu – для 

получения тройных комплексов. 

3.5.2.4. Радиационная устойчивость микрогеля II 

Образцы II растворяли в дистиллированной воде в концентрации 1 мгꞏмл-1 и 

оставляли на сутки для установления равновесия в системе. После этого по 1 мл раствора в 

полиэтиленовой пробирке размещали в установке γ-400 (см. раздел 3.3.4.) на заданное 
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время: 2; 5; 24 ч. По завершению облучения проводили диализ облученных растворов в 

мешках в течение 24 ч против 300 мл дистиллированной воды и в течение 48 ч против 50 

мл дистиллированной воды. Затем определяли количество ионов меди методом ICP-AES и 

исследовали методом ДСР (см. 3.5.1.3.) 

3.5.3. Микрогели, меченные тритием 

3.5.3.1. Получение [3H]КМЦ и [3H]КМЦ–Сu ([3H]-II) 

(Эксперимент проводили совместно с лабораторией меченых соединений кафедры 

радиохимии Химического факультета МГУ: с участием доц., к. х. н. Г. А. Бадуна и проф., 

д. х. н. М. Г. Чернышовой) 

Кристаллы исходных образцов предварительно растворили для получения с = 1 

мгꞏмл-1 и лиофилизовали для образования пленки на стенках сосуда. Сосуд с пленкой 

присоединили к вакуумной установке для термической активации трития, и, создав 

необходимый вакуум, заполнили газообразным тритием до давления 0.5 Па. Реакцию 

активировали нагреванием вольфрамовой проволоки при 1600 оС в течение 10 с. Стенки 

сосуда охлаждали жидким азотом. Меченые препараты растворяли в дистиллированной 

воде и перемещали в стеклянную колбу на роторный испаритель для упаривания. 

Полученный раствор очищали от низкомолекулярных примесей с помощью диализа 

(«Sigma”, MWCO ~2000 Да, США) (рис. 25) в соотношении 50 мл раствора против 1 л 

дистиллированной воды в течение 5 суток.  Внешний раствор периодически меняли, 

контролируя радиоактивность на жидко-сцинтиляционном бета-спектрометре («Perkin 

Elmer», TriCarb 2810 TR, США), смешивая аликвоту в 0.01 мл раствора со сцинтиллятором 

(«Sigma-Aldrich», Ultima Gold, США). 

 

Рис. 25. Изменение активности препаратов при диализной очистке [214] 
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3.6. Работа с животными in vivo 

Эксперименты in vivo были одобрены Комиссией по биоэтике Московского 

государственного университета имени М. В. Ломоносова, заседание № 126-д, 28.01.2021, 

протокол № 124-а. Все эксперименты с животными и их содержание соответствовали 

правилам лабораторной практики, изложенным в Европейской конвенции о защите 

позвоночных животных, используемых для экспериментальных или иных научных целей 

(Серия Европейских договоров № 123, Страсбург, 1986), Приказе Министерства 

здравоохранения Российской Федерации № 199н от 01.04.2016 «Об утверждении Правил 

надлежащей лабораторной практики (GLP)» и в соответствии с международными 

рекомендациями Европейской конвенции о защите позвоночных животных, используемых 

в экспериментальных исследованиях (1997). 

3.6.1. Содержание и подготовка животных 

Эксперимент проводили на самцах белых лабораторных мышей линии ICR массой 

28-33 г.  Мышей выдерживали в стандартных условиях 12-часового цикла в инкубаторе. 

Перед введением препараты доводили до физиологического pH и осмотического давления 

и вводили по 100 мкл внутрибрюшинно. Умерщвление мышей проводилось через 

цервикальную дислокацию, затем их препарировали. Извлеченные органы отмывали от 

крови и других жидкостей физиологическим раствором и взвешивали. Введенные 

активности различных препаратов и их экспозиция представлены в табл. 5. 

3.6.1.1. Пробоподготовка органов 

Активность органов с меткой 67Cu, измеряли на гамма спектрометре («Canberra» GC 

3020, США) без предварительной пробоподготовки материала. В случае органов, меченных 

тритием, все органы (за исключением крови, мочи и печени) предварительно помещали в 

щелочной растворитель (Sigma-Aldrich, SOLVABLE, США) объемом 5-10 мл и 

термостатировали в ультразвуковой ванне (ГРАД, Россия) при 60 оС до образования 

однородной мутной жидкости. Мочу измеряли без пробоподготовки; в кровь добавляли 

пероксид водорода в соотношении 1 мл к 5 мл материала для уменьшения цветового 

гашения; печень замораживали и измельчали в фарфоровой ступке перед тем, как 

растворить в сольвенте. Удельную активность материалов рассчитывали с учетом распада 

радионуклида во время проведения эксперимента 

3.6.1.2. Калибровка эффективности на жидкостно-сцинтиляционном бета-

спектрометре  

Аликвота для измерения активности составляла 0.02 мл для мочи и по 0.2 мл для 

всех остальных гомогенизированных растворов. Аликвоты смешивали со сцинтиллятором 



63 
 

(«Sigma-Aldrich», Ultima Gold, США), тщательно встряхивали и измеряли активность на 

жидкостно-сцинтиляционном бета-спектрометре («Perkin Elmer», TriCarb 2810 TR, США). 

Для оценки эффективности измерения с учетом гашения предварительно сделали 

калибровку по методу внутреннего стандарта. Для этого в некоторые образцы добавили 

внутренний стандарт с известной активностью. Эффективность рассчитывалась по формуле 

ε = (cs + I – cs)/ A, 

где ε – эффективность, сs + I – скорость счета образца с добавлением стандарта, cs – скорость 

счета образца без стандарта, A – активность стандарта. 

Для оценки эффективности регистрации применили трансформированный спектральный 

индекс внешнего стандарта (tSIE), численный параметр, учитывающий гашение для данной 

системы в конкретном приборе, но не зависящий от скорости счета. Калибровочный график 

представлен на рис. 26. 

Таблица 5. Активности, введенные мышам в экспериментах in vivo 

 

 

 

Радионуклид 
Препарат 

Введенная 

радиоактивность, Экспозиция мышей 

после введения 

препарата, мин Бк 

без носителя  

67Cu CuCl2 260 30 

67Cu CuCl2 260 60 

67Cu III 1560 90 

67Cu III 2220 180 

67Cu III 2220 1440 

67Cu I 1120 30 

67Cu I 1120 90 

67Cu I 2130 180 

67Cu I 2130 1440 

3H II 2886 ꞏ 105 60 

3H II 2886 ꞏ 105 300 

3H II 2886 ꞏ 105 1440 

3H КМЦ 3589 ꞏ 105 60 

3H КМЦ 3589 ꞏ 105 300 

3H КМЦ 3589 ꞏ 105 1440 
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Рис. 26. Калибровка эффективности по параметру tSIE [214] 
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4. Результаты и их обсуждение  

4.1. Сорбция ионов меди на наноГАП и ферментативном ГАП при адсорбционном и 

сокристаллизационном методе введения и сравнение с поведением в этих условиях 

ионов цинка [публикации автора 194,196,206] 

Для проведения эксперимента использовали: ГАП0 – суспензия наноГАП с 

содержанием твердой фазы 5.2 масс.%, полученная методом осаждения по методике [116] 

и ГАПЕ, синтезированный с использованием щелочной фосфатазы (ЩФ) [114] с с = 80 мг/л 

и глицерофосфата кальция с с = 2 ꞏ 10-2 моль/л.  

ГАП-Cu1, ГАП-Cu2 и ГАП-Cu3 получены сокристаллизационным методом на 

различных этапах формирования ГАП, с содержанием меди 4.36; 5.15 и 4.6 масс.% и с 

соотношением Cu / Ca = 1 : 10. Из полученных образцов получали порошки, часть которых 

обрабатывали термически 3 ч при 900 оС (ГАП-СuT). 

В маточном растворе после синтеза ГАП0 по данным химического анализа осталось 

~4% меди (от введенной). Если протекающая реакция соответствует (1), то х = 0.5 и реакция 

образования ГАП0 соответствует уравнению (2). 

(10 – x)Ca2+ + xCu2+ + 6PO4
3– + 2HO– → Ca10–xCux(PO4)6(OH)2 (0 < x < 4)       (1) 

9.5Ca2+ + 0.5Cu2+ + 6РO4
3– + 2НO–   →  Ca9.5Cu0.5(PO4)6(OH)2                            (2) 

 

 

А                                                                                 В 

Рис. 27. ПЭМ (A) и РФА (B) образца HAP0, синтезированного из суспензии оксида 

кальция и фосфорной кислоты 

 

На рис. 27 представлены характеристики образца, не содержащего ионы металлов 

ГАП0. Однако при введении ионов меди, как видно из дифрактограмм (рис. 28), образцы 

ГАП–Cu1 и ГАП–Cu3 являются аморфизированными. Этот результат подтверждается 

данными ПЭМ (рис. 29). 
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Рис. 28. Дифрактограммы образцов ГАП0, ГАП–Cu1-3 (a), ГАП–Cu1-3(Т) (b, термически 

обработанных) в сравнении с полученными ранее дифрактограммами для ГАП-Zn (c) 

[206] 

  

 

Рис. 29. Результаты, полученные методом ПЭМ для образцов ГАП0 (a), ГАП–Сu1 (b), 

ГАП–Сu2 (c), ГАП–Сu3 (d) [206] 
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Только ГАП–Cu2 с наибольшим содержанием меди показал кристаллическую форму 

и наименьшее влияние на исходную морфологию наноГАП. При этом результаты обоих 

методов (и РФА, и ПЭМ) свидетельствуют об отсутствии собственной микрофазы меди во 

всех трех образцах, что аналогично поведению в этих условиях ионов цинка. При этом 

известно [120,207-209], что ионы переходных металлов, включая цинк и медь, ингибируют 

кристаллизацию ГАП. То, что при больших концентрациях меди наблюдалась лучшая 

кристаллизация говорит о дополнительных факторах влияния на этот процесс, 

связанных со стадией введения ионов металла (при сокристаллизационом методе), т. е. 

о возможной перекристаллизации при введении ионов меди на определенной стадии 

реакции. 

Известно [210,211], что высокотемпературная обработка ГАП приводит к 

перестройке его структуры и морфологии. В нашем случае обработка при 900 oС 

полученных медьсодержащих образцов привела к перестройке структуры ГАП с 

получением кристаллов смешанных фосфатов кальция и меди состава: Ca19Cu2Н1.42(РO4)14, 

соответствующего номеру по каталогу JCPDS [00-089-4439]. При этом апатитоподобная 

структура фосфатов может перестраиваться в структуру α-трикальцийфосфата (α-ТКФ). 

Аналогичная картина наблюдалась и для цинка. Это говорит о малом влиянии на такую 

перестройку фактора, связанного с тем, какой ион металла воздействует. Однако 

анализ морфологии и функции распределения наночастиц HAP–Cu по размерам 

показывают значительно большее влияние ионов меди на формирование наночастиц 

ГАП по сравнению с ГАП–Zn (рис. 30). Средние размеры наночастиц HAP0 и HAP, 

допированного цинком, представлены в табл. 6.  

Совершенно иная морфология наблюдается для ферментативного образца ГАПЕ, где 

образуются сферические микрочастицы с высокой пористостью (рис. 31). Такая 

морфология ГАПЕ приводит к резкому увеличению сорбционной емкости, но и к 

некоторому увеличению размеров частиц и изменению их доступной поверхности. В этом 

случае средний размер частиц зависит от концентрации фермента и от продолжительности 

синтеза и меняется в пределах от 1.7 (1 сутки) до 3.1 (7 суток) мкм [114]. Морфология 

образующихся в эксперименте частиц представлена на рис. 32. 

При увеличении концентрации ЩФ до 0.1 мкг/мл удельная поверхность образца, 

определенная по адсорбции азота, составляла 300 м2/г. При этом наблюдалось широкое 

распределение пор по размерам (2-300 нм). Размеры кристаллитов в образцах, имеющих 

кристаллическую структуру, оценивались по формуле Шеррера:  
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cos

HKL
D



 
=  

где λ – длина волны, β – интегральная полуширина линии, равная площади пика, деленной 

на интенсивность в максимуме. 

А 

В 

Рис. 30. Сравнение функции распределения наночастиц ГАП–Cu по длине (А) и по 

ширине (В) в сравнении с ГАП–Zn: ГАП0 (1); ГАП–Cu1 (2); ГАП–Cu2 (3); ГАП–Cu3 (4); 

ГАП–Zn1 (5); ГАП–Zn2 (6); N — число частиц [206] 

 

10 20 30 40 50 60 70

 

 

2  

A                                                                  B 

Рис. 31. Данные сканирующей электронной микроскопии (A) и РФА (B) для образца 

HAPЕ [206] 
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Таблица 6. Средние размеры наночастиц HAP0 и HAP, допированного цинком. 

 

Параметр HAP0 HAPZn1 HAPZn2 

Длина, нм 120  5 110  5 98  4 

Ширина, нм 36  3 23  2 26  2 

 

   

 
A                                                                          B 

С 

 

Рис. 32. Данные электронной микроскопии образцов ГАПЕ, полученных при 

ферментативном синтезе через 1 ч (А), 1 сут (В) и 7 сут (С) после начала реакции. cЩФ = 

30 мг/л [114] 

 

Размер кристаллитов составлял 12-14 нм. Нанометровый размер указывает на то, что 

крупные сферические образования представляют собой сложную иерархическую 

структуру, организованную множеством мелких кристаллов, что увеличивает 

гетерогенность процесса сорбции на них. При синтезе в водной среде происходит снижение 

значения рН, при этом падает активность фермента, а при рН 6-7 реакция останавливается. 

Кинетика сорбции меди на ГАП0 и ГАПЕ представлена на рис. 33. Если для ГАП0 

сорбционный максимум достигается за 2 ч и достигает 80-100 мг/г, то для ГАПЕ требуется 

24 ч и максимальная величина сорбции составляла 220 мг/г. При этом удельная 

поверхность, измеренная по сорбции азота в случае cЩФ = 0.02 мкг/мл, составляла ~200 м2/г 
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[114]. Сорбция меди в обоих случаях является необратимым процессом, десорбции не 

наблюдалось. В случае цинка кинетическое равновесие достигалось ~ за 3 ч. 

 

 
Рис. 33. Кинетика сорбции ионов меди из раствора хлорида меди на наноГАП (HAP0) (1) и 

на ГАПЕ (2) [206] 

 

Tаблица 7. Параметры изотермы сорбции ионов меди на ГАП0 и ГАПЕ, рассчитанные по 

моделям Ленгмюра и Фрейндлиха. 

параметр 
qmax,  

мг/г 

KL,  

л/г 
R2, изотерма 

Лангмюра 

Kf, 

мг/г 
1/n R2, изотерма 

Фрейндлиха 

ГАП0 81.6 15.6 0.9202 118.3 0.196 0.7750 

ГАПЕ 253.2 26.6 0.9667 280.4 0.271 0.7852 

qmax – максимальная адсорбция монослоя; KL – константа Лангмюра (сродство адсорбата и 

адсорбента); Кf и n – константы адсорбции Фрейндлиха (характеризуют насыщаемость и 

интенсивность адсорбции)  

 

*  

Рис. 34. Изотерма сорбции ионов меди из раствора хлорида меди на ГАП0 (1) и ГАПЕ (2) 

[206] 
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Для ГАП0 и ГАПЕ были получены изотермы сорбции меди (рис. 34), для описания 

которых использовали модель Лангмюра, т. е. описание процесса через изменение 

эффективной поверхности сорбции, и эмпирическую модель Фрейндлиха. Результаты 

приведены на рис. 35. Очевидно, что процесс сорбции недостаточно соответствует как 

модели Лангмюра, так и эмпирической модели Фрейндлиха (табл. 7). Очевидно, это 

связано с замещением ионов кальция в ГАП на ионы меди (рис. 18), что не позволяет 

установиться равновесному процессу. 
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Рис. 35. Обработка данных по сорбции меди на ГАП0 (1,3) и ГАПЕ (2,4) по модели 

Лангмюра (А) и Фрейндлиха (В). Уравнения прямых: (А) 4 – 1/Γ = 0.01226 + 7.85724 ꞏ 10–5 

/ Ceq. (R
2 = 0.9202), 3 – 1 / Γ = 0.00395 + 1.48363 ꞏ 10–4 / Ceq. (R

2 = 0.9667)); (В) 4 – ln(Γ) = 

4.77308 + 0.19647 ꞏ ln(Ceq.) (R
2 = 0.7750), 3 – ln(Γ) = 5.63623 + 0.27092 ꞏ ln(Ceq.) (R

2 = 

0.7852) [206] 

 

Был проведен анализ кинетической кривой для HAP0–Cu на основе кинетических 

моделей псевдопервого log(qe - qt) = logqe - kadt/2,303  и псевдовторого  (dqt/dt ) = k1(qe – qt)
2 

порядка [210,211] (здесь: kad, k1 – константы скорости сорбции, мин-1; qe – равновесное 

количество сорбированного иона меди, мг/г;  qt – количество ионов меди, сорбированных в 

момент t, мг/г; ). Оказалось, что кинетика сорбции катионов меди(II) на нанокристаллах 
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HAP0 в водной среде лучше всего описывается уравнением псевдовторого порядка с 

константой k1 = (9.9 ± 0.7) ∙ 10-3 г мг-1ꞏмин-1.  

Было также изучено влияние на сорбцию меди(II) присутствия в растворе молекул 

БСА в качестве примера транспортных белковых молекул крови. Сравнительная 

характеристика параметров сорбции, рассчитанные в этом случае также по моделям 

Лангмюра и Фрейндлиха, приведены в табл. 8. Они также не соответствуют параметрам 

равновесного процесса (рис. 36). Однако в случае совместной сорбции значительно 

повышается максимальная сорбция. В случае последовательной сорбции, когда 

предварительно происходит заполнение носителя БСА, и лишь потом сорбируется медь, 

величина максимальной адсорбции увеличивается на порядок. В целом, процесс сорбции в 

данном случае явно представляет более сложный процесс, чем равновесная адсорбция, и 

включает процесс замещения. Кинетика этих процессов также сопоставлена на рис. 37. 

Tаблица 8. Параметры изотермы сорбции ионов меди на ГАП0 в присутствии БСА, 

рассчитанные по моделям Лангмюра и Фрейндлиха. 

Параметр qmax, мг/г KL, л/г 

R2, изотерма 

Лангмюра Kf, мг/г 1/n 

R2, изотерма 

Фрейндлиха 

HAP0 81.6 15.6 0.9202 118.3 0.196 0.7755 

HAP0–БСА 

(предварительно 

осажденный) 240.2 111 0.9277 5.0111 0.9531 0.9854 

HAP0–БСА 

(совместная 

сорбция) 609 2.3 0.908 4.7626 0.848 0.6441 

 

 

Рис. 36. Изотермы сорбции для следующих систем: 1 – HAP0 и Cu(II); 2 – HAP0, БСА и 

Cu(II) (совместная адсорбция), 3 – HAP0, БСА и Cu(II) (последовательное осаждение) 

[194] 
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Рис. 37. Кинетические кривые для следующих систем: 1 – HAP0 и Cu(II); 2 – HAP0, БСА и 

Cu(II) (совместная адсорбция), 3 – HAP0, БСА и Cu(II) (последовательное осаждение) 

[194] 

 

Tаблица 9. Кинетические параметры адсорбции ионов меди в присутствии БСА на HAP0, 

рассчитанные по моделям псевдопервого и псевдовторого порядка. 

 

величина qe, мг/г 
kad, мин-

1 

R2, 

псевдопервый 

пор. 

k1, 

г/мг/мин 

R2, 

псевдовторой 

пор. 

HAP0 11.8 4.4 ∙ 10-3  

0,969 (нач. 

участок)  

<0,650 (все 

данные) 

9.9 ∙ 10-3  0.999 

HAP–БСА 

(совместная 

сорбция) 

180.8 1.9 ∙ 10-3  0.8229 6.58 ∙ 10-5 0.9788 

HAP–БСА 

(последовательная 

сорбция) 

535.2 1.9 ∙ 10-3  0.933 8.65 ∙ 10-4 0.9965 

 

Все три процесса наилучшим образом соответствуют кинетике псевдовторого 

порядка (табл. 9). В присутствии БСА константы скорости реакций уменьшаются, что 

говорит о замедлении процесса сорбции в этом случае.   

Параметры сорбции по указанным выше моделям были рассчитаны также для 

образцов, полученных методом сокристаллизации: HAP–Cu1 и HAP–Cu2. Полученные 

изотермы сорбции приведены на рис. 38. Видно, что для ранее допированных медью 

образцов ГАП емкость увеличивается на порядок.  
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Рис. 38. Изотермы сорбции для следующих систем: 1 – HAP0 и Cu(II); 2 – HAP-Cu1, 3 – 

HAP-Cu2 (последовательное осаждение) [194] 

 

Для того, чтобы оценить возможность сорбции на ГАП лигандов – ингибиторов NO-

синтазы, предварительно была получена кинетика изменения спектра для гидробромида 

лиганда L1 при контакте с ГАП0. Как видно из рис. 39, происходит изменение спектра, но 

сорбции не наблюдалось. 

Кроме того, были определены константы протонирования лиганда в водном и 

физиологическом растворах методом потенциометрии (рис. 40), которые оказалась 

равными logK = 5.1 ± 0.1 и logK = 5.3 ± 0.2, соответственно, что косвенно может 

характеризовать возможные константы связывания лиганда с ионами металлов. 

 
 

Рис. 39. Спектры, полученные для раствора L1 ꞏ HBr (10–2 мгꞏмл–1), находящегося в 

контакте с ГАП0 в течение 0 (1), 5 (2), 10 (3), 15 (4), 30 (5), 60 мин (6) 
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Рис. 40. Кривые титрования лиганда L1ꞏHBr в водном растворе (А) и в физиологическом 

растворе (В) и распределение форм лиганда в зависимости от рН по данным расчета в 

программе Hyperquad2013 (С) [с(L1) = 1 ꞏ 10-3 мольꞏл-1, I = 0.15 мольꞏл-1 NaCl (0.1 мольꞏл-1 

KNO3)] 

 

Краткий вывод. Сравнение параметров кристаллической структуры, сорбционной 

емкости, морфологии и распределения по размерам частиц ГАП, полученных методом 

сокристаллизации и ферментативным методом, показали существенные различия 

параметров в зависимости от способа и условий получения, что связано с изменением 

размеров, морфологии и доступной поверхности сорбции. Положительным фактором этих 

различий является возможность использовать их для строгого контроля характеристик 

частиц, получаемых с целью доставки препаратов. Изотермы сорбции полученных HAP-

наночастиц лучше описываются моделью Лангмюра. Сорбция меди на ранее допированной 

ионами меди поверхности, наоборот, плохо соответствует модели Лангмюра, хотя величина 

сорбции увеличивается, зато этот процесс лучше описывается моделью Фрейндлиха, что 
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говорит об увеличении центров гетерогенности. При использовании БСА в случае ГАПЕ 

процесс кристаллизации является более сложным и недостаточно хорошо описывается не 

только по Фрейндлиху, но и моделью Лангмюра. Механизм процесса сорбции также 

модифицируется при совместной и последовательной сорбции меди и БСА. Медь имеет 

высокое сродство к ГАП, и может обменивать ионы кальция, входящие в состав ГАП. 

Сорбции лигандов на ГАП не наблюдалось. 

4.2. Синтез комплексов меди и исследование их структур [публикации автора 194,196, 

212] 

Синтез комплексов меди проводили по новым методикам, разработанным в нашей 

лаборатории к. х. н. Трофимовой Т. П. (см. Экспериментальную часть) 

4.2.1. Лиганды и комплексы N-(5,6-дигидро-4H-1,3-тиазин-2-ил)бензамида (L1)  и 

АР с медью 

 

Рис. 41. Устойчивость L1 в водном растворе при больших (>6 мкгꞏмл–1, a) и малых 

концентрациях (2-6 мкгꞏмл–1, b); (a): исходный раствор (1), раствор выдержан 1 (2), 2 

(3), 3 (4), 4 (5), 5 (6), 7 (7), 8 (8), 9 (9), 10 (10), 11 суток (11), бензойная кислота (12), 

тиазин (13); (b): исходный раствор (1), раствор выдержан 1 (2), 2 (3), 3 (4), 5 (5), 6 

суток (6) 

 

На рис. 41-42 показана устойчивость лиганда L1 в водном и в физиологическом 

растворах в сравнении с устойчивостью структур, входящих в состав лиганда. Были 

получены (рис. 43) молярные коэффициенты поглощения L1 в различных растворителях, 

которые приведены в табл. 11. В водном растворе устойчивость лиганда оказалась 

зависимой от его концентрации, что может быть связано с таутомерными переходами и/или 

возможностью образования водородных связей. 

При концентрации 8 ꞏ 10-6 мольꞏл-1 L1 ꞏ HBr устойчив не менее 7 суток, в то время как 

при концентрации 5.6 ꞏ 10-5 мольꞏл-1 – уже не менее 11 суток (рис. 41). В физиологическом 
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растворе концентрационной зависимости не наблюдается, лиганд устойчив в течение 6 

суток, а далее распадается с образованием тиазина (рис. 42). К сожалению, комплексы меди 

с лигандом L1 нерастворимы в воде и получить для них константу связывания методом 

потенциометрии не удалось. 

 
 

Рис. 42. Устойчивость L1 в физиологическом растворе: исходный раствор (1), раствор 

выдержан 1 (2), 2 (3), 3 (4), 4 (5), 5 (6), 7 суток (7), тиазин (8); и формула L1 

 

 

 

 

Рис. 43. Определение молярного коэффициента поглощения L1 в водном (a), 

физиологическом (b) и спиртовом (c) растворах; цифры у кривых — длины волн 

максимумов (нм); a: с = 1.80 (1), 2.70 (2), 5.40 (3), 9.00 (4) и 13.50 мкгꞏмл–1 (5); b: с = 1.07 

(1), 2.14 (2), 3.57 (3), 5.35 (4), 7.13 (5) и 10.7 мкгꞏмл–1 (6); c: с = 1.51 (1), 2.26 (2), 3.01 (3), 

6.02 (4), 7.53 (5) и 9.04 мкгꞏмл–1 (6) 

Другим используемым в работе лигандом является гидробромид N-(4-

изопропилфенил)–N-(1-иминоэтил)пиперидин-1-карботиоамида - L2 (рис. 44), для которого 
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на рис. 45 представлена устойчивость в водном растворе и радиационная устойчивость под 

действием гамма-облучения (на γ-400). 

Таблица 11. Молярные коэффициенты поглощения лиганда L1 в различных растворителях. 

 

Соединение, 

растворитель 

 

λ/нм ε ꞏ 10-4 

/лꞏмоль-1ꞏсм-1 

 

L1 ꞏ HBr 

водный раствор 

252 

                  280 

 2.15 ± 0.03 

               2.13 ± 0.07 

L1 ꞏ HBr 

физиологический раствор 

 

247 

280 

1.26 ± 0.04 

2.53 ± 0.06 

L1 ꞏ HBr 

спиртовой раствор 

245 

282 

1.09 ± 0.01 

2.26 ± 0.02 

 

А  В 

Рис. 44. Лиганд активатор iNOS - L2 - гидробромид N-(4-изопропилфенил)–N-(1- 

иминоэтил)пиперидин-1-карботиоамида: формула (А), УФ-спектр поглощения в H2O (В) 

[194] 

 

 
А                                                                           B 

 

Рис. 45. Стабильность L2 в водном растворе (A) и радиационная устойчивость (на γ-

источнике) в физиологическом растворе (B)[194] 
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Синтез комплексов меди с лигандом L1, их спектры ЯМР и элементный анализ 

описаны в экспериментальной части. ЯМР-спектроскопия показала, что лиганд при 

образовании всех полученных комплексов не разлагается. Получены характеристики 

структуры этих комплексов. Поскольку невозможно определить константу связывания 

меди с этим лигандом методом потенциометрии, то до некоторой степени о величине 

константы для комплекса можно судить по константе протонирования, которая приведена 

выше.  

Для того, чтобы оценить возможности ГАП в качестве носителя комплексов меди 

была предпринята попытка использовать метод адсорбции на ГАП0 и ГАПЕ комплекса 

Сu(AP)2Cl4 (1). Несмотря на достаточную стабильность этого комплекса, оцененную 

потенциометрическим методом (lgK =15.2 ± 0.6) и высокую величину сорбции ионов меди 

на ГАП0, оказалось, что при сорбции комплекса происходит его распад. 

200 250 300 350
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A   B 

Рис. 46. Спектр поглощения комплекса (1) в водном растворе (А); Кинетическая кривая 

сорбции (1) на ГАП0 [206] 

 

При этом ионы меди сорбируются на твердой фазе (происходит окрашивание ГАП в 

синий цвет), а лиганд (рис. 46) остается в растворе, т. е. происходит ионный обмен с 

кальцием. Выход ионов кальция при сорбции меди на ГАП может косвенно 

характеризовать степень протекания этого обменного процесса, что показано на рис. 18А 

(в эксп. части). 

Аналогичная картина наблюдалась и в случае ГАПЕ. Это может происходить из-за 

более выгодного связывания лиганда с ионами кальция, которые вытесняются из структуры 

ГАП ионами меди, обладающими высоким сродством к нему. Однако и сорбции 

индивидуального лиганда на структурах ГАП также не наблюдалось (см. выше). 

Для комплекса CuL1
2 (2) был выполнен РСА (на Химическом факультете МГУ, см. 

данные в приложении) и получены следующие параметры: M = 502.09, моноклинная, 
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пространственная группа P21/n, 295(2) K, a = 6.8403(4), b = 13.5674(6) и c = 11.5670(6) Å, β= 

97.162(4)°, Z = 2, V = 1065.10(10) Å3, dcalc = 1.566 г/см3, F(000) = 518, размеры кристалла 21 

×16× 12 мм. Данные по структуре находятся в CCDC № 2027415. Молекулярная структура 

комплекса приведена на рис. 47. 

В комплексе CuL1
2, как следует из полученных данных, медь находится в состоянии 

Cu(II). В масс-спектре (рис. 48) комплекса 2 наблюдаются две группы пиков, содержащих 

атомы меди с m/z 503–507 и 283–286, что соответствует Cu(L–H)2+ и его фрагментарному 

иону Cu(L–H)+. Масс-спектр также содержит две группы пиков с m/z 221 и 105, 

соответствующие протонированным молекулам лиганда и его фрагментарному иону. 

 

Рис. 47. Молекулярная структура комплекса CuL1
2 (2) 

 

Рис. 48.  Масс-спектр LETDI комплекса СuL1
2, полученный в режиме регистрации 

положительных ионов 
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Следует учитывать, что присутствие некоторого количества несвязанного лиганда 

приводит к появлению значимого сигнала в масс-спектре (повышение интенсивности 

пиков), так как эффективность ионизации высокоосновных ионов (как лиганд) значительно 

выше, чем у металлоорганических соединений (как комплекс). 

Для комплекса Cu2L
1
2Cl3 (3) (зеленый). рентгено-структурный анализ (РСА) 

(выполнено на Химическом факультете МГУ, см. данные в приложении) показал 

следующие характеристики: C22H24Cl32Cu2N4O2S2, M = 674, триклинная, пространственная 

группа P1, 295(2) K, a = 8.6885(7), b = 12.8230(9) и c = 12.8264(9) Å, α = 81.014(7)°, β = 

87.864(6)°, γ = 70.607(7)°, Z = 2, V = 1331.24(18) Å3. Данные по структуре находятся в CCDC 

№ 2050373. Молекулярная структура комплекса приведена на рис. 49. 

 

Рис. 49. Молекулярная структура комплекса Cu2L
1
2Cl3 (3), соответствующая CuL1

2Сl . 

2СuCl 

 

В Cu2L
1

2Cl3 (3) медь находится в двух состояниях Cu(I) и Cu(II). При переходе от 

одного комплекса к другому происходит частичное восстановлении меди(II) (при избытке 

лиганда) и наблюдается увеличение длин связей CuꞏꞏꞏO с 1,908(2) (2) до 2,055(3)–2,062(3) 

Å (1) и уменьшение длины связи CuꞏꞏꞏN от 1,985(2) (2) до 1,956(3)–1,958(3) Å (1). 

Происходит и изменение значений торсионных углов. Кроме того, в комплексе (2) 

расстояние C=OꞏꞏꞏCu [1,277(2) Å] больше по сравнению с комплексом (3) [1,234(5)–1,235(5) 

Å]. Упаковка молекул комплексов 2 и 3 в кристаллы представлена на рис. 50.  

На масс-спектре LETDI (выполнено на базе ГЕОХИ РАН) комплекса СuL1
2Cl2 (4) 

(ярко-зеленый) (рис. 51), полученном в режиме регистрации положительных ионов при 

капельном нанесении из раствора метанола на кремниевую подложку, видны две группы 

пиков: первая соответствует ионам протонированных молекул L1, вторая соответствует 

молекулярным ионам комплекса с соотношением меди и лиганда, как Cu : L1 = 1 : 2. Пики 
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с максимальной интенсивностью характеризуются величинами m/z 221 и 501, 

соответственно. 

 

2 3 

Рис. 50. Упаковка молекул комплексов (2) и (3) в кристалл 

 
Рис. 51. Масс-спектр LETDI комплекса СuL1

2Cl2, полученный в режиме регистрации 

положительных ионов [196] 

 

Данный комплекс оказался неустойчивым в водной среде, где происходит его 

разложение с выделением ионов меди и окрашиванием раствора в голубой цвет. Однако в 

водно-этанольной среде и в этаноле его устойчивость достаточно высокая. 

Полученная для комплекса (4) изотерма сорбции на ГАП0 (рис. 52) указывает на отсутствие 

процесса сорбции. 

Было исследовано взаимодействие транспортного белка крови БСА с ионами 

меди(II), с L1 и с комплексом СuL1
2Cl2 (4) методом флуоресценции. Для оценки связывания 

малых молекул с белком используют константу Штерна–Волмера, связывающую гашение  
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Рис. 52. Изотерма сорбции СuL1
2Cl2 на ГАП0 [212] 

 

флуоресценции белка с концентрацией малой молекулы в исходном растворе. График 

Штерна–Волмера строится по уравнению: 

I0/I = 1 + KSV ∙ lg[Q], 

где I0 и I – интенсивность флуоресценции белка в отсутствие и в присутствие гасителя 

(исследуемой малой молекулы); KSV -  константа Штерна–Волмера; [Q] – концентрация 

гасителя. Отклонения от линейности реального графика зависимости I0/I от [Q] 

свидетельствуют о наличии более чем одного сайта связывания и о более сложном 

механизме взаимодействия белка с молекулой. 

Оказалось, что взаимодействия несвязанного лиганда с белком не происходит (рис. 

53), в то же время для ионов меди и для комплекса взаимодействие происходило и были 

получены прямые Штерна–Волмера (рис. 54). 

В этих случаях константы Штерна–Волмера составили 1.86 мл/мкмоль для меди(II) 

и 8.79 мл/мкмоль для комплекса (4). 

 

 

Рис. 53. Зависимость интенсивности флуоресценции для систем БСА-L1 разной 

концентрации (1-7), БСА (8) [212] 
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А      В 

Рис. 54. График Штерна–Волмера для систем: БСА–Cu - уравнение y = 0.5376x + 0.9863, 

R2 = 0.9394 (А); БСА–СuL1
2Cl2 – уравнение y = 0.113x + 0.9076, R2 = 0.9117 [212] 

 

Даже при небольшом изменении условий синтеза комплекс 4 может переходить в 

комплекс CuL1Cl2 (5) (и наоборот), для которого были получены данные элементного 

анализа и спектры ЯМР. Таким образом, наблюдается высокая вариабельность комплексов 

меди с лигандом L1 в зависимости от условий получение и среды.  

4.2.2. Сравнение цитотоксичности полученных комплексов меди in vitro на клеточных 

линиях 

(Работы с клетками выполнены на базе МНИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева и НИИ 

Биомедицинской химии им. В. Н. Ореховича) 

Сравнение цитотоксичности изученных комплексов методом МТТ представлено в 

табл. 12. 

Очевидно, что максимальный эффект воздействия на лейкемические клетки 

достигается в присутствие комплекса 2, в котором отсутствуют ионы хлора, а ионы меди 

находятся в состоянии Cu(II). Считается, что Cu(I) является более цитотоксичной по 

отношению к раковым клеткам [10], однако данные табл. 12 говорят о том, что, видимо, не 

столько валентность меди имеет значение при воздействии на раковые клетки, сколько 

строение комплекса и входящие в комплекс компоненты, причем строение комплекса, по-

видимому, важнее. 

Комплекс меди с 2-аминопиримидином (АР) аналогично с таким же комплексом 

цинка имеют небольшой терапевтический индекс (ТИ) по отношению к клеткам острых 

лейкозов и практически не воздействует на клетки хронического миелолейкоза (К-562). В 

целом, видно, что комплексы меди имеют повышенное влияние на разновидности клеток 

острого Т- (MOLT-4, Jurkat) и отчасти В- лимфобластного лейкоза. 

Симбиоз ГАП0-Zn, как и исходный ГАП0 не проявляют цитотоксичности ни к 

здоровым, ни к лейкемическим клеткам. Наночастицы ГАП0–Cu воздействуют примерно 

одинаково как на MOLT-4 (Т-ОЛЛ), так и на К-562, т. е. не проявляют селективности среди 
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лейкемических линий клеток. Серьезной токсичности по отношению к лимфоцитам 

здоровых доноров ни один из представленных комплексов не проявлял. 

Комплекс Cu(AP)2Cl4 (1) был использован для оценки механизма его 

цитотоксического воздействия через определение раннего и позднего апоптоза здоровых 

лимфоцитов и клеточной линии Jurkat в его присутствии. 

Таблица 12. Выживаемость (LC50) клеток под действием различных образцов-

комплексов*. 

 

 

Комплекс 

 

LC50, мкмоль/мл 

ЗД Jurkat В-

ОЛЛ 

Т-

ОЛЛ 

Molt-4 K-562 ОМЛ ТИmax 

Cu(AP)2Cl4 

(1) 

0.38 ±  

0.05 

- 0.26 ±  

0.03 

0.11 ±  

0.02 

- 0.35 ±  

0.04 

0.25 ±  

0.04 

3.5 

CuL1
2 (2) 0.52 ±  

0.08 

(20 ± 

0.5) ꞏ  

10-3 

- - - - - 258 

Cu2L
1

2Cl3 (3) 0.65 ±  

0.05 

0.057 ±  

0.012 

- - - - - 11.4 

**Zn(AP)2Cl2 0.24 ±  

0.02 

- 0.061 

±  

0.005 

- 0.062 ±  

0.005 

- - 4.0 

ГАП0-Cu > 5 - - - 2.1 ±  

0.1 

2.5 ±  

0.5 

- - 

ГАП0-Zn > 5 - - - > 5 > 5 - - 

ГАП0 >> 5 - - - > 5 > 5 - - 

L1 10.6 ±  

2.3 

0.92 ±  

0.09 

  1.2 ± 

0.4 

1.0 ± 

0.3 

 11.5 

L2 0.5 ±  

0.2 

0.41 ±  

0.02 

  0.10 ±  

0.03 

0.14 ±  

0.05 

 3.5 

 

** Обозначение типов клеток: ЗД – здоровых доноров; В-ОЛЛ – острого В-лимфобластного 

лейкоза (линейные); Т-ОЛЛ – острого Т-лимфобластного лейкоза; ОМЛ – острого 

миелоидного лейкоза. ТИmax = LC50(ЗД)/LC50(лейкемич. клетки) – максимальный полученный 

терапевтический индекс (клетки, для которых произведен расчет, выделены); * - комплекс 

предоставлен для испытания к. х. н. Трофимовой Т. П.; АР – 2-аминопиримидин. 

 

Полученные результаты представлены на рис. 55, 56 и в табл. 13. Как на здоровые 

клетки, так на линию Jurkat AP и его комплекс (1) воздействуют, увеличивая процент 

раннего апоптоза, причем комплекс увеличивает этот процесс примерно в 1.4 раза больше, 

чем АР в случае здоровых лимфоцитов. На лейкемические клетки АР оказывает меньшее 

воздействие, чем на здоровые, а комплекс усиливает воздействие таким образом, что 
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практически все клетки попадают в апоптоз, причем ранний апоптоз имеет в 5 раз большее 

преимущество. 

 

А 

В 

Рис. 55. Ранний и поздний апоптоз нормальных лимфоцитов (А) и клеточной линии Jurkat 

(В) под действием АР (получено методом проточной цитометрии). [204] 

 

 

 
 

Рис. 56. Ранний и поздний апоптоз клеточной линии Jurkat под действием комплекса (1) 

[196] 

 



87 
 

4.2.3. Распределение комплексов in vivo в органах на мышиной модели [публикации 

автора 196] 

Для понимания поведения комплексов в организме: распределения/накопления и 

выведения комплексов – была использована мышиная модель и радионуклид 67Cu. Было 

показано, что соотношение удельной активности по отношению к введенной в печени и 

почках зависит от того, используется препарат с носителем или без носителя (табл. 9 и 10). 

В последнем случае преобладает выведение через почки, что может быть и результатом 

потери радионуклида в организме, т. е. разложения комплекса. Однако в препарате с 

носителем наблюдается небольшая зависимость от времени нахождения комплекса в 

организме мыши: чем больше время нахождения, тем выше содержание в печени. Это 

может быть результатом того, что в печени имеется мишень, реагирующая с комплексом, 

что задерживает его выведение из организма. 

 

Таблица 13. Цитотоксичность (LC50) и количественные данные определения раннего и 

позднего апоптоза, полученные методом проточной цитометрии, для клеток нормальных 

лимфоцитов (HD) и лейкемической клеточной линией Jurkat, обработанных АР и 

комплексом (1).  

Клетки Cоединение Количество 

клеток 

Ранний 

апоптоз, α, 

% 

Поздний 

апоптоз, β, % 

Соотношение 

α/β 

ЗД - 2870 7.9 12.3 0.64 

ЗД АР 22.031 22.1 16.8 1.32 

ЗД комплекс (1) 22774 30.9 22.8 1.36 

Jurkat - 2524 7.9 17.5 0.45 

Jurkat АР 6523 16.3 13.4 1.21 

Jurkat комплекс (1) 3033 79.1 15.5 5.1 

 

Таблица 14. Распределение удельной активности комплекса (3) между печенью и почками  

                    мышей. 

образец, 

меченный 
67Cu 

Время экспозиции, мин Ауд., % 

реакции 

обмена 

нахождения 

в мыши 

печень почки отношение 

печень/почки 

комплекс 

(1) 

30 35 50 ± 5 50 ± 5 1 

комплекс 

(1) 

30 60 60 ± 5 40 ± 5 1.5 

комплекс 

(1) 

без 

носителя 

60 22 ± 6 78 ± 4 0.28 

 

Это косвенно подтверждается результатами in vivo воздействия комплекса (4), где также 
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наблюдается рост содержания комплекса в печени при увеличении времени выдерживания 

его в организме. 

Таблица 15. Удельная активность препаратов в органах мыши при введении радионуклида 

без носителя. 

 

Краткий вывод. Впервые были синтезированы комплексы 1 и 4, меченные 67Cu с 

носителем и без носителя, и получено распределение активности в органах мыши при 

разном времени нахождения радиоактивного препарата в организме (табл. 14 и 15). Интерес 

представляет соотношение активности в печени и почках, как системах выведения 

препаратов из организма. Различие в распределении комплексов (без носителя) и свободных 

ионов меди-67 (67CuCl2) по органам незначительное за исключением печени и почек, где для 

обоих комплексов превалирует выведения через почки, но в случае комплекса 4 

соотношение печень/почки примерно в 1.5-2 раза выше, чем для свободных ионов меди, а 

для комплекса 1 различий не наблюдается. Однако в случае использования носителя для 

комплекса 1 наблюдается почти равное распределения между системами экскреции. В 

целом, можно предполагать, что полученные распределения говорят о частичном или даже 

полном разложении комплексов или о перехелатировании ионов меди, особенно в случае, 

когда радионуклид используется без носителя. При этом не исключено, что для комплекса 

1 в печени имеется биологическая мишень. Комплексы проявляют цитотоксичность по 

отношению к различным линиям лейкемических клеток, вызывая значительный апоптоз, 

причем в ряде случаев преимущественно ранний апоптоз. 

 

 

Образец, 

мечен-

ный 67Cu 

Время экс-

позиции в 

мыши без 

носителя, 

мин 

Ауд., Бк/г 

мозг сердце легкие печень почки oтно-

шение 

печень/ 

почки 

комплекс 

(4) 

15 0.26 ± 

0.05 

2.1 ± 

0.3 

1.26 ± 

0.09 

0.24 ± 

0.02 

0.68 ± 0.07 0.35 

комплекс 

(4) 

30 0.30 ± 

0.04 

1.8 ± 

0.2 

1.5 ± 0.2 0.35 ± 

0.04 

0.62 ± 0.08 0.56 

комплекс 

(4) 

60 - 1.7 ± 

0.2 

1.3 ± 0.2 0.45 ± 

0.05 

0.61 ± 0.05 0.74 

67CuCl2 15 0.21 ± 

0.02 

2.1 ± 

0.4 

1.9 ± 0.1 0.21 ± 

0.02 

0.82 ± 0.08 0.26 

67CuCl2 60 - 1.7 ± 

0.1 

- 0.23 ± 

0.02 

0.74 ± 0.06 0.31 
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4.3. Карбоксиметилцеллюлоза и микрогели на ее основе [публикации автора 213,214] 

Синтез полимерных микрогелей (двойных комплексов) с ионами меди(II) был 

проведен при различных мольных соотношениях мономерных звеньев анионного полимера 

[моно-единица КМЦ] и ионов [Cu2+]. Во всех полученных комплексах КМЦ–Cu (I-III) 

концентрация КМЦ была постоянной и составляла 2 ꞏ 10-4 моль/л, а варьировали [Cu2+] 

таким образом, чтобы  мольное отношение Q1 = [Cu2+]/[моноединица КМЦ] изменялось от 

0.07 до 0.14. Были получены хорошо растворимые в воде волокнистые светло-голубые 

продукты. Спектрофотометрическое определение меди в полученных продуктах, 

основанное на способности поглощения ярко-синего аммиачного комплекса меди (табл. 16) 

показало, что оно в них совпадает с содержанием меди в реакционных смесях Q1, и это 

свидетельствует о количественном связывании ионов меди с КМЦ, а содержание Cu2+ в 

образцах I-III напрямую определяется составом реакционной смеси. 

Таблица 16. Результаты определения меди в образцах КМЦ–Cu. 

Образцы Аср. 
mдоб.(Cu) на 1 

мг КМЦ, мг 

mтеор.(Cu) на 

1 мг КМЦ, 

мг 

mэксп.(Cu) на 

1 мг КМЦ, 

мг 

Доверительный 

интервал, мг 

I 0.1377 0.03 0.03 0.03 ±0.01 

II 0.1139 0.04 0.04 0.04 ±0.01 

III 0.1850 0.05 0.05 0.05 ±0.01 

 

 

Рис. 57. Функция распределения размеров частиц в водных растворах образцов I (1), II 

(2), III (3) [213] 

 

Значения гидродинамических диаметров исследуемых частиц уменьшаются по мере 

увеличения содержания ионов меди от 380 нм для (I) до 340 нм для (III) (рис. 57, табл. 17). 

Диаметр исходных макромолекул КМЦ в водном растворе составляет ~400 нм. Значения 

индекса полидисперсности (PDI) частиц образцов I–III также уменьшаются с увеличением 
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содержания ионов меди: от 0.34 для (I) до 0.27 для (III), в то время как для КМЦ эта 

величина составляет 0.38 (табл. 17). 

 

Таблица 17. Гидродинамические и электрокинетические характеристики водных 

растворов частиц КМЦ–Cu2+ c различным содержанием ионов меди. 

Образец № Q1 Гидродинамический 

диаметр, нм 

PDI ЭФП, 

мкм/с/(В/см) 

КМЦ−Cu2+ I 

0.07 ± 0.01 

340 ± 12 0.34 -(2.41 ± 

0.02) 

КМЦ−Cu2+ II 

0.11 ± 0.01 

370 ± 12 0.32 -(2.90 ± 

0.01) 

КМЦ−Cu2+ III 

0.14 ± 0.01 

380 ± 11 0.27 -(3.19 ± 

0.01) 

КМЦ   0 400 ± 14 0.38 -(3.21 ± 

0.06) 

 

Электрокинетические характеристики водных растворов (I–III), изученные методом 

лазерного микроэлектрофореза (табл. 17) показали, что все образцы характеризуются 

отрицательными значениями электрофоретической подвижности (ЭФП), которые 

изменяются по мере увеличения содержания ионов меди от -3.19 мкм/с/(В/см) для (I)    до         

-2.41 мкм/с/(В/см) для (III). Для исходного полисахарида КМЦ эта величина                    

составляет -3.21 мкм/с/(В/см). Очевидно, что частицы (I–III) характеризуются существенно 

меньшими размерами и значениями PDI по сравнению с исходными макромолекулами 

КМЦ. Этот результат обусловлен изменением конформации (поджатием) макромолекул 

КМЦ за счет образования мостиковых электростатических контактов между фрагментами 

макромолекул полисахарида через ионы меди. Этот процесс сопровождается 

формированием микрогелевой структуры частиц КМЦ–Cu2+. Кроме того, микрогели I–III, 

а также исходные макромолекулы КМЦ характеризуются высокой агрегативной 

(коллоидной) устойчивостью. Таким образом, как и ожидалось, увеличение количества 

связанных ионов Cu2+ вызывало частичную нейтрализацию ЭФП полисахарида для 

комплекса III с максимальным содержанием меди. Значительный суммарный 

отрицательный заряд частиц микрогеля КМЦ–Cu2+ обеспечил им устойчивость к агрегации 

в окружающей воде. 

В табл. 18 для сравнения были получены характеристики для связывания с КМЦ 
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ионов цинка. Видно, что результаты значительно различаются, хотя в обоих случаях 

агрегативная устойчивость высокая. Однако известно, что не только средние или суммарные 

свойства определяют электрофоретическую подвижность частицы, но также и характер 

распределения этих свойств по поверхности играет важную роль.  

Измерения дзета-потенциала коллоидных частиц при помощи электрофоретических 

методов позволяет определить лишь эффективный средний потенциал частицы, который 

может резко отличаться от локальных значений. Поскольку цинк и медь имеют достаточно 

близкие размеры атома, полученные различия характеризуют изменения в распределении 

заряда по поверхности в результате неравномерности в связывании этих ионов с КМЦ. 

Связывание ионов меди с КМЦ схематично представлено на рис. 58.  

 

Рис. 58. Схема связывания иона меди с единицами КМЦ [214] 

Таблица 18. Гидродинамические и электрокинетические характеристики образцов КМЦ–

Zn (0.15 моль/л, рН 7). 

Образец Zn/КМЦ = 1/10 Zn/КМЦ = 1/7 Zn/КМЦ = 1/5 
КМЦ,  

исходный 

Диаметр 

частиц, нм 
180 190 160 380 

ЭФП, 

(мкм/с)/(В/см) 

 

-2.0 -2.0 -2.0 -3.2 

Дзета-

потенциал, мВ 
-25.5 -25.5 -25.5 -29.3 

PDI 0.17 0.15 0.12 0.19 
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При использовании физиологического раствора (0.15 мольꞏл-1 NaCl) 

гидродинамические диаметры значительно уменьшаются, и функция распределения частиц 

по размерам изменяется в зависимости от содержания ионов меди (рис. 59). Частицы 

микрогеля КМЦ–Cu (10 ÷ 1) визуализировали с помощью ПЭМ. На ПЭМ-изображении 

микрогеля присутствуют участки серого цвета, размер которых варьируется в широком 

диапазоне от 80 до 400 нм (рис. 60А). Наименьшие объекты в поле микроскопа имеют 

размер 80 нм. 

 

Рис. 59. Функция распределения размеров частиц в физиологическом растворе для 

образцов I (1), II (2), III (3) [213] 

 

Они характеризуют отдельные частицы микрогеля (рис. 60В). Более крупные 

объекты, наблюдаемые в поле микроскопа, характеризуют агрегаты микрогеля, при этом 

отдельные частицы микрогеля КМЦ–Cu (10 ÷ 1) являются сферически-симметричными. 

 

Рис. 60. ПЭМ-изображение микрогеля КМЦ–Cu (10 : 1): А) отдельные и агрегатные 

частицы; В) индивидуальные частицы микрогеля [213] 
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При связывании I-III c 2-аминопиримидином (AP), как модельным представителем 

лекарственного средства (т.к. на основе АР синтезированы многие антиопухолевые  (и, в 

частности, антилейкемические препараты) были получены частицы IV–VI, где мольное 

соотношение [КМЦ]÷[AP] поддерживали равным 2 : 1. Определение АР в микрогелях 

приведено в табл. 19. Образцы IV–VI, полностью растворялись в воде при концентрации 

0.1 % вес. Количественное отношение реагентов в трехкомпонентных системах даны в табл. 

20.  

 

Таблица 19. Определение АР в микрогелях. 

Масса 

растворен-

ного 

образца, г 

Отно-

шение 

КМЦ/Cu 

Концент-

рация 

начального 

раствора 

КМЦ, M 

Концент-

рация AP 

по калиб-

ровке, M 

Масса 

AP, г 

Концент-

рация AP  

до 

раство-

рения, M 

Масса 

APтеор. 

для 

100% 

выхода, 

г 

% 

вставки 

в КМЦ 

0.0028 7 0.00187 5.51 ꞏ 10-7 3.675 ꞏ  

10-5 

5.51 ꞏ 10-5 1.62 ꞏ 

10-4 

22.64 

0.032 10 0.00213 2.02 ꞏ 10-6 5.38 ꞏ 

10-5 

8.07 ꞏ 10-5 1.875  ꞏ 

10-4 

28.67 

0.052 15 0.00333 6.79 ꞏ 10-5 6.79 ꞏ  

10-4 

1.02 ꞏ 10-4 2.95 ꞏ 

10-4 

23.01 

 

Спектр исходного AP (рис.61(1)) содержит два пика: при λ = 210 и 290 нм, 

отвечающих поглощению амидной группы и ароматического гетероцикла в 

протонированной форме, соответственно. В свою очередь, поглощение КМЦ практически 

полностью отсутствует. Типичный спектр комплекса (на примере IV) представлен на рис. 

61(2). В спектре наблюдается существенное уменьшение интенсивности пика с λ = 290 нм. 

При этом интенсивность пика при λ = 210 нм остается неизменной. Очевидно, это 

изменение связано с образованием электростатического контакта между положительно 

заряженным фрагментом AP (протонированным ароматическим гетероциклом) и 

карбоксильной группой в составе полисахарида. 

Введение третьего составляющего (АР) приводит к уменьшению размеров частиц за 

счет дальнейшего сжатия (табл. 21). Еще большее уменьшение гидродинамического 

диаметра наблюдается в физиологическом растворе (рис. 62) и, далее, в физиологическом 

растворе, содержащем бычий сывороточный альбумин (БСА) (табл. 22, рис. 63). Последнее 

происходит, видимо, вследствие экранирования зарядов карбоксильных групп КМЦ, 

ответственных за набухание макромолекулы, зарядами небольших противоионов натрия. 
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Таблица 20. Количественное отношение реагентов в трехкомпонентных нано/микрогелях 

КМЦ-Cu(II)-AP. 

 

 

Рис. 61. УФ-спектры отдельно АР (1) и комплекса IV (2) 

 

Таблица 21. Гидродинамические и электрокинетические характеристики водных растворов 

IV-VI. 

Образец № Q1 Отношение: 

КМЦ ÷ AP 

(моль) 

Dh, нм PDI ЭФП, 

мкм/с/(В/см) 

КМЦ–Cu2+−AP IV 

0.07 ± 0.01 2 ÷ 1 

350 ± 

12 

0.31 -(1.90 ± 0.05) 

КМЦ–Cu2+−AP V 

0.11 ± 0.01 2 ÷ 1 

360 ± 

15 

0.30 -(2.02 ± 0.02) 

КМЦ–Cu2+−AP VI 

0.14 ± 0.01 2 ÷ 1 

370 ± 

15 

0.26 -(2.03 ± 0.02) 

 

Добавление БСА в физиологической концентрации (40 мг/мл) незначительно 

уменьшало размер тройного микрогеля, указывая, по-видимому, на протекания слабого 

связывания. 

Образцы 

Молярное 

отношение 

элементов 

КМЦ/Cu 

КМЦ, моль Cu+2, моль AP, моль 

IV 15/1 2  10-4 2.00  10-5 10-4 

V 10/1 2  10-4 2.86  10-5 10-4 

VI 7/1 2  10-4 4.00  10-5 10-4 
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Из электрокинетических параметров следует, что связывание АР сопровождается 

дополнительной нейтрализацией отрицательного заряда частиц бинарного комплекса 

КМЦ–Cu2+(табл. 23). Это также указывает на электростатический характер связывания АР 

через образование солевых мостиков между протонированным азотом в молекулах АР и 

карбоксильными группами в макромолекуле полисахарида, что описано в литературе. 

 

Таблица 22. Размеры микрогелей КМЦ–Cu2+–AP в физиологическом растворе и в 

физиологическом растворе, содержащем БСА. 

 

Образец Гидродинамический диаметр, нм 

Физиологический  

раствор (0.15 М NaCl) 

Физиологический раствор + 

40 мг/мл р-р БСА 

IV 200 ± 9 195 ± 7 

V 210 ± 8 205 ± 5 

VI 220 ± 8 215 ± 5 

 

В образовавшемся тройном комплексе КМЦ–Cu2+–AP степень свободных 

(некомплексных) анионных групп КМЦ составила A = 1 – 2Q1 – Q2 = 0.36 (каждый ион Cu2+ 

образовывал два ионных мостика с ионными группами КМЦ, Q2 = [AP]/[мономерное звено 

КМЦ] = 0.5 – молярное соотношение компонентов в системе), что, тем не менее, было 

достаточным для стабилизация тройного комплекса от агрегации. 

 

Рис. 62. Функции распределения размеров частиц микрогелей КМЦ в физиологическом 

растворе: IV (1); V (2); VI (3) [213] 

Функции распределения по размерам частиц (IV–VI) в физиологическом растворе в 

присутствии БСА (рис. 63) являются бимодальными, т. е. характеризуются двумя пиками. 
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Значение первого пика примерно соответствует размеру БСА (~3.7 нм), а второго пика - 

размеру частиц тройного комплекса (в районе 100 нм). Таким образом, в физиологическом 

растворе в присутствии БСА, не происходит как агрегации (IV–VI) друг с другом, так и не 

видно их серьезной агрегации с БСА. 

Таблица 23. Гидродинамические и электрокинетические характеристики микрогелей I-VI 

в физилогическом растворе. 

Образцы Гидродинамический 

диаметр, нм 

PDI 

I 260 0.27 

II 306 0.31 

III 300 0.34 

IV 200 0.30 

V 210 0.31 

VI 220 0.32 

 

 

 

A                                                      B 

C 

Рис. 63. Функции распределения частиц микрогелей в присутствие БСА (в 

физиологическом растворе): A – (IV), B – (V), C – (VI) [213] 
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Однако, в присутствии БСА микрогели демонстрируют тенденцию к 

дополнительному поджатию (от 5 до 7 нм) по сравнению с размерами, определёнными для 

них только в физиологическом растворе. Это указывает на то, что связывание с БСА 

происходит. Схематическое строение полимерных тройных композитов приведено на рис. 

64. 

Трехкомпонентные системы КМЦ–Cu2+–L1 (VII-IX) были получены аналогично 

образцам IV-VI. Эти соединения являются водорастворимыми (до с = 5 мг/мл), 

спектрофотометрически было подтверждено устойчивое состояние полученных 

полимерных микрогелей (рис. 65). Условия синтеза и состав микрогелей приведены в   

табл. 24.  

 

Рис. 64. Схематическая структура микрогелей IV-VI. Зеленое – электростатическо 

взаимодействие между АР и моноединицей КМЦ, голубое – поперечное сшитие двух 

полимерных фрагмента ионом меди 

 

 

Таблица 24. Количественное соотношение реагентов в трехкомпонентных нано/микрогелях  

                      КМЦ–Cu(II)–L1. 

 

Образцы 

Молярное 

отношение 

элементов 

КМЦ/Cu 

КМЦ, 

моль 

Cu+2, 

моль 

L1, моль 

(исходное) 

% вставки в 

КМЦ 

VII 15/1 2  10-4 1.33  10-5 10-4 75.85 

VIII 10/1 2  10-4 2.00 10-5 10-4 75.85 

IX 7/1 2  10-4 2.86  10-5 10-4 82.74 
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Рис. 65. УФ- спектры L1 (1) и комплексов VII-IX (2-4, соответственно) [212] 

 

В табл. 25 показаны физико-химические характеристики полученных микрогелей, 

содержащих лиганд L1. Видно, что при увеличении количества ионов меди размеры 

конъюгатов уменьшаются, причем в физиологическом растворе этот процесс сжатия 

проявляется сильнее. В случае сравнения бинарной и трехкомпонентной композиций X-XI, 

содержащих активатор iNOS – лиганд L2 (табл. 26-27) видно, что повышается устойчивость 

микрогелей и наблюдается уменьшение гидродинамических размеров по сравнению с 

микрогелями, содержащими как АР, так и L1. Спектрофотометрические данные (рис. 66) 

изменяются, указывая на взаимодействие L2 c КМЦ. 

Таблица 25. Гидродинамические и электрокинетические характеристики микрогелей VII-

IX в водных и физиологических растворах. 

 

Образец № Отношение: 

КМЦ ÷ L1 

(моль) 

Dh (водный 

р-р), нм 

ЭФП 

(водный р-р) 

(мкм/с)/(В/с

м) 

Dh (0.15 М 

NaCl), нм 

КМЦ–Cu2+−L1 VII 
2 ÷ 1 

370 ± 25 -(3.34 ± 0.05) 285 

КМЦ–Cu2+− L1 VIII 
2 ÷ 1 

340 ± 25 -(3.31 ± 0.02) 230 

КМЦ–Cu2+− L1 IX 
2 ÷ 1 

230 ± 15 -(3.46 ± 0.02) 190 

 

Таблица 26. Количественное соотношение реагентов в трехкомпонентных  

нано/микрогелях КМЦ–Cu(II)–L2. 

 

Образец Номер 
КМЦ, 

моль 

Cu+2, 

моль 

L2, 

моль 

Соотношение 

КМЦ / Cu 

Соотношение 

КМЦ / L2 

% 

вставки в 

КМЦ 

КМЦ–

Cu2+−L2 
XI 2  10-4 

2.00  10-5 10-4 1 / 10 1 / 4  

КМЦ–

L2 
X 2  10-4 

0 10-4 - 1 / 4 90% 
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Рис. 66. УФ-спектры L2 (1) и комплексов X-XI (2-3, соответственно) [212] 

 

Таблица 27. Гидродинамические и электрокинетические водных растворов микрогелей X-

XI. 

 

Образец № Dh, 

водный 

раствор 

нм 

Dh, физ. 

раствор, 

нм 

ЭФП, 

(мкм/с)/(В/

см) 

КМЦ–Cu2+−L2 X 250 180 -4,86  

КМЦ–L2 XI 220 110 -5,99 

 

Это говорит о дополнительных центрах связывания молекулы активатора с КМЦ по 

сравнению с L1. 

 

4.3.1. Сравнение цитотоксичности полученных микрогелей in vitro на клеточных                                                           

линиях 

Была исследована цитотоксичность бинарных и тройных микрогелей по отношению 

к двум типам клеток: лейкемическим клеткам линии Jurkat и здоровым донорским 

лимфоцитам (ЗД) с использованием метода МТТ (см. Экспериментальную часть). 

Сравнение препаратов  I и III (табл. 28) показывает сильное влияние содержания меди в 

составе микрогелей, как в плане выживаемости здоровых лимфоцитов, так и клеток линии 

Jurkat.  На рис. 67 показан полулогарифмический график выживаемости клеток под 

действием комплекса I. Величина терапевтического индекса в комплексах I и III 

достаточно высокая. Введение в микрогель АР немного понижает величину ТИ, однако 

ненамного, при этом сам АР, как и КМЦ, не проявляет заметной цитотоксичности (ТИ~1). 
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Рис. 67. Полулогарифмический график выживаемости под действием комплекса I клеток 

линии Jurkat (1) и клеток здоровых доноров (2) [213] 

 

Таблица 28. Выживаемость (LC50, in vitro) клеток лейкемической линии Jurkat и 

лимфоцитов здоровых доноров (ЗД) под действием микрогелей, содержащих медь в 

сравнении с КМЦ, сшитом с ионами цинка и с комплексом меди. 

 LC50 (µмоль/мл) 

Образец ЗД Jurkat ТИ* 

AP 15 ± 1 15 ± 1 1 

КМЦ 2.1 ± 0.2 1.95 ± 0.08 ~1 

I 50 ± 5 0.06 ± 0.01 833 

III 2.1 ± 0.2 0.0023 ± 0.0004 913 

IV 50 ± 5 0.065 ± 0.005 769 

КМЦ–Zn–AP  0.7 0.038 18.4 

Cu2L
1

2Cl3 (1) 0.65 ± 0.05 0.057 ± 0.012 11.4 

КМЦ–L2 0.86 ± 0.07 0.041 ± 0.02 21 

  *терапевтический индекс (LC50(ЗД)/LC50(Jurkat))  

Однако микрогели, содержащие ионы меди, показывают значительно более высокие 

значения ТИ и более высокую цитотоксичность по отношению к лейкемическим клеткам, 

чем аналогичные микрогели, содержащие ионы цинка. Значения ТИ для комплекса меди (1) 

оказалось также на порядок ниже в сравнении с бинарными комплексами на основе КМЦ, 



101 
 

однако, в этом случае, из-за более высокой цитотоксичности по отношению к клеткам 

здоровых доноров. 

На рис. 68 показаны клетки ЗД под действием I на начальной стадии апоптоза. 

Обращение к методу проточной цитометрии показывает (рис. 69 и 70), что, как и в случае 

комплекса (1), микрогели увеличивают процент раннего апоптоза нормальных клеток, 

особенно в случае I (табл. 29), где содержание ионов меди больше. Чуть меньше это 

увеличение наблюдается в случае клеток линии Jurkat. Однако эти значения значительно 

меньше, чем увеличение раннего апоптоза клеток Jurkat под действием комплекса (1), что 

показывает еще раз сильную зависимость цитотоксичности от структуры медных 

композиций. 

 

 

Рис. 68. Клетки здоровых доноров под действием I в ранней стадии апоптоза на 

конфокальном микроскопе 

 

Таблица 29. Цитотоксичность (LC50) и количественные данные определения раннего и 

позднего апоптоза, полученные методом проточной цитометрии, для клеток нормальных 

лимфоцитов (HD) и лейкемической клеточной линией Jurkat, обработанных комплексами I 

и III.  

Клетки Образец Количество 

клеток 

Ранний 

апоптоз, α, 

% 

Поздний 

апоптоз, β, % 

Соотношение 

α / β 

ЗД - 2870 7.9 12.3 0.64 

ЗД комплекс I 22753 42.0 28.0 1.5 

ЗД комплекс III 22774 39.9 26.9 1.48 

Jurkat - 2524 7.9 17.5 0.45 

Jurkat комплекс I 6260 14.1 11.2 1.26 

Jurkat комплекс III 5091 24.2 18.7 1.29 
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A 

 

B 

Рис. 69. Метод проточной цитометрии: ранний и поздний апоптоз нормальных 

лимфоцитов (А) и клеточной линии Jurkat (В) под действием комплекса I [196] 

A 

 

B 

Рис. 70. Метод проточной цитометрии: ранний и поздний апоптоз нормальных 

лимфоцитов (А) и клеточной линии Jurkat (В) под действием III [196] 
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Рис. 71. Метод проточной цитометрии: поздний апоптоз и некроз клеточной линии Jurkat: 

негативный контроль (1), позитивный контроль в присутствии стауроспорина (2), в 

присутствии XI (3), X (4), VII (5) [212] 

Используя метод цитофлуориметрии были получены результаты по появлению 

апоптоза+некроза под действием конъюгатов VII, X, XI, содержащих лиганды L1 и L2 (рис. 

71). Диаграммы проточной цитофлуориметрии представлены на рис. 72. 

 

Рис. 72. Метод проточной цитометрии: диаграмма долей апоптических и некротических 

клеток через двое суток в клеточной линии Jurkat: негативный контроль, позитивный 

контроль в присутствии стауроспорина, под воздействием XI, X, VII [212] 

Видно, что более сильным воздействием на раковые клетки обладает конъюгат, 

содержащий ионы меди и лиганд L2. 
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Краткий вывод. Таким образом, установлен механизм образования двух и 

трехкомпонентных микрогелей за счет образования электростатических контактов ионов 

меди (как и цинка) и электростатического связывания пиримидинового/тиазинового 

фрагмента с карбоксильными группами полимера. Установлено, что поверхность 

водорастворимых микрогелей заряжена отрицательно. Показано, что размеры и 

цитотоксичность трехкомпонентных наноносителей (выполняющих роль 

мультифункциональных наноконтейнеров) зависят от содержания меди и лигандов в их 

составе и имеется весьма значительное терапевтическое окно (ТИ) между здоровыми и 

лейкемическими клетками. Полученные результаты показывают перспективы возможного 

использования таких носителей для комплексной доставки нескольких лекарственных 

компонентов, в том числе радионуклидов. Также впервые показано, что основным 

механизмом воздействия является увеличение апоптоза, причем чем сильнее 

цитотоксическое воздействие, тем больше наблюдается увеличение в сторону раннего 

апоптоза. 

4.3.2. Распределение полученных микрогелей меди в организме in vivo на мышиной 

модели [публикация автора 214, приложение 1]. 

Для понимания поведения комплексов и микрогелей КМЦ в организме были 

получены меченые 67Cu препараты (см. Экспериментальную часть) и in vivo рассмотрена 

кинетика их распределения по органам на модели мышей. Для сравнения было получено 

распределение свободных ионов меди в организме при введении 67CuCl2, что позволяет 

прикидочно оценить силу связи между радионуклидом и носителем в организме. Несмотря 

на устойчивую связь ионов меди (как и радионуклида) в микрогелях, все же существует 

теоретическая вероятность, что радионуклид способен покинуть микрогель, т. е. выйти из 

КМЦ непосредственно в организме. Поэтому необходимо учитывать не только 

распределение микрогеля КМЦ–67Cu, но и распределение собственно частиц КМЦ, которые 

для этого были помечены тритием непосредственно в структуру КМЦ. Сравнение 

результатов, полученных при распределении меченных тритием микрогелей [3H]КМЦ–Cu 

и микрогелей КМЦ–67Cu в сравнении с КМЦ[3Н] дает более полную картину поведения 

микрогелей в организме. Кроме того, таким образом можно ответить на вопрос о 

вероятности дополнительной дозовой нагрузки на организм, если потери радионуклида 

носителем в процессе нахождения в организме окажутся значительными. Для введения 

трития в КМЦ и КМЦ–Cu использовали метод термической активации трития [215,216] 

(работа выполнена на кафедре радиохимии совместно с к. х. н. Г.А.Бадуном, д. х. н. М. Г. 

Чернышовой и студентом Ф. С. Чикуновым). 
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Изучено накопление и выведение микрогелей КМЦ–67Cu по сравнению с 67CuCl2 in 

vivo (мышиная модель). Были рассмотрены микрогели КМЦ–67Cu с соотношением 

компонентов 15 / 1 и 7 / 1. Их распределение в организме мышей совместно с 

распределением 67CuCl2 показано на рис. 73 и определяется по активности 67Cu. Видно, что 

накопление и выведение 67Cu2+ протекает быстрее, чем 67Cu–КМЦ, а время максимального 

накопления для большинства органов находится в пределах 0.25-1 ч после введения. Для 

сердца, легких и почек время максимального накопления 67Cu–КМЦ составляет ~1,5 ч, а  

для печени и селезенки ~3 ч. Наблюдается некоторая разница между накоплением 67Cu–

КМЦ с соотношением 1 / 15 и 1 / 7 в почках, что может быть связано с некоторой разницей 

в размерах микрогелей, которые тем меньше, чем больше атомов меди содержат. Для 

мочевыделительной системы размеры имеют принципиальное значение при выведении 

препаратов. Зависимость времени накопления 67Cu–КМЦ от соотношения компонентов в 

почках меняется в следующем порядке: 1/15 > 1/7 > 67Cu2+. Через 24 ч после введения 

препарата в почках еще присутствует определенное количество свободных ионов меди, 

тогда как количество микрогелей близко к нулю. В селезенке наблюдается аналогичная 

картина, т.е. максимальное время накопления 67Cu–КМЦ зависит от соотношения 67Cu / 

КМЦ как 1 / 15 > 1 / 7, однако процесс выведения 67Cu–КМЦ с соотношением 1 / 7 

значительно быстрее, чем с соотношением 1 / 15, что, вероятно, также определяется 

изменением размера частиц. Через 24 часа после введения в селезенке остается 1 / 15 часть 

пробы, тогда как в других органах содержание микрогелей, как и ионов меди, к этому 

времени стремится к нулю. 

Также изучено акопление и выведение микрогелей [3H]КМЦ-Cu2+ и частиц [3H]КМЦ 

in vivo. Была использована метка тритием частицы с соотношением КМЦ / Cu ~ 10 / 1. Время 

максимального накопления микрогелей [3H]КМЦ–Cu находится в пределах от 1.5 до 5 ч в 

зависимости от органа (рис. 74). Самый быстрый клиренс наблюдается в крови (рис. 75). В 

хвостовой вене (место инъекции) через 1.5 ч сохранялось от 10 до 25% введенной 

активности, через 24 ч – от 5 до 10%. В моче, крови, легких и сердце принципиальной 

разницы в накоплении и выведении между самой частицей [3H]КМЦ и микрогелем 

[3H]КМЦ–Cu2+ не наблюдалось, а через 24 ч после инъекции остаточная активность здесь 

стремилась к нулю.  

В поджелудочной железе (рис. 74) микрогели [3H]КМЦ-Cu выводятся медленнее, а 

для частиц [3H]КМЦ выведение в этом органе не происходит полностью даже за 24 ч. 

Самый длительный клиренс для этих частиц, по-видимому, относится к селезенке, хотя 

количество поглощенной активности там невелико. 
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A B

C      D 

E 

Рис. 73. Кинетика содержания (выведения) микрогелей 67CuCl2 (1) и 67Cu-КМЦ (в 

удельных процентах от введенной в мышь) в соотношении: 1 / 7 (2) и 1 / 15 (3) из органов 

в зависимости от времени нахождения препаратов в организме мышей : А - легкие; В – 

сердце; С – печень; D – почки, Е – селезенка {здесь нумерация: 67Cu-КМЦ: 1/7 (1) и 1/15 

(2)} [214] 
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A  B 

C  D 

E  F 

Рис. 74.  Кинетика распределения микрогеля [3H]КМЦ-Cu (1) и частиц [3H]КМЦ (2) по 

органам в зависимости от времени нахождения препаратов в организме мышей: А - 

легкие; B – сердце; С – поджелудочная железа; D – селезенка; Е – почки; F – печень [214] 

Выведение микрогелей [3H]КМЦ–Cu из почек практически полностью происходит 

за 24 ч при максимальном времени накопления ≤ 1,5 ч. Однако частицы [3H]КМЦ, не 

подверженные сжатию при образовании сшивок КМЦ с ионами металлов, в течение 24 ч 

постоянно находятся в этом органе на одном и том же (хотя и сравнительно низком) 

количественном уровне. Вероятно, это также связано с наличием и/или отсутствием сшивок 

ионами меди и изменением вследствие этого размеров и «упругости» частиц, часть которых 

не в состоянии быстро покинуть этот орган. Для почек особенно важен размер частиц из-за 

необходимости прохождения через систему выведения [217]. Следует отметить, что 

недавние исследования [218] указывают на возможность значительного уменьшения 

размеров микрогелей под воздействием УФ и локального нагрева. Возможно, аналогичный 

процесс может происходить и при облучении изнутри микрогеля, если введенная доза 

облучения будет значительна, что должно ускорить клиренс через почки. Кроме того, 
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недавние исследолвания показали, что фермент гиалуронидаза способна расщеплять КМЦ, 

однако скорость этого процесса в организме неизвестна [224].  

A   B 

C 

Рис. 75. Кинетика распределения микрогелей [3H]КМЦ-Сu (1) и частиц [3H]КМЦ (2) в 

компонентах организма в зависимости от времени нахождения препаратов в организме 

мышей: А - крови; B – моча; С – хвостовая вена [212] 

Наибольшие различия наблюдались в печени (рис. 74), где поведение микрогелей 

[3H]КМЦ-Cu было сходным с поведением других органов, т. е. с максимальным временем 

накопления ~5 ч и практически полным выведением через 24 ч. Однако накопление частиц 

[3H]КМЦ здесь к 24 ч увеличивается. Учитывая огромное количество процессов, 

происходящих в печени, и существование там различных переносчиков, можно 

предположить, что частицы [3H]КМЦ, не подверженные сжатию, имеют свободные центры 

связывания при отсутствии ионов меди, которые используются биологическими объектами 

печени для их захвата, что и способствует их удержанию в этом органе. 

Сравнение поведения микрогелей с разными метками и свободными ионами меди 

(67Cu2+) указывает на стабильность комплексов КМЦ–67Cu в организме, а также 

демонстрирует разницу в скорости процессов накопления-выведения, которая для 67CuCl2 

значительно быстрее. Однако к 24 ч удаление микрогелей, несущих ионы меди (независимо 

от метки 67Cu или 3H), из большинства органов практически полное. Что касается 

полимерных частиц КМЦ, то их клиренс более длительный, они могут задерживаться в 

некоторых из рассмотренных нами органах, особенно в печени. Соотношение 

радиоактивности печень/почки, как основных выводящих органов организма в сравнении 
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со свободными ионами меди (выведение которых происходит значительно быстрее, 

практически за 90 мин и, в основном, через почки) показано на рис. 76. Очевидно, что 

наибольший интерес представляют микрогели с наибольшим содержанием меди (и, 

соответственно, 67Cu). 

 

 

Рис. 76. Сравнение отношения удельной радиоактивности (от введенной) печень/почки в 

зависимости от количества соотношения КМЦ / Cu в микрогеле и в сравнении с CuCl2 

[204] 

 

Таким образом, содержание меди в микрогелях в некоторых случаях может 

определять клиренс, по-видимому, влияя на структуру образующихся частиц, их размер и 

их возможную деградацию в организме. Это подтверждается тем, что при повышении 

содержания меди в микрогелях (III) повышается процент выведения через печень, что 

может означать изменение как структуры и её расщепления, так и наличие биологических 

мишеней в печени, реализующих связывание в случае бóльшего количества меди в 

комплексе. 

4.3.3. Определение устойчивости микрогелей при радиационном воздействии 

[публикация автора 219] 

При получении радиофармпрепаратов используются радионуклиды с высокой 

активностью, что может вызывать радиационное разложение носителей и выход 

радионуклида в свободный доступ в организм. Это приводит к облучению здоровых тканей 

и повышает дозовую нагрузку на человека. В связи с этим необходимо рассмотреть 

радиолиз полученных частиц, чтобы оценить опасность «выпадения» из них радионуклида 

меди. Несмотря на то, что излучение радионуклида в носителе действует изнутри, мы 

использовали модельное внешнее γ-облучение (см. экспериментальную часть). Чтобы 

оценить адэкватные дозы облучения, сравнимые с реально использующимися в медицине, 
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была теоретически рассчитана доза от реально используемой активности 67Cu. 

Теоретическую поглощенную дозу рассчитывали с помощью программы OLINDA/EXM®V 

(Radiation Dose Assessment Software Application) для полного распада радионуклида 67Сu, 

включенного в микрогель с активностью 5 мКи (18.5 ꞏ 107 Бк), что является реальной 

активностью для применения в ядерной медицине. При этом считалось, что частица геля 

представляет собой жидкость с плотностью 1 г/мл в форме идеальной сферы объемом 1 мл. 

Расчет показал, что при полном распаде радионуклида поглощенная доза (Dп) составляет 

750 Гр. 

Устойчивость микрогеля КМЦ–Cu c соотношением 10 / 1 определяли методом ДРС 

(динамического рассеяния света), и на рис. 77 представлены результаты изменения от дозы 

гидродинамических диаметров микрогелей. 

 

 

Рис. 77. Зависимость размеров (гидродинамического диаметра) микрогеля КМЦ-Сu2+ от 

поглощенной дозы (Dп) от внешнего γ-облучения в водном растворе [219] 

 

Таблица 30. Выход ионов меди из микрогеля в раствор в зависимости от дозы внешнего  

гамма-облучения (здесь m и m0 — масса вышедших ионов меди и начальная масса меди, 

соответственно). 

 

Доза, Гр Вышедшие 

ионы меди, m, 

мкг 

m/m0 100% 

0 0 0 

2700 4.29 ± 0.05 8.1 

8200 18.97 ± 0.04 35.8 

190000 26.06 ± 0.04 49.2 
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Для того, чтобы понять, влияет ли разрушение/изменение микрогеля на выход ионов 

меди, методом ICP-AES определяли появление ионов меди в растворе. В табл. 30 приведена 

зависимость % вышедшей меди от дозы облучения. Как видно, при 2700 Гр выделяется 

около 8% меди от исходного количества. Однако теоретический расчет показал реальную 

дозу, как 750 Гр и, следовательно, медь, которую может потерять микрогель, должна быть 

примерно в 3 раза меньше (< 3%), т. е. совершенно незначительной (особенно, учитывая 

короткий период полураспада). 

Таким образом, увеличение поглощенной дозы внешнего гамма-излучения, хотя и 

сопровождается медленным последовательным уменьшением размеров частиц микрогеля в 

водной среде, но не угрожает повышением дозового давления на здоровые клетки 

организма.  

 

 

Рис. 78. Модель разрушения микрогелей КМЦ–Cu [219] 

Медленный процесс радиационно-химической деструкции микрогеля должен 

происходить путем разрушения поверхностных фрагментов КМЦ. При этом участки 

полисахарида, локализованные в объеме микрогеля, по-видимому, сохраняют свою 

устойчивость. Известно [220-222], что в основе радиолитического распада целлюлозы 

лежат процессы ионизации, нейтрализации ион-электронных пар, гибели возбужденных 

состояний, что приводит к распаду, преимущественно, гликозидных связей в 

макромолекуле целлюлозы. Помимо этого, радиационно-химический акт под действием γ-

излучения сопровождается разрушением глюкопиранозных циклов [223]. 

Разрушение циклов является следствием жесткоцепного характера макромолекул 

целлюлозы. При введении ионов меди и, соответственно 67Cu в такой «каркас» КМЦ 
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приводит, как было показано выше, к существенной компактизации структуры 

полисахарида за счет формирования ионных и координационных связей. При этом 

структура микрогеля должна стать более напряжённой по сравнению с исходной 

структурой, и наибольшее напряжение будет на поверхности микрогеля. Поэтому распад 

частиц под действием γ-излучения сопровождается преимущественным разрушением 

наиболее напряжённых фрагментов полисахаридных макромолекул, что можно 

представить схемой, изображенной на рис. 78. Процесс радиационного воздействия носит 

радикальный характер, и можно было бы ожидать появления процесса полимеризации [20], 

однако, как следует из рис. 77, гидродинамический диаметр частиц, наоборот, достаточно 

равномерно уменьшается, что говорит об отсутствии влияния такого процесса. 

Краткий вывод. Таким образом, оценка устойчивости микрогеля на основе анионного 

полисахарида, содержащего ионы меди, что является моделью для действие высоких доз 

радионуклида 67Cu2+, показала: 1) незначительный распад микрогеля под действием 

внешнего  γ-излучения путем деструкции гликозидных связей фрагментов макромолекул 

КМЦ на поверхности микрогелей; 2) высвобождение при таких процессах свободных ионов 

меди незначительное и не может создать угрозы неконтролируемой дозовой нагрузки на 

организм. 

 

 

 

 

Схема микрогеля КМЦ-Cu-Ligand [212] 
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5. Заключение 

 

В работе использованы две потенциальные наноплатформы для упаковки 

радионуклидов меди и эффекторов NO-синтазы (в качестве антиопухолевого и/или 

радиопротекторного агента), а также для создания мультифункциональных конъюгатов на 

их основе. В качестве таких платформ применяли гидроксиапатит разной структуры, 

размеров, сорбционной емкости и углеводный полимер - карбоксиметилцеллюлозу. 

Было показано, что ГАП является удобным носителем для радионуклидов меди и 

выбраны условия наибольшей сорбции ионов меди. В зависимости от медицинской 

необходимости наночастицы ГАП-Cu* могут быть созданы на основе ГАП0 или ГАПЕ, что 

определяет размеры частиц и, соответственно, возможности применени и введения в 

организм. Более крупные частицы на основе ГАПЕ перспективны для применения в 

радиоэмболизации, в то время как частицы на основе ГАП0 могут рассматриваться, как 

диагностический или терапевтический инструмент при заболевании скелета. Однако ГАП 

не сорбирует лиганды и не перспективен, как мультифункциональный носитель. 

Впервые исследованы кристаллические структуры комплексов меди с ингибитором 

индуцибельной NO-синтазы (лиганд L1) и показано, что структура и степень окисления 

меди в комплексах зависит от соотношения реагентов, а цитотоксичность комплексов 

зависит не только от состояния ионов меди в них, но в большей степени от кристаллической 

структуры. Наибольшее терапевтическое окно для линии Jurkat было получено для 

комплекса CuL1
2. Впервые были синтезированы комплексы 1 и 4, меченные 67Cu с 

носителем и без носителя, и получено распределение активности в органах мышей при 

разном времени нахождения радиоактивного препарата в организме. Комплексы 

недостаточно устойчивы в организме и как отдельные препараты не перспективны для 

использования без упаковки в носитель. 

Установлен механизм образования двух и трехкомпонентных микрогелей на основе 

КМЦ за счет образования электростатических контактов ионов меди и электростатического 

связывания пиримидинового/тиазинового фрагмента с карбоксильными группами 

полимера. Установлено, что поверхность водорастворимых микрогелей заряжена 

отрицательно и найдены гидродинамические диаметры частиц, которые уменьшаются в 

физиологических растворах и в присутствие альбумина, как представителя белков крови. 

Показано, что размеры и цитотоксичность трехкомпонентных наноносителей сильно 

зависят от содержания меди и лигандов в их составе и получены составы микрогелей, 

которые имеют весьма значительное терапевтическое окно цитотоксичности между 

здоровыми и лейкемическими клетками (Jurkat). Впервые показано, что механизмом 
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цитотоксического воздействия микрогелей является увеличение апоптоза, причем чем 

сильнее цитотоксическое воздействие, тем больше наблюдается увеличение в сторону 

раннего апоптоза. 

Впервые показана высокая радиационная устойчивость полученных микрогелей и 

незначительное высвобождение свободных ионов меди из микрогеля при значении 

поглощенной дозы, соответствующей медицинским значениям для радиофармпрепаратов, 

что в результате не может создать угрозы неконтролируемой дозовой нагрузки на организм. 

Впервые получены и исследованы in vivo распределение в организме мышей микрогелей 

КМЦ–67Cu в сравнении с несвязанными ионами меди 67СuCl2 и меченых тритием 

полимерных молекул [3H]КМЦ в сравнении с микрогелем [3H]КМЦ-Cu. 

Показано, что наноплатформа на основе КМЦ является перспективным 

наноносителем для мультифункциональных препаратов, содержащих радионулид меди и 

медицинский препарат (в частности, ингибитор iNOS).  Полученные результаты 

показывают потенциальную возможность использования таких носителей для комплексной 

доставки нескольких лекарственных компонентов одновременно, включая радионуклиды. 

Дальнейшее развитие данной работы заключается в подборе соответствующего вектора 

доставки наноконтейнера на основе КМЦ, способного связывать такие конъюгаты без 

потери их биологической активности. 
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6. Выводы 

1. Сравнение сорбции ионов меди на ГАП, полученным различными способами, 

показало, что медь сорбируется на ГАП необратимо и особенно высокую 

сорбционную емкость имеет ГАПЕ, которая также сильно зависит от 

кристаллической структуры, морфологии и размеров частиц. Показано влияние 

момента введения ионов меди при сокристаллизационном методе получения ГАП и 

способность ионов меди перехелатировать ионы кальция из структуры ГАП. 

2. Для комплексов меди с N-(5,6-дигидро-4H-1,3-тиазин-2-ил)бензамида (L1) 

различного состава методом РСА получены их структуры, показавшие наличие в 

составе комплекса не только Cu(II), но и смешанной валентности Cu(II)-Cu(I). 

Изменение структуры комплексов сильно влияет на их цитотоксичность по 

отношению к клеточным линиям. 

3. Установлен механизм образования двух- и трехкомпонентных медьсодержащих 

микрогелей на основе КМЦ за счет образования электростатических контактов 

ионов меди (и цинка) и электростатического связывания пиримидинового 

(/тиазинового/иминного) фрагмента с карбоксильными группами полимера.  

4. Впервые получены микрогели, содержащие 67Cu и показано, что КМЦ может 

служить мультифункциональным наноконтейнером для биологически активных 

соединений и радионуклидов, при этом цитотоксичность таких трехкомпонентных 

наноносителей сильно зависит от содержания меди и структуры лигандов в их 

составе.  

5. Впервые определенная радиационная стабильность микрогелей КМЦ−Cu2+ 

позволяет их использование в условиях радиоактивности, соответствующей 

медицинским радионуклидам, а на основе двойного мечения 67Cu−КМЦ и 3Н−КМЦ 

на модели мыши показана способность выведения микрогелей через почки. 
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8. Приложения 1-4 

Приложение 1 

Заявка с регистрационным номером: 124-ж (124-а) Дата регистрации: 27.01.2021 на 

исследования с использованием животных одобрена Комиссией по биоэтике МГУ имени 

М.В. Ломоносова. Номер протокола заседания: 126-д, дата заседания: 11.02.2021  

Приложение 2  

РСА 

Данные РСА для комплекса меди 3 - Cu2L1
2Cl3  CCDC № 2050373 

Table 1.  Crystal data and structure refinement for (3). 

Identification code  (3) 

Empirical formula  C22 H24 Cl3 Cu2 N4 O2 S2 

Formula weight  674.00 

Temperature  295(2) K 

Wavelength  1.54186 Å 

Crystal system  Triclinic 

Space group  P -1 

Unit cell dimensions a = 8.6885(7) Å = 81.014(7)°. 

 b = 12.8230(9) Å  = 87.864(6)°. 

 c = 12.8264(9) Å  = 70.607(7)°. 

Volume 1331.24(18) Å 3 

Z 2 

Density (calculated) 1.681 Mg/m3 

Absorption coefficient 6.444 mm-1 

F(000) 682 

Theta range for data collection 3.489 to 66.370°. 

Index ranges -10<=h<=10, -15<=k<=15, -5<=l<=14 

Reflections collected 9012 

Independent reflections 4392 [R(int) = 0.0498] 

Completeness to theta = 66.370° 93.8 %  

Refinement method Full-matrix least-squares on F2 

Data / restraints / parameters 4392 / 0 / 325 

Goodness-of-fit on F2 0.906 

Final R indices [I>2sigma(I)] R1 = 0.0466, wR2 = 0.1044 

R indices (all data) R1 = 0.0820, wR2 = 0.1134 

Extinction coefficient 0.00084(16) 

Largest diff. peak and hole 0.461 and -0.728 e. Å -3 
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Table 2.   Bond lengths [Å] and angles [°] for (3). 

_____________________________________________________ 

Cu(1)-N(1B)  1.956(3) 

Cu(1)-N(1A)  1.958(3) 

Cu(1)-O(1A)  2.055(3) 

Cu(1)-O(1B)  2.062(3) 

Cu(1)-Cl(1)  2.2958(11) 

Cu(2)-Cl(2)  2.0893(17) 

Cu(2)-Cl(3)  2.0911(17) 

S(1A)-C(5A)  1.742(4) 

S(1A)-C(4A)  1.811(5) 

O(1A)-C(6A)  1.235(5) 

N(1A)-C(5A)  1.283(5) 

N(1A)-C(2A)  1.476(5) 

N(2A)-C(6A)  1.357(5) 

N(2A)-C(5A)  1.398(5) 

N(2A)-H(2A)  0.75(4) 

C(2A)-C(3A)  1.501(6) 

C(2A)-H(2A1)  0.9700 

C(2A)-H(2A2)  0.9700 

C(3A)-C(4A)  1.494(6) 

C(3A)-H(3A1)  0.9700 

C(3A)-H(3A2)  0.9700 

C(4A)-H(4A1)  0.9700 

C(4A)-H(4A2)  0.9700 

C(6A)-C(7A)  1.477(6) 

C(7A)-C(12A)  1.389(6) 

C(7A)-C(8A)  1.394(6) 

C(8A)-C(9A)  1.385(6) 

C(8A)-H(8A)  0.9300 

C(9A)-C(10A)  1.366(7) 

C(9A)-H(9A)  0.9300 

C(10A)-C(11A)  1.371(7) 

C(10A)-H(10A)  0.9300 

C(11A)-C(12A)  1.372(6) 

C(11A)-H(11A)  0.9300 

C(12A)-H(12A)  0.9300 

S(1B)-C(5B)  1.751(4) 
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S(1B)-C(4B)  1.811(5) 

O(1B)-C(6B)  1.234(5) 

N(1B)-C(5B)  1.267(5) 

N(1B)-C(2B)  1.480(5) 

N(2B)-C(6B)  1.374(5) 

N(2B)-C(5B)  1.404(5) 

N(2B)-H(2B)  0.84(5) 

C(2B)-C(3B)  1.503(5) 

C(2B)-H(2B1)  0.9700 

C(2B)-H(2B2)  0.9700 

C(3B)-C(4B)  1.493(7) 

C(3B)-H(3B1)  0.9700 

C(3B)-H(3B2)  0.9700 

C(4B)-H(4B1)  0.9700 

C(4B)-H(4B2)  0.9700 

C(6B)-C(7B)  1.471(6) 

C(7B)-C(12B)  1.383(6) 

C(7B)-C(8B)  1.384(6) 

C(8B)-C(9B)  1.375(6) 

C(8B)-H(8B)  0.9300 

C(9B)-C(10B)  1.377(7) 

C(9B)-H(9B)  0.9300 

C(10B)-C(11B)  1.369(7) 

C(10B)-H(10B)  0.9300 

C(11B)-C(12B)  1.391(6) 

C(11B)-H(11B)  0.9300 

C(12B)-H(12B)  0.9300 

 

N(1B)-Cu(1)-N(1A) 176.78(13) 

N(1B)-Cu(1)-O(1A) 91.43(12) 

N(1A)-Cu(1)-O(1A) 87.07(12) 

N(1B)-Cu(1)-O(1B) 86.94(13) 

N(1A)-Cu(1)-O(1B) 90.67(13) 

O(1A)-Cu(1)-O(1B) 104.59(12) 

N(1B)-Cu(1)-Cl(1) 92.38(10) 

N(1A)-Cu(1)-Cl(1) 90.82(10) 

O(1A)-Cu(1)-Cl(1) 122.59(9) 

O(1B)-Cu(1)-Cl(1) 132.81(9) 

Cl(2)-Cu(2)-Cl(3) 177.05(7) 

C(5A)-S(1A)-C(4A) 102.1(2) 
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C(6A)-O(1A)-Cu(1) 125.1(3) 

C(5A)-N(1A)-C(2A) 120.6(3) 

C(5A)-N(1A)-Cu(1) 126.5(3) 

C(2A)-N(1A)-Cu(1) 112.6(3) 

C(6A)-N(2A)-C(5A) 127.5(4) 

C(6A)-N(2A)-H(2A) 117(3) 

C(5A)-N(2A)-H(2A) 115(3) 

N(1A)-C(2A)-C(3A) 113.4(4) 

N(1A)-C(2A)-H(2A1) 108.9 

C(3A)-C(2A)-H(2A1) 108.9 

N(1A)-C(2A)-H(2A2) 108.9 

C(3A)-C(2A)-H(2A2) 108.9 

H(2A1)-C(2A)-H(2A2) 107.7 

C(4A)-C(3A)-C(2A) 111.3(4) 

C(4A)-C(3A)-H(3A1) 109.4 

C(2A)-C(3A)-H(3A1) 109.4 

C(4A)-C(3A)-H(3A2) 109.4 

C(2A)-C(3A)-H(3A2) 109.4 

H(3A1)-C(3A)-H(3A2) 108.0 

C(3A)-C(4A)-S(1A) 113.6(3) 

C(3A)-C(4A)-H(4A1) 108.8 

S(1A)-C(4A)-H(4A1) 108.8 

C(3A)-C(4A)-H(4A2) 108.8 

S(1A)-C(4A)-H(4A2) 108.8 

H(4A1)-C(4A)-H(4A2) 107.7 

N(1A)-C(5A)-N(2A) 121.7(4) 

N(1A)-C(5A)-S(1A) 128.3(3) 

N(2A)-C(5A)-S(1A) 110.0(3) 

O(1A)-C(6A)-N(2A) 122.7(4) 

O(1A)-C(6A)-C(7A) 119.0(4) 

N(2A)-C(6A)-C(7A) 118.3(4) 

C(12A)-C(7A)-C(8A) 119.4(4) 

C(12A)-C(7A)-C(6A) 117.7(4) 

C(8A)-C(7A)-C(6A) 122.9(4) 

C(9A)-C(8A)-C(7A) 119.5(5) 

C(9A)-C(8A)-H(8A) 120.3 

C(7A)-C(8A)-H(8A) 120.3 

C(10A)-C(9A)-C(8A) 120.2(5) 

C(10A)-C(9A)-H(9A) 119.9 

C(8A)-C(9A)-H(9A) 119.9 
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C(9A)-C(10A)-C(11A) 120.7(5) 

C(9A)-C(10A)-H(10A) 119.6 

C(11A)-C(10A)-H(10A) 119.6 

C(10A)-C(11A)-C(12A) 120.1(5) 

C(10A)-C(11A)-H(11A) 120.0 

C(12A)-C(11A)-H(11A) 120.0 

C(11A)-C(12A)-C(7A) 120.2(5) 

C(11A)-C(12A)-H(12A) 119.9 

C(7A)-C(12A)-H(12A) 119.9 

C(5B)-S(1B)-C(4B) 102.6(2) 

C(6B)-O(1B)-Cu(1) 124.4(3) 

C(5B)-N(1B)-C(2B) 118.8(3) 

C(5B)-N(1B)-Cu(1) 126.6(3) 

C(2B)-N(1B)-Cu(1) 114.4(3) 

C(6B)-N(2B)-C(5B) 126.4(4) 

C(6B)-N(2B)-H(2B) 118(3) 

C(5B)-N(2B)-H(2B) 116(3) 

N(1B)-C(2B)-C(3B) 112.2(3) 

N(1B)-C(2B)-H(2B1) 109.2 

C(3B)-C(2B)-H(2B1) 109.2 

N(1B)-C(2B)-H(2B2) 109.2 

C(3B)-C(2B)-H(2B2) 109.2 

H(2B1)-C(2B)-H(2B2) 107.9 

C(4B)-C(3B)-C(2B) 111.8(4) 

C(4B)-C(3B)-H(3B1) 109.3 

C(2B)-C(3B)-H(3B1) 109.3 

C(4B)-C(3B)-H(3B2) 109.3 

C(2B)-C(3B)-H(3B2) 109.3 

H(3B1)-C(3B)-H(3B2) 107.9 

C(3B)-C(4B)-S(1B) 113.2(3) 

C(3B)-C(4B)-H(4B1) 108.9 

S(1B)-C(4B)-H(4B1) 108.9 

C(3B)-C(4B)-H(4B2) 108.9 

S(1B)-C(4B)-H(4B2) 108.9 

H(4B1)-C(4B)-H(4B2) 107.8 

N(1B)-C(5B)-N(2B) 122.4(4) 

N(1B)-C(5B)-S(1B) 128.3(3) 

N(2B)-C(5B)-S(1B) 109.3(3) 

O(1B)-C(6B)-N(2B) 122.2(4) 

O(1B)-C(6B)-C(7B) 121.2(4) 
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N(2B)-C(6B)-C(7B) 116.6(4) 

C(12B)-C(7B)-C(8B) 119.6(4) 

C(12B)-C(7B)-C(6B) 117.3(4) 

C(8B)-C(7B)-C(6B) 123.1(4) 

C(9B)-C(8B)-C(7B) 120.0(4) 

C(9B)-C(8B)-H(8B) 120.0 

C(7B)-C(8B)-H(8B) 120.0 

C(8B)-C(9B)-C(10B) 120.7(5) 

C(8B)-C(9B)-H(9B) 119.6 

C(10B)-C(9B)-H(9B) 119.6 

C(11B)-C(10B)-C(9B) 119.5(5) 

C(11B)-C(10B)-H(10B) 120.3 

C(9B)-C(10B)-H(10B) 120.3 

C(10B)-C(11B)-C(12B) 120.6(5) 

C(10B)-C(11B)-H(11B) 119.7 

C(12B)-C(11B)-H(11B) 119.7 

C(7B)-C(12B)-C(11B) 119.5(5) 

C(7B)-C(12B)-H(12B) 120.2 

C(11B)-C(12B)-H(12B) 120.2 

_____________________________________________________________ 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:  

 

Table 3.  Torsion angles [°] for (3). 

________________________________________________________________ 

C(5A)-N(1A)-C(2A)-C(3A) 37.5(5) 

Cu(1)-N(1A)-C(2A)-C(3A) -136.3(3) 

N(1A)-C(2A)-C(3A)-C(4A) -65.1(5) 

C(2A)-C(3A)-C(4A)-S(1A) 55.2(5) 

C(5A)-S(1A)-C(4A)-C(3A) -21.3(4) 

C(2A)-N(1A)-C(5A)-N(2A) 176.2(4) 

Cu(1)-N(1A)-C(5A)-N(2A) -11.0(5) 

C(2A)-N(1A)-C(5A)-S(1A) -2.3(6) 

Cu(1)-N(1A)-C(5A)-S(1A) 170.5(2) 

C(6A)-N(2A)-C(5A)-N(1A) -16.8(6) 

C(6A)-N(2A)-C(5A)-S(1A) 161.9(3) 

C(4A)-S(1A)-C(5A)-N(1A) -5.4(4) 

C(4A)-S(1A)-C(5A)-N(2A) 175.9(3) 

Cu(1)-O(1A)-C(6A)-N(2A) 15.5(6) 

Cu(1)-O(1A)-C(6A)-C(7A) -165.4(2) 

C(5A)-N(2A)-C(6A)-O(1A) 13.7(6) 
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C(5A)-N(2A)-C(6A)-C(7A) -165.5(4) 

O(1A)-C(6A)-C(7A)-C(12A) 27.0(6) 

N(2A)-C(6A)-C(7A)-C(12A) -153.8(4) 

O(1A)-C(6A)-C(7A)-C(8A) -150.5(4) 

N(2A)-C(6A)-C(7A)-C(8A) 28.7(6) 

C(12A)-C(7A)-C(8A)-C(9A) 1.8(6) 

C(6A)-C(7A)-C(8A)-C(9A) 179.2(4) 

C(7A)-C(8A)-C(9A)-C(10A) -1.9(7) 

C(8A)-C(9A)-C(10A)-C(11A) 1.4(8) 

C(9A)-C(10A)-C(11A)-C(12A) -0.9(8) 

C(10A)-C(11A)-C(12A)-C(7A) 0.9(7) 

C(8A)-C(7A)-C(12A)-C(11A) -1.3(6) 

C(6A)-C(7A)-C(12A)-C(11A) -178.9(4) 

C(5B)-N(1B)-C(2B)-C(3B) 42.5(5) 

Cu(1)-N(1B)-C(2B)-C(3B) -133.1(3) 

N(1B)-C(2B)-C(3B)-C(4B) -69.2(5) 

C(2B)-C(3B)-C(4B)-S(1B) 50.6(5) 

C(5B)-S(1B)-C(4B)-C(3B) -12.3(4) 

C(2B)-N(1B)-C(5B)-N(2B) 178.1(3) 

Cu(1)-N(1B)-C(5B)-N(2B) -6.9(5) 

C(2B)-N(1B)-C(5B)-S(1B) -0.7(5) 

Cu(1)-N(1B)-C(5B)-S(1B) 174.29(19) 

C(6B)-N(2B)-C(5B)-N(1B) -20.9(6) 

C(6B)-N(2B)-C(5B)-S(1B) 158.1(3) 

C(4B)-S(1B)-C(5B)-N(1B) -13.8(4) 

C(4B)-S(1B)-C(5B)-N(2B) 167.3(3) 

Cu(1)-O(1B)-C(6B)-N(2B) 19.7(5) 

Cu(1)-O(1B)-C(6B)-C(7B) -158.2(3) 

C(5B)-N(2B)-C(6B)-O(1B) 13.0(6) 

C(5B)-N(2B)-C(6B)-C(7B) -169.0(4) 

O(1B)-C(6B)-C(7B)-C(12B) 25.7(5) 

N(2B)-C(6B)-C(7B)-C(12B) -152.4(4) 

O(1B)-C(6B)-C(7B)-C(8B) -156.8(4) 

N(2B)-C(6B)-C(7B)-C(8B) 25.2(5) 

C(12B)-C(7B)-C(8B)-C(9B) 2.3(6) 

C(6B)-C(7B)-C(8B)-C(9B) -175.1(4) 

C(7B)-C(8B)-C(9B)-C(10B) 0.0(6) 

C(8B)-C(9B)-C(10B)-C(11B) -1.7(7) 

C(9B)-C(10B)-C(11B)-C(12B) 1.1(7) 

C(8B)-C(7B)-C(12B)-C(11B) -3.0(6) 
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C(6B)-C(7B)-C(12B)-C(11B) 174.6(4) 

C(10B)-C(11B)-C(12B)-C(7B) 1.3(7) 

________________________________________________________________ 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:  

 

Table 4.  Hydrogen bonds for (3) [Å and °]. 

____________________________________________________________________________ 

D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA) 

____________________________________________________________________________ 

 C(2A)-H(2A1)...Cl(2)#1 0.97 2.87 3.663(5) 140.0 

 C(2A)-H(2A2)...S(1B)#2 0.97 3.03 3.943(4) 158.2 

 N(2A)-H(2A)...Cl(1)#3 0.75(4) 2.70(4) 3.434(4) 167(4) 

 N(2B)-H(2B)...Cl(1)#2 0.84(5) 2.54(5) 3.356(4) 165(4) 

____________________________________________________________________________ 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:  

#1 -x+2,-y,-z+1    #2 -x+1,-y+1,-z    #3 -x+1,-y+1,-z+1  

 

Приложение 3.  

РСА 

Данные РСА для комплекса (2) - CuL1
2                         CCDC № 2027415 

Table 1.  Crystal data and structure refinement for …(2)... 

Identification code  ….. 

Empirical formula  C22 H22 Cu N4 O2 S2 

Formula weight  502.09 

Temperature  295(2) K 

Wavelength  1.54186 Å 

Crystal system  Monoclinic 

Space group  P 21/n 

Unit cell dimensions a = 6.8403(4) Å  = 90°. 

 b = 13.5674(6) Å  = 97.162(4)°. 

 c = 11.5670(6) Å  = 90°. 

Volume 1065.10(10) Å 3 

Z 2 

Density (calculated) 1.566 Mg/m3 

Absorption coefficient 3.512 mm-1 

F(000) 518 

Crystal size .21 x .16 x .12 mm3 

Theta range for data collection 5.048 to 70.374°. 

Index ranges -8<=h<=4, -16<=k<=16, -11<=l<=14 

Reflections collected 7812 
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Independent reflections 1963 [R(int) = 0.0410] 

Completeness to theta = 67.686° 97.0 %  

Refinement method Full-matrix least-squares on F2 

Data / restraints / parameters 1963 / 0 / 143 

Goodness-of-fit on F2 0.977 

Final R indices [I>2sigma(I)] R1 = 0.0322, wR2 = 0.0840 

R indices (all data) R1 = 0.0428, wR2 = 0.0873 

Extinction coefficient 0.0050(5) 

Largest diff. peak and hole 0.333 and -0.400 e. Å -3 

Table 2.   Bond lengths [Å] and angles [°] for (2)….. 

_____________________________________________________ 

Cu(1)-O(1)#1  1.9081(15) 

Cu(1)-O(1)  1.9081(15) 

Cu(1)-N(1)  1.9847(18) 

Cu(1)-N(1)#1  1.9848(18) 

S(1)-C(5)  1.765(2) 

S(1)-C(4)  1.799(2) 

O(1)-C(6)  1.277(2) 

N(1)-C(5)  1.303(3) 

N(1)-C(2)  1.483(3) 

N(2)-C(6)  1.308(3) 

N(2)-C(5)  1.361(3) 

C(2)-C(3)  1.491(3) 

C(2)-H(2A)  0.9700 

C(2)-H(2B)  0.9700 

C(3)-C(4)  1.515(3) 

C(3)-H(3A)  0.9700 

C(3)-H(3B)  0.9700 

C(4)-H(4A)  0.9700 

C(4)-H(4B)  0.9700 

C(6)-C(7)  1.491(3) 

C(7)-C(12)  1.391(3) 

C(7)-C(8)  1.392(3) 

C(8)-C(9)  1.374(3) 

C(8)-H(8)  0.9300 

C(9)-C(10)  1.373(4) 

C(9)-H(9)  0.9300 

C(10)-C(11)  1.374(4) 

C(10)-H(10)  0.9300 

C(11)-C(12)  1.382(3) 
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C(11)-H(11)  0.9300 

C(12)-H(12)  0.9300 

 

O(1)#1-Cu(1)-O(1) 180.0 

O(1)#1-Cu(1)-N(1) 90.20(7) 

O(1)-Cu(1)-N(1) 89.80(7) 

O(1)#1-Cu(1)-N(1)#1 89.80(7) 

O(1)-Cu(1)-N(1)#1 90.20(7) 

N(1)-Cu(1)-N(1)#1 180.0 

C(5)-S(1)-C(4) 104.08(11) 

C(6)-O(1)-Cu(1) 126.81(14) 

C(5)-N(1)-C(2) 120.01(19) 

C(5)-N(1)-Cu(1) 121.74(16) 

C(2)-N(1)-Cu(1) 117.50(13) 

C(6)-N(2)-C(5) 122.37(18) 

N(1)-C(2)-C(3) 116.1(2) 

N(1)-C(2)-H(2A) 108.3 

C(3)-C(2)-H(2A) 108.3 

N(1)-C(2)-H(2B) 108.3 

C(3)-C(2)-H(2B) 108.3 

H(2A)-C(2)-H(2B) 107.4 

C(2)-C(3)-C(4) 111.6(2) 

C(2)-C(3)-H(3A) 109.3 

C(4)-C(3)-H(3A) 109.3 

C(2)-C(3)-H(3B) 109.3 

C(4)-C(3)-H(3B) 109.3 

H(3A)-C(3)-H(3B) 108.0 

C(3)-C(4)-S(1) 110.18(17) 

C(3)-C(4)-H(4A) 109.6 

S(1)-C(4)-H(4A) 109.6 

C(3)-C(4)-H(4B) 109.6 

S(1)-C(4)-H(4B) 109.6 

H(4A)-C(4)-H(4B) 108.1 

N(1)-C(5)-N(2) 128.0(2) 

N(1)-C(5)-S(1) 126.67(17) 

N(2)-C(5)-S(1) 105.32(14) 

O(1)-C(6)-N(2) 127.8(2) 

O(1)-C(6)-C(7) 115.69(19) 

N(2)-C(6)-C(7) 116.56(18) 

C(12)-C(7)-C(8) 118.3(2) 
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C(12)-C(7)-C(6) 120.81(19) 

C(8)-C(7)-C(6) 120.9(2) 

C(9)-C(8)-C(7) 120.6(2) 

C(9)-C(8)-H(8) 119.7 

C(7)-C(8)-H(8) 119.7 

C(10)-C(9)-C(8) 120.7(2) 

C(10)-C(9)-H(9) 119.6 

C(8)-C(9)-H(9) 119.6 

C(9)-C(10)-C(11) 119.5(2) 

C(9)-C(10)-H(10) 120.3 

C(11)-C(10)-H(10) 120.3 

C(10)-C(11)-C(12) 120.5(2) 

C(10)-C(11)-H(11) 119.8 

C(12)-C(11)-H(11) 119.8 

C(11)-C(12)-C(7) 120.4(2) 

C(11)-C(12)-H(12) 119.8 

C(7)-C(12)-H(12) 119.8 

_____________________________________________________________ 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:  

#1 -x+2,-y+1,-z+1  

 

Table 3.  Torsion angles [°] for  (2). 

________________________________________________________________ 

C(5)-N(1)-C(2)-C(3) 28.9(3) 

Cu(1)-N(1)-C(2)-C(3) -160.75(19) 

N(1)-C(2)-C(3)-C(4) -63.5(3) 

C(2)-C(3)-C(4)-S(1) 59.9(3) 

C(5)-S(1)-C(4)-C(3) -27.8(2) 

C(2)-N(1)-C(5)-N(2) -174.7(2) 

Cu(1)-N(1)-C(5)-N(2) 15.4(3) 

C(2)-N(1)-C(5)-S(1) 3.4(3) 

Cu(1)-N(1)-C(5)-S(1) -166.52(12) 

C(6)-N(2)-C(5)-N(1) -0.2(4) 

C(6)-N(2)-C(5)-S(1) -178.66(18) 

C(4)-S(1)-C(5)-N(1) -2.8(2) 

C(4)-S(1)-C(5)-N(2) 175.60(16) 

Cu(1)-O(1)-C(6)-N(2) -8.2(3) 

Cu(1)-O(1)-C(6)-C(7) 172.17(14) 

C(5)-N(2)-C(6)-O(1) -4.4(4) 

C(5)-N(2)-C(6)-C(7) 175.23(19) 
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O(1)-C(6)-C(7)-C(12) 0.8(3) 

N(2)-C(6)-C(7)-C(12) -178.9(2) 

O(1)-C(6)-C(7)-C(8) -179.1(2) 

N(2)-C(6)-C(7)-C(8) 1.2(3) 

C(12)-C(7)-C(8)-C(9) -0.9(4) 

C(6)-C(7)-C(8)-C(9) 179.0(2) 

C(7)-C(8)-C(9)-C(10) 0.9(4) 

C(8)-C(9)-C(10)-C(11) 0.1(4) 

C(9)-C(10)-C(11)-C(12) -1.1(4) 

C(10)-C(11)-C(12)-C(7) 1.1(4) 

C(8)-C(7)-C(12)-C(11) -0.1(4) 

C(6)-C(7)-C(12)-C(11) 180.0(2) 

________________________________________________________________ 

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:  

#1 -x+2,-y+1,-z+1  

Приложение 4. 

ИК-спектры 

Исследование проводили при поддержке ЦКП МГУ «Технологии получения новых 

наноструктурированных материалов и их комплексное исследование», национального 

проекта «Наука» и Программы развития МГУ. Инфракрасные спектры получили с 

помощью Фурье-спектрометра («Perkin Elmer», Spectrum Three FTIR spectrometer, Waltham, 

США) в режиме нарушенного полного внутреннего отражения (НПВО). Диапазон волн 

составил 520-4000 см-1, использовали универсальной для НПВО систему (алмаз/кристалл 

KRS-5). 

1. ИК-НПВО спектр КМЦ (красная линия) и спектр II (черная линия) в диапазоне от 

4000 до 520 см–1. Число сканирований спектра и фона — 64, разрешение 2 см–1 

 

2. ИК-НПВО спектр L1 (ТВ) в диапазоне от 4000 до 520 см–1. Число сканирований 

спектра и фона — 64, разрешение 2 см–1 
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Длина 

волны

, см-1 

 

3564 Водородные связи 

3460 амидная группа? 

3209 N–H или O–H 

3055 C–H (Аромат) 

2965 CH2 в цикле 

2815 CH2 в цикле 

1704 С=O 

1614 C=C (Аромат), но там еще вода! 

https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C7732185&Typ

e=IR-SPEC&Index=1 

1573 C=C (Аромат) 

1467 CH2 в цикле (деформационное) // CH 

1410 CH2 в цикле 

1367 CH2 
  1244 C-N (алифатические амины или амидные группы) 

1067 деформ. плоскостные колебания CH2 в аром кольце 

1004 С-H деформ в аромат кольце // C-S  

702 C-S  

593 C-S  

3. ИК-НПВО спектр КМЦ (черная линия), VIII (красная линия) и L1 (синяя линия) в 

диапазоне от 4000 до 520 см–1. Число сканирований спектра и фона — 64, 

разрешение 2 см–1 
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4. ИК-НПВО спектр L2 (сухое вещество) в диапазоне от 4000 до 520 см–1. Число 

сканирований спектра и фона — 64, разрешение 2 см–1 

 

 

Длина волны, см-1  

3215 иминная группа 

3016 C–H 

2950 пиперидиновое 

кольцо 

2450-1800 иминная группа 

2858 пиперидиновое 

кольцо 

1493 пиперидиновое 

кольцо? 

1438 S в тиомочевине? 

1366 CH(CH3)2 и или 

Ar-N 

1250 Ar-N 

1231 S в тиомочевине 

1168 1,4-замещенное 

кольцо 

1143 CH(CH3)2 

 1063 1,4-замещенное 

кольцо 

1020 1,4-замещенное 

кольцо 

852 1,4-замещенное 

кольцо 

834 1,4-замещенное 

кольцо 
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755 CH2 в пипиридине? 

708 CH2 в пипиридине? 

665 пиперидиновое 

кольцо 

599 пиперидиновое 

кольцо 

5. ИК-НПВО спектр КМЦ (черная линия), X (красная линия) и L2 (синяя линия) в 

диапазоне от 4000 до 520 см–1. Число сканирований спектра и фона — 64, 

разрешение 2 см–1 
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