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Введение. Проведен синтез конъюгата, состоящего из метотрексата и бифункционального хелатирующего агента. Подоб-

ное соединение отличается свойством таргетности по отношению к очагам аутоиммунных артритов. Цель работы – син-

тезировать комплекс, содержащий радионуклид лютеций-177, для терапии аутоиммунных артритов.

Методика. После проведения синтеза радиохимическую чистоту полученного препарата определяли методом тонкослой-

ной хроматографии. В исследованиях in vivo в качестве тест-системы были задействованы аутбредные крысы, самцы в 

количестве 12 особей. Перед началом исследования животные были распределены на контрольную группу и исследуе-

мую по биораспределению. Исследование биораспределения радиоконъюгата производилось общепринятым способом 

прямой радиометрии. Оценка производилась путем прямого сравнения распределения радиофармацевтического препа-

рата в крови и органах животных. С учетом периода полураспада радионуклида 177Lu исследования в контрольных точках 

при изучении фармакокинетики и биораспределения тестируемых препаратов оценивалось не менее 3 особей животных.

результаты. Радиохимическая чистота синтезированного препарата составила не менее 95%. Исследования биораспре-

деления показали тенденции к накоплению препарата в ткани почек, сердца, легких, в остальных оцениваемых органах 

и тканях накопление препарата имело умеренный и транзиторный характер. Терапевтический радиофармацевтический 

препарат продемонстрировал удовлетворительный уровень эффективности в отношении целевой нозологии: отмечалось 

клинически значимое улучшение и частичное восстановление функций пораженной конечности.

заключение. Результаты исследования могут быть внедрены в практику научной работы по разработке лекарственных средств 

и средств медицинского применения и являются основанием для проведения расширенного углубленного исследования и опти-

мизации механизмов таргетного действия исследуемых в данной работе радиофармацевтических лекарственных препаратов.
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Background. A conjugate consisting of methotrexate and a bifunctional chelating agent was synthesized. This compound is dis-

tinguished by its ability to target foci of autoimmune arthritis. 

Aim. To synthesize a radionuclide 177Lu-based complex for the treatment of autoimmune arthritis.

Methods. After synthesis, the radiochemical purity of the complex was determined by thin layer chromatography. In the in vivo 

study, 12 outbred male rats were used as a test system. Prior to the biodistribution study, the animals were divided into a con-

trol group and a study group. The radioconjugate biodistribution was assessed with the generally accepted method of direct 

radiometry by direct comparison of radiopharmaceutical distribution in blood and organs. Taking into account the 177Lu half-

life, at least three animals were assessed at measurement points when studying the radiopharmaceutical pharmacokinetics and 

biodistribution.

Results. The radiochemical purity of the 177Lu-based complex was no less than 95%. Biodistribution studies showed a ten-

dency towards radioactivity accumulation in the kidneys, heart, and lungs. In the remaining assessed organs and tissues, the 

radioactivity accumulation was moderate and transient. The therapeutic radiopharmaceutical demonstrated a satisfactory 

effectiveness in relation to the target nosology, autoimmune arthritis, evident as clinically significant improvement and partial 

restoration of the functions of the affected limb.

Conclusion. The results of the study can be implemented in the practice for the development of drugs and medical devices and 

justify conducting an expanded study and optimizing the mechanisms for targeted action of the radiopharmaceuticals, such as 

studied in the present work.
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Введение

Радиосиновэктомия – радиоизотопный метод ле-

чения воспалительных заболеваний суставов с дока-

занной эффективностью [1]. При введении радиоак-

тивного вещества в сустав происходит воздействие на 

синовиальную оболочку сустава, что ведет к формиро-

ванию ее поверхностного фиброза и стойкому подавле-

нию воспаления. Метод является альтернативой хирур-

гической синовэктомии и предназначен для местного 

лечения практически всех видов хронических синови-

тов, за исключением инфекционного. Традиционное 

лечение ревматических заболеваний основано на низ-

ких дозах препарата метотрексат – цитостатического 

препарата из группы антиметаболитов, антагонистов 

фолиевой кислоты [2-4]. Согласно рекомендациям Ев-

ропейского альянса ассоциаций ревматологов, базис-

ным противовоспалительным препаратом первой ли-

нии при этом является метотрексат [5].

Целью проведенных исследований являлась разра-

ботка, синтез и исследование препарата для таргетной 

радионуклидной терапии аутоиммунных (ревматоид-

ных) артритов – коньюгата состава вектор-хелатор-ра-

дионуклид. Препарат представляет собой синтетиче-

скую конструкцию, состоящую из бифункционально-

го хелатирующего агента (БФХА), конъюгированного 

с молекулой метотрексата. Посредством присоеди-

ненного к аутоиммунному комплексу хелатора DOTA 

конструкция нагружена β-излучающим радионукли-

дом 177Lu. 

Использование радиоактивно меченных агентов с ме-

тотрексатом в качестве инструмента для раннего обнару-

жения и визуализации воспаления у пациентов с ревма-

тоидным артритом дало многообещающие результаты 

[6-9]. В этой связи использование метотрексата может 

найти применение не только в непосредственно диагно-

стических, но и в тераностических подходах. Так, конъ-

югат, обладающий сродством к фолатным рецепторам на 

активированных макрофагах, может использоваться для 

визуализации и адресной терапии аутоиммунного (рев-

матоидного) артрита. Преимущество такого подхода за-

ключается в том, что метотрексат в конъюгате является 

не только вектором, доставляющим радионуклид к ми-

шени, но и лекарственным агентом.

Цель исследования – создание перспективного ра-

диофармацевтического таргетного препарата для тера-

ностики аутоиммунных артритов, обладающего ком-

бинированным действием веществ на патологический 

очаг, в результате чего суммарный эффект будет пре-

вышать действие, оказываемое на подобный очаг каж-

дым компонентом в отдельности.

Методика

Все реактивы для синтеза получены от Acros 

Organics, ABCR, Sigma-Aldrich и использовались без 

дополнительной очистки. Спектры ЯМР регистри-

ровали на Фурье ЯМР-спектрометре Bruker AVANCE 

III NanoBay 300 МГц (спектры регистрировали в ре-

жиме стабилизации по дейтерию, термостабилиза-

ция 25ºС, внутренний стандарт – тетраметилсилан) 

в ДМСО-d6. Химические сдвиги приведены в мил-

лионных долях (δ), КССВ – в герцах. Аналитиче-

скую ВЭЖХ проводили на хроматографической си-

стеме Agilent LC/MS 1200, с использованием колонки 

Reprosil – Pur Basic C18 (5 мкм), 4.6×240 мм, подвиж-

ная фаза: буфер А – 0.1% TFA в воде, буфер Б – 0.1% 

TFA в ацетонитриле, элюирование градиентом кон-

центрации буфера Б в буфере А от 5 до 100% за 20 мин; 

скорость потока 1 мл/мин, детекция при 220 нм. Со-

единения очищали с помощью обращенно-фазо-

вой ВЭЖХ на установке, состоящей из двух насосов 

«GILSON 306» производительностью до 25 мл/мин, 

манометрического модуля «GILSON 805» и спектро-

фотометрического детектора UVV-105 («JET chrom»). 

Разделение проводили на колонке ReproSil-Pur AQ C18 

(5 мкм) размером 250×10 мм с предколонкой ReproSil-

Pur AQ C18 (10 мкм) размером 30×8 мм. Элюент — 

водный ацетатно-аммонийный буфер (рН 5)/MeCN 

(3:2). Масс-спектры ионизации электрораспылени-

ем (ИЭР) получены на масс-спектрометре amaZon 

Bruker Daltonics с ионной ловушкой. Измерение про-

водилось в режиме регистрации положительных ионов 

в диапазоне m/z от 70 до 2200. Напряжение на капил-

ляре распылителя составляло − 4500 В. В качестве га-

за-носителя использовался азот с температурой 100ºС 

и расходом 6 л/мин. В качестве элюента использовали 

раствор состава ацетонитрил + ТФУ (0.01%) со скоро-

стью потока 0.3 мл/мин (хроматограф Thermo Scientific 

UltiMate 3000). Анализируемый образец растворяли 

в ацетонитиле + ТФУ (0.01%) до концентрации 0.5-

1 г/л. Ввод образца в поток производился через авто-

семплер. Объем вкалываемой пробы 2 мкл. Полноту 

протекания реакций контролировали с помощью тон-

кослойной хроматографии (ТСХ) на пластинах TLC 

Silicagel 60 F254, элюент — хлороформ/метанол 3:1.

Для синтеза конъюгата выбран и апробирован ме-

тод, в котором метотрексат соединен с бифункцио-

нальным хелатирующим агентом DOTA через эти-

лендиаминный линкер EDA – (DOTA-EDA-MTX). 

На первом этапе проводится синтез промежуточного 

производного DOTA с этилендиамином ((t-Bu)
3
DOTА-

EDA (3)) через амидирование метилового или этилово-
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го эфира ((t-Bu)
3
DOTA-OAlk(2)) [10,11]. Затем прово-

дится синтез целевого соединения по методике, опи-

санной в работе [12]. Общая схема синтеза приведена 

на рис. 1.

На первой стадии процесса получения аминного 

производного 3 синтезировали DO
3
A(tBu)

3 
(1), после 

чего проводили реакцию алкилирования полученно-

го 1 этилбромацетатом.

На следующей стадии реакцией аминолиза 

(t-Bu)
3
DOTA-OEt (2) этилендиамином получали со-

единение 3.

Взаимодействием MTX с гидроксисукцинимидом 

с использованием дициклогексилкарбодиимида (DCC) 

в качестве конденсирующего агента в диметилформа-

миде получали активированный сукцинимидный эфир 

метотрексата, к которому далее без выделения добав-

ляли соединение 3 с получением трет-бутилового эфи-

ра конъюгата (t-Bu)
3
DOTA-EDA-MTX (соединение 4).

Трет-бутиловые эфиры удаляли обработкой сое-

динения 4 трифторуксусной кислотой (TFA) с после-

дующей очисткой смеси при помощи препаративной 

ВЭЖХ. В результате получали коньюгат (DOTA-EDA-

MTX) (соединение 5), который можно использовать 

для связывания с радионуклидом 177Lu.

Радионуклид 177Lu получали «непрямым» методом 

на исследовательском реакторе ИР-8 НИЦ «Курча-

рис. 1. Схема синтеза конъюгата (DOTA-EDA-MTX).

Fig. 1. Scheme for the (DOTA-EDA-MTX) synthesis.
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товский институт» по реакции радиационного захва-

та 176Yb(n,γ)177Yb→177Lu облучением оксида иттербия 

Yb
2
O

3
, обогащенного (99,8%) по изотопу 176Yb, экспо-

зиция 100 ч. На момент окончания облучения актив-

ность 177Lu в образце 176Yb
2
O

3
 массой 111 мг составила 

(1,36±0,1)´109 Бк. Удельная активность 177Lu на момент 

окончания облучения ≈0,33 мКи/мг. Измерения актив-

ности проводили на γ-спектрометре Canberra GL0515R. 

Для разделения Lu и Yb использована методика, осно-

ванная на явлении контактного восстановления (цемен-

тации) – электрохимического вытеснения одних метал-

лов другими из их соединений. Детально процесс ради-

охимического выделения описан в работе [13].

Для синтеза препарата использовался водный рас-

твор конъюгата DOTA-EDA-MTX (4 мг/мл) с молеку-

лярной массой 883 г/моль. Получение [177Lu]Lu-DOTA-

EDA-MTX проводили в среде 0,15 М СH
3
COONa при 

рН 5,8-6,1. К этой среде, содержащей 177Lu, добавля-

ли препарат так, чтобы концентрация в реакционной 

смеси составляла значения от 0,01 до 1 ммоль/л. Вви-

ду хелатирования катиона лигандом DOTA в составе 

данного конъюгата реакции комплексообразования 

проводили при 90°С.

Для определения чистоты синтезированного ком-

плекса использовали метод тонкослойной хромато-

графии (ТСХ): элюент – 10% CH
3
COONH

4
-MeOH v/

v=1/1, неподвижная фаза – SiO
2
 на Al. При этих усло-

виях лютеций вне комплекса остается на старте пласти-

ны, а комплекс [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX движется 

с фронтом элюента, поскольку обозначенный элюент 

используется для анализа комплексов лютеция с оли-

гопептидами [14]. Сканирование пластины после про-

хождения элюента на предмет гамма-активности по-

зволяет вычислить значение радиохимической чисто-

ты (РХЧ) препарата, представляющее собой отношение 

активности радионуклида в нужной химической фор-

ме (в данном случае в составе терапевтического ком-

плекса) к общей активности радионуклида в образце.

В исследованиях in vivo в качестве тест-системы 

были задействованы аутбредные крысы, самцы в коли-

честве 12 особей. Перед началом исследования живот-

ные были распределены на группы: контрольная груп-

па (n=3) и [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX (n=9).

Адаптация к групповому содержанию в клетках со-

ставляла не менее 5 дней. В указанный период у жи-

вотных ежедневно оценивали общее клиническое со-

стояние путем визуального группового осмотра. От-

клонений в клиническом состоянии животных за весь 

период адаптации не выявлено. 

При передаче животных в эксперимент был прове-

ден клинический осмотр партии животных. В экспери-

мент были переданы клинически здоровые животные. 

Животных содержали в стандартных условиях в соот-

ветствии с Директивой 2010/63/EU Европейского парла-

мента и совета Европейского союза от 22 сентября 2010 г. 

по охране животных, используемых в научных целях. 

Животных содержали в индивидуально вентилируемых 

клетках на подстиле. В каждой клетке находились жи-

вотные одного вида, получающие один и тот же тести-

руемый объект. Площадь пола на одно животное соот-

ветствовала нормам. В качестве подстила использовали 

автоклавированные кукурузные гранулы. Автоклавиро-

ванный корм для содержания лабораторных животных, 

приготовленный по ГОСТ 34566-2019 «Комбикорма пол-

норационные для лабораторных животных». 

В экспериментальных исследованиях хронический 

артрит моделируется введением различных агентов, 

в том числе введением полного адъюванта Фрейнда. 

Данная модель широко используются для изучения 

специфической противовоспалительной активности 

фармакологических веществ. 

Адъювантиндуцированный артрит – это Т-лимфо-

цитарнозависимый артрит, который включает разви-

тие отека околосуставных тканей, деградацию хряща, 

потерю функциональной активности сустава, лимфо-

цитарную инфильтрацию внутрисуставной полости, 

однако в меньшей степени наблюдается поражение 

хряща. Первые клинические признаки после введения 

индуктора патологии наблюдаются уже через 30 мин, 

а клинические признаки артрита появляются прибли-

зительно через 10 сут после введения адъюванта.

Индуктор патологии, полный адъювант Фрейнда 

(complete Freund adjuvant (CFA)) производства Sigma 

Aldrich в объеме 100 мкл вводился крысам в план-

тарную поверхность правой задней лапы двукратно 

на 0 и 7-е сут. 

Развитие моделируемого патологического процесса 

протекало без особенностей. Максимальные клиниче-

ские признаки артрита наблюдались к началу введения 

тестируемых радиофармацевтических лекарственных 

препаратов и заключались в выраженном отеке пора-

женной конечности, покраснении кожных покровов 

в области поражения с цианотичным оттенком, прак-

тически полном отсутствии способности подопытно-

го животного опираться на конечность.

Ежедневно до момента формирования групп ле-

чения проводился индивидуальный клинический ос-

мотр животных, с целью оценки следующих показате-

лей: выраженность отека, степень покраснения лапы 

и оценка двигательной активности.

Формирование экспериментальных групп осущест-

влялось при помощи метода модифицированной блоч-
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ной рандомизации. Так как реакция организма на мо-

делирующий агент наблюдалась в 100% случаях, в ран-

домизации участвовали все животные. Для этого всех 

животных случайным образом помещали в ячейки бло-

ка рандомизации (число ячеек блока рандомизации 

кратно числу групп в эксперименте). Далее, пользу-

ясь генератором случайных чисел, получали перечень 

данных, содержащий номера ячеек с животными и со-

ответствующие им номера групп, куда в дальнейшем 

были размещены животные.

По окончанию эксперимента крысы подвергались 

эвтаназии. Все эвтаназированные животные были под-

вергнуты процедуре некропсии, включающей внеш-

ний осмотр, осмотр места введения исследуемых объ-

ектов, всех отверстий, полостей тела и их содержимо-

го, получение биологического материала для прямой 

радиометрии.

Исследование биораспределения конъюгата [177Lu]

Lu-DOTA-EDA-MTX производилось общепринятым 

способом прямой радиометрии с использованием сер-

тифицированного и поверенного оборудования (жид-

костной сцинтилляционный счетчик Tri-Carb 2100TR). 

Исследуемый препарат разводили в изотоническом 

растворе, после чего следовало добавление немечено-

го метотрексата для повышения концентрации. Ито-

го, объем одной инъекции составлял 300 мкл, в кото-

ром содержалось 5 МБк [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX 

(концентрация метотрексата 1,78 ммоль/л), введение 

в крысу осуществлялось через хвостовую вену. Оцен-

ка производилась путем прямого сравнения распре-

деления радиофармацевтического препарата в кро-

ви и органах животных. С учетом периода полурас-

пада радионуклида 177Lu исследования в контрольных 

точках при изучении фармакокинетики и биораспре-

деления тестируемых препаратов оценивалось не ме-

нее 3 особей животных.

Взятие биологического материала производилось 

в условиях общего наркоза (инъекционный золетило-

вый наркоз, внутримышечно) при полной аутопсии 

животного. После окончания процедуры взятия кро-

ви животное подвергалось эвтаназии. Органы и ткани 

были взвешены и размещены в стерильных пробирках 

и подвергнуты радиологическому анализу.

Статистическая обработка производилась при по-

мощи пакета программ SPSS for Windows. Проверка 

характера распределения данных производилась рас-

четом критерия Колмогорова–Смирнова. Сравнение 

средних данных независимых выборок производилось 

при помощи U-критерия Манна–Уитни (при распре-

делении вариант в выборочной совокупности, отлич-

ном от нормального). Достоверным уровнем отличий 

считали вероятность не менее 95% (р<0,05), что являет-

ся стандартом в медико-биологических исследованиях.

результаты и обсуждение

Результаты синтеза [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX 

представлены на рис. 2. Видно, что после 20 мин син-

теза значительного изменения в радиохимической 

чистоте не наблюдается. Кроме того, при 0,1 мМ со-

держании лиганда более 95% радионуклида связано 

рис 2. Радиохимическая чистота получаемого меченного комплекса [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX в зависимости от концентрации лиганда и време-

ни синтеза.

Fig. 2. Radiochemical purity of the [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX complex depending on the ligand concentration. and synthesis time.
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уже через 5 мин. Кинетическую устойчивость конъ-

югата определяли по РХЧ препарата после выдерж-

ки при температуре 370С в растворе 0,9% NaCl или 

эмбриональной телячьей сыворотке (ЭТС) (HyClone 

Laboratories) в течение 2 сут. Для изучения диссоци-

ации в среде сывороточных белков образец разбав-

ляли сывороткой в 10 раз: v([177Lu]Lu-DOTA-EDA-

MTX)/v(ЭТС)=1/9. Через определённые интервалы 

времени отбирали 90 мкл образца, денатурировали 

спиртом v=270 мкл, охлаждали при 4°С для более 

эффективного осаждения белков и центрифугирова-

ли при 5000 об/мин в течение 5 мин. Затем отделя-

ли маточный раствор, измеряли на гамма-спектро-

метре его активность и рассчитывали долю активно-

сти, не связанную с белками сыворотки. Устойчивость 

в изотоническом растворе определяли методом тон-

кослойной хроматографии. Результаты представле-

ны в таблице.

Видно, что в течение 2-х сут инкубирования до-

ля радионуклида, связанного в комплекс, практиче-

ски не меняется, что говорит об устойчивости данно-

го соединения в этих средах.

Устойчивость [177lu]lu-DOTA-EDA-MTX в средах 

 Stability of [177lu]lu-DOTA-EDA-MTX in media

Среда

Medium

15 мин

15 min

30 мин

30 min

1 ч

1 hour

3 ч

3 hours

1 сут

1 day

2 сут

2 days

0,9% NaCl - - 95±3% - 98±1% 95±4%

ЭТС

FBS

92±6% 85±6% 94±5% 92±3% 93±6% 93±5%

рис. 3. Оценка биораспределения [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX в органах крысы с аутоиммунным артритом (контрольная точка 3 сут). По оси Х – до-

ля активности в органе от общей введенной активности, деленная на массу органа (%ID / г). Данные приведены в виде Me (QQ) (медиана и квар-

тили) и 95% доверительного интервала.

Fig. 3. Assessment of the biodistribution of [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX in the organs of rats with autoimmune arthritis (control point 3 days). The X axis 

is the proportion of activity in the organ from the total administered activity, divided by the mass of the organ (%ID / g). Data are presented as Me (QQ) 

(median and quartiles) and 95% confidence interval.
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Активность препарата, вводимая животному, со-

ставляла 5 МБк. Было проведено обследование крыс 

в 3 контрольных точках (3-7-15 сут). Сравнительные 

результаты прямой радиометрии, указывающей на ки-

нетические характеристики и распределение исследу-

емого препарата [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX в орга-

низме животного с трансплантированной опухолью 

приведены на рисунках 3-5. При анализе результатов 

прямой радиометрии отмечены тенденции к накопле-

нию препарата в нецелевых для терапии органах: ткани 

почек, сердца, легких. В остальных оцениваемых орга-

нах и тканях накопление препарата имело умеренный 

и, большей частью, транзиторный характер или прак-

тически не происходило.

При этом отмечается накопление препарата в це-

левом очаге (пораженный сустав), а именно, доля ак-

тивности в целевом органе с течением времени увели-

чивается, уступая лишь обозначенным нецелевым ор-

ганам с тенденцией накопления препарата.

Через 48 ч после терапии экспериментального ау-

тоиммунного артрита тестируемым препаратом наблю-

далось значительное клиническое улучшение (умень-

шение отека пораженной конечности, практически 

полное восстановление окраски покровных тканей) 

по сравнению с контрольной группой. Через 72 ч по-

сле начала лечения все животные из группы введения 

[177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX частично восстановили 

возможность опираться на пораженную конечность 

при ходьбе в отличие от контрольной группы.

заключение

Синтезировано соединение [177Lu]Lu-DOTA-EDA-

MTX, оптимизированы условия комплексообразова-

ния в зависимости концентрации лиганда и продол-

жительности синтеза. 

Проведены исследования устойчивости конъ-

югата [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX в биологических 

средах – эмбриональной телячьей сыворотке (ЭТС) 

рис. 4. Оценка биораспределения [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX в органах крысы с аутоиммунным артритом (контрольная точка 7 сут). По оси Х – до-

ля активности в органе от общей введенной активности, деленная на массу органа (%ID / г). Данные приведены в виде Me (QQ) (медиана и квар-

тили) и 95% доверительного интервала.

Fig. 4. Assessment of the biodistribution of [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX in the organs of rats with autoimmune arthritis (control point 7 days). The X ax-

is is the proportion of activity in the organ from the total administered activity, divided by the mass of the organ (%ID / g). Data are presented as Me 

(QQ) (median and quartiles) and 95% confidence interval.
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и изотоническом растворе (0,9% NaCl). Устойчи-

вость в растворе NaCl составила >95%, а в сыворот-

ке ЭТС >85%. 

Проведены исследования in vivo на лаборатор-

ных животных после внедрения ревматоидного ар-

трита. Через 48 часов после начала терапии наблюда-

лось значительное клиническое улучшение, через 72 ч 

все животные этой группы частично восстановили воз-

можность опираться на пораженную конечность при 

ходьбе. Препарат [177Lu]Lu-DOTA-EDA-MTX проде-

монстрировал удовлетворительный уровень эффек-

тивности в отношении целевой нозологии: отмечалось 

клинически значимое улучшение и частичное восста-

новление функций пораженной конечности. 

Результаты исследования могут быть внедрены 

в практику научной работы по разработке лекарствен-

ных средств и средств медицинского применения и яв-

ляются основанием для проведения расширенного 

углубленного исследования и оптимизации механиз-

мов таргетного действия исследуемых в данной рабо-

те радиофармацевтических лекарственных препаратов.
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Методика

Приложение 1

Методика определения чистоты коньюгата

Определение содержания основного вещества в ис-

следуемом образце проводится методом высокоэф-

фективной жидкостной хроматогафии, сопряжённой 

с масс-спектрометрией (методом LC/MS).

Содержание основного вещества и идентификацию 

по молекулярному иону [M+H]+ определяли методом 

высокоэффективной жидкостной хроматографии с де-

тектированием спектрофотометрическим и масс-спек-

трометрическим. Испытания проводили в соответ-

ствии с методикой,

Приготовление элюента А (вода с 0,01% ТФУК)

В стакан объёмом 3 л наливают 2 л деионизирован-

ной воды и добавляют 200 мкл трифторуксусной кис-

лоты (ТФУК), после чего перемешивают на магнитной 

мешалке при скорости 400 об/мин в течение 3 мин. По-

сле этого элюент отфильтровывают через фильтр с по-

рами 0,45 мкм и переливают в чистую стеклянную ём-

кость для элюента А.

Приготовление элюента В (ацетонитрил с 0,01% 

ТФУК)

В стакан объёмом 3 л наливают 2 л ацетонитрила 

для хроматографии и добавляют 200 мкл ТФУК, по-

сле чего перемешивают на магнитной мешалке при 

скорости 400 об/мин в течение 3 мин. После этого пе-

реливают элюент в чистую стеклянную ёмкость для 

элюента В.

Приготовление раствора для растворения образцов 

(вода – ацетонитрил – ТФУК 500:500:1).

В стакан объёмом 200 мл наливают 50 мл деиони-

зированой воды и 50 мл ацетонитрила для хроматогра-

фии, добавляют 100 мкл ТФУК, после чего перемеши-

вают на магнитной мешалке при скорости 400 оборо-

тов в минуту в течение 3 мин. После этого переливают 

раствор в чистую стеклянную ёмкость.

Приготовление раствора образца для анализа

На аналитических весах (с точностью 0,1 мг) непо-

средственно в таре для растворения взвешивают наве-

ску 1 мг образца. Добавляют 2 мл раствора для раство-

рения образцов и выдерживают в ультразвуковой бане 

в течение 60-120 с до полного растворения. Если в рас-

творе остаются твёрдые включения или муть, то жид-

кость подвергают центрифугированию в течение 2 мин 

при 13 000 об/мин на настольной центрифуге. После 

этого 400 мкл полученного раствора переносят в виал. 

Виал помещают в автосемплер хроматографической 

системы Agilent LC/MS 1200.

Проведение LC/MS анализа

Подготовка прибора и проведение анализа произ-

водится по инструкции, прилагаемой к прибору.

Колонку перед анализом уравновешивают подвиж-

ной фазой имеющую состав: 95% элюента А и 5% элю-

ента В, скорость потока 1 мл/мин, до получения ста-

бильной базовой линии (примерно 10 мин). После это-

го производят анализ образца. 

Параметры анализа:

- колонка – ReproSil-Pur Basic C18 5 мкм разме-

ром 250×4,6 мм с предколонкой SecurityGuard Car-

tridges Widepore C18 4×2 мм;

- объём вводимого раствора образца – 2 мкл;

- скорость потока 1 мл/мин; 

- используется градиентная подача элюента по схе-

ме от смеси элюентов 95% А + 5% В до 100% В за 20 мин, 

затем изократическая подача 100% В в течение 2 мин;

 – детектирование на УФ-детекторе с длиной вол-

ны 220 нм. 

Содержание основного вещества в образце опре-

деляется относительной величиной площади пика на 

хроматограмме. 

Спектры ESI-MS регистрируются на MS детек-

торе Agilent Ion Trap 6310. Ионизация пробы с помо-

щью электроспрея, регистрация в режиме положи-

тельных ионов, в некоторых случаях в режиме отри-

цательных ионов. 

 Настройки масс-детектора: 

- давление на нибулайзере 40 psi; 

- напряжение на нибулайзере 3500 вольт; 

- поток шторного газа 7 л в мин; 

- температура газа носителя 360ºС; 

- детекция масс в диапазоне от 70 до 1500 атомных 

единиц массы.

Параметром, характеризующим анализируемое ве-

щество, является молекулярный вес иона, определён-

ный МС детектором.

Испытуемый образец растворяли и анализи-

ровали в соответствии с описанной методикой 

с использованием хроматографической системы Ag-

ilent 1290 Infinity LC, оснащенной спектрофотометри-

ческим детектором. 

Для идентификации по молекулярному иону испы-

туемый образец анализировали с использованием хро-

матографической системы Agilent LC/MS 1290, осна-

щенной масс-спектрометрическим детектором Agilent 

Ion Trap 6310.
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Методика очистки

Раствор конъюгата в 1 мл ацетонитрила вво-

дят в один приём через шприц Луер-лок в систе-

му препаративного хроматографа Pure C-815 Flash, 

снабженного колонкой FP ECOFLEX C18 80g (ско-

рость потока 55 мл/мин). Используют градиент аце-

тонитрил – вода (%): от 5 – 95 до 20 – 80 (18 мин), 

от 20 – 80 до 40 – 60 (15 мин), от 40 – 60 до 50 – 50 (20 

мин), от 50-50 до 95 – 5 (10 мин), 95 – 5 (5 мин). Фрак-

ции собирают в пробирки в коллекторе фракций. 

Фракции, содержащие целевой продукт объединяют. 

Объединённые фракции с целевым продуктом упари-

вают на роторном испарителе в вакууме водоструйно-

го насоса при 40 °С.

Средства измерений, вспомогательное оборудова-

ние, реактивы

Фурье-спектрометр ЯМР Bruker Avance III 

Nanobay 300 МГц с рабочей частотой магнитного по-

ля 300.13 МГц на ядрах 1Н и программным обеспече-

нием для сбора, обработки и анализа данных ЯМР.

Весы лабораторные высокого класса точности 

по ГОСТ Р 53228-2008.

Ампулы стеклянные для ЯМР-спектроскопии 

с крышками.

Дозатор пипеточный (пипетка одноканальная) пе-

ременного объема вместимостью (200-1000) мм3 с до-

пустимой относительной погрешностью не более 2 %.

В а т а  м е д и ц и н с к а я  г и г р о с к о п и ч е с к а я 

по ГОСТ 5556-81.

Хлороформ дейтерированный для ЯМР с изотоп-

ным содержанием атомов дейтерия 99,9 %, CAS 865-49-6.

Диметилсульфоксид дейтерированный для ЯМР 

с изотопным содержанием атомов дейтерия 99,9 %, 

CAS 2206-27-1.

Дейтерийоксид для ЯМР с изотопным содержани-

ем атомов дейтерия 99,9 %, CAS 7789-20-0.

Проведение анализа ЯМР

Около 0,01 г анализируемого образца взвешивают 

в ампуле, приливают 300 мм3 дейтерированного раство-

рителя. Ампулы с готовыми растворами тщательно встря-

хивают и протирают ватой для удаления возможных за-

грязнений. Спектры растворов анализируемых соедине-

ний записывают в режиме термостабилизации при 25°С 

в соответствии с инструкцией, прилагаемой к прибору. 
1H ЯМР (DMSO­d6) δ 8.58 (c, 1H), 7.74 (д, J= 8.4 Гц, 2H, 

HetAr), 6.68 (д, J= 8.5 Гц, 2H, HetAr), 4.80 (с, 2H), 4.28 (уш. 

с, 1H), 3.91 –2.08 (м, 24H, NCH2), 1.53 –1.38 (м, 27H, 

t­Bu), 1.27 –0.96 (м, 4H, CH
2
).


