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Введение

Адресное воздействие на опухолевые тка-
ни – важнейшая проблема современной фунда-
ментальной и практической онкологии. Суть
метода адресной или таргетной (от англ. target –
мишень) терапии состоит в доставке токсич-
ных препаратов к раковым клеткам с помощью
искусственно созданных биохимических соеди-
нений (биоконъюгатов), обладающих способ-
ностью избирательно соединяться с онкомар-
керами на раковой клетке (свойство специфич-
ности).

Одним из наиболее перспективных мето-
дов таргетной терапии считается радиоимму-
нотерапия (РИТ), суть которой состоит в по-
вреждении раковой клетки с помощью корот-
коживущих α-излучающих радионуклидов (α-
эмиттеров), прикрепленных к специфическим
конъюгатам. В качестве α-эмиттеров в РИТ мо-
гут использоваться 149Tb (T1/2=4,12 ч), 212Bi

(T1/2=60 мин), 213Bi (46 мин), 212Pb (10 ч), 225Ac
(10 сут) и некоторые другие. α-частицы

обладают высокой энергией (5–8 МэВ) и корот-
ким пробегом в веществе (десятки микрон),
поэтому при локализации достаточного коли-
чества атомов α-эмиттера в непосредственной
близости от опухолевой клетки достигается из-
бирательное уничтожение злокачественных
новообразований при минимальном поврежде-
нии окружающих тканей. Для обеспечения из-
бирательной локализации атомов α-эмиттера в
основном используются искусственно создан-
ные биохимические соединения – биоконъюга-
ты, в состав которых входят моноклональные
антитела (мАТ) к определенному опухолевому
антигену (в виде фрагментов или модифика-
ций), – белковая структура, являющаяся карка-
сом биоконъюгата, и химические соединения, к
которым можно прикрепить радионуклиды.
Разработка таргетных препаратов РИТ, мечен-
ных 212Bi и 213Bi, проводятся за рубежом с конца
1980-х годов [1–8].

Использование короткоживущих радио-
нуклидов для РИТ принципиально. Для эффек-
тивного использования радионуклидов за вре-
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Направленная альфа-терапия является альтернативой лечения с минимальными последствия-
ми. Однократный проход альфа-частицы через ядро опухолевой клетки может быть очень ток-
сичным и, как следствие, альфа-частицы могут инактивировать отдельные клетки или неболь-
шие кластеры. Исследовано мечение α-излучающими радионуклидами биохимического соеди-
нения (конъюгата) с целью создания субстанции для адресной доставки α-излучающих изотопов
к раковой клетке. Для исследований создан генератор радионуклидов 212Bi (212Pb/212Bi). В резуль-
тате экспериментов радиохимический выход мечения составил для комплексообразователя
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мя, соизмеримое с их периодом полураспада,
необходимо получить радионуклиды, произве-
сти их синтез с биоконъюгатом, выполнить
контроль основных параметров и отобрать ак-
тивность, необходимую для введения пациенту.
Решить эту задачу можно двумя путями:
 созданием автоматизированного модуля

синтеза биоконъюгата, меченного радио-
нуклидом, который с минимальными вре-
менными затратами будет проводить все
необходимые операции;

 использованием in vivo генераторов, т.е. при-
менять препараты с биоконъюгатами, ме-
ченными материнскими радионуклидами,
которые генерируют дочерний нуклид. Для
212Bi таковым является 212Pb. При использо-
вания в качестве метки 225Ас возникают до-
полнительные преимущества – кроме обес-
печения большего времени на подготови-
тельные операции, в процессе распада 225Ас
до стабильного 209Bi последовательно выде-
ляются 4 α-частицы, которые также обес-
печивают терапевтический эффект. Реали-
зация этого пути возможна при условии до-
статочной устойчивости биоконъюгатов, ме-
ченных материнским радионуклидом на
каждом этапе ядерных превращении [9–11].

Цель настоящей работы заключалась в
определении и оптимизации условий соедине-
ния (мечения) биоконъюгата с радионуклида-
ми 212Bi и (или) 212Pb. Ниже представлены ре-
зультаты разработки и апробации методики
мечения биоконъюгата радионуклидами 212Bi и
212Pb.

Эффективность мечения радионуклида-
ми высокомолекулярных соединений зависит
от таких параметров, как состав буферного рас-
твора, его рН, чистота используемых реакти-
вов, температура, время проведения реакции
(инкубация) и др. В экспериментах выход ме-
ченного радиоизотопом биоконъюгата опреде-
ляли методом фракционирования раствора
после прохождения его через гель-фильтра-
ционную колонку конъюгата.

Материалы

Биоконъюгаты состава “человеческий
сывороточный альбумин – гуманизированное
мАТ – хелатор”, были разработаны в Институте
биоорганической химии им. М.М. Шемякина и
Ю.А. Овчинникова при участии МНИОИ им.
П.А. Герцена, НИЦ “Курчатовский институт” и

ООО “Технология медицинских полимеров”
[12–16].

Гуманизированное мАТ 4D5 представляет
собой фрагмент мышиного антитела, специ-
фичного к рецептору HER-2/neu, в котором
мышиные иммуноглобулины заменены на им-
муноглобулины человека для уменьшения ре-
акции отторжения [12, 13].

В качестве молекулы-носителя, к которой
“пришивают” мини-антитела, выбран белок че-
ловеческого сывороточного альбумина (ЧСА).
Использование этого белка не приводит к им-
мунологическим реакциям. ЧСА несет на своей
поверхности большое количество доступных
аминогрупп, к которым можно пришивать мо-
лекулы мини-антител.

К этой конструкции присоединяются би-
функциональные хелатирующие агенты
(БФХА), способные образовывать достаточно
прочные координационные связи с большим
количеством катионов (Fe, Zn, Co, Cu, Y, In, Ac,
Bi и др.). В качестве хелаторов использованы
комплексоны DTPA (Diethylene triamine
pentaacetic acid) или DOTA (1,4,7,10-tetraazacy-
clododecane-N,N',N'',N'''-tetraacetic acid) и их
производные. В данном биоконъюгате, как
наиболее чистые и доступные, используются
БФХА – DOTA-NSH-ester или p-SCN-Bn-DTPA.
Готовый биоконъюгат (ЧСА + мАТ + DOTA или
DTPA) находится в буферном растворе MES (2-
(N-морфолино)-этансульфоновая кислота).
Конъюгат такой формы можно хранить в замо-
роженном виде длительное время.

Источником радионуклидов 212Pb и 212Bi
служил генератор 228Th/212Pb [15]. Реактор гене-
раторa содержит смесь изотопов тория, в со-
став которой входит радионуклид 228Th
(Т1/2=1,9 г). В цепочке распада 228Th присутству-
ет газообразный радионуклид 220Rn (Т1/2=56 с),
который в накопителе генератора в результате
β-распада переходит в 212Pb (Т1/2=10 ч) и осаж-
дается на внутренних стенках. 212Pb смывается
со стенок разбавленной соляной кислотой
(0,1 моль/л). Полученный раствор использу-
ется для мечения или наносится на ионообмен-
ную колонку с катионитом DOWEX-50×8, с ко-
торой каждые ~3 часа можно десорбировать
продукт распада 212Pb – радионуклид 212Bi
(Т1/2=60 мин). При десорбции используется
0,32 М HCl. Управление генератором произво-
диться дистанционно с помощью автоматиче-
ской системы управления. Принципиальная
схема генераторов показана на рис. 1.
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Радиометрический анализ образцов рас-
твора проводили на гамма-спектрометре высо-
кого разрешения с полупроводниковым детек-
тором из сверхчистого германия HPGe
Canberra G0512T и многоканальным анализа-
тором Canberra InSpector2000. Разрешение
спектрометра в области энергий 250 кэВ
составляло 0,7–0,8 кэВ.

Методика определения параметров
выхода мечения

Экспериментальная часть работы за-
ключалась в определении эффективности
мечения биоконъюгата радионуклидом, кото-
рая определялось как отношение активности
радионуклида в составе биоконъюгата к ве-
личине полной активности радионуклида, ис-
пользуемой в процессе мечения. Процедура
мечения проводилась в реакторе модуля синте-
за (МС) и включала в себя:
1. Отбор из генератора раствора с радионукли-

дом в реактор МС (примерно 400 мкл,
активностью порядка 1×105–3×106 Бк).
Определение его активности.

2. Подготовку раствора радионуклида к проце-
дуре мечения конъюгата (кондиционирова-
ние). Одно из требований – рН раствора
должно иметь величину вблизи нейтрально-
го значения.

3. Добавление к кондиционированному
раствору радионуклида 100 мкл раствора,
содержащего 100 мкг биоконъюгата состава
ЧСА – мАТ – БФХА. Инкубирование раствора

в течение определенного времени и темпе-
ратуры (термостат).

4. Готовый раствор наносится на гель-фильт-
рационную колонку (ГФК) и элюируется
примерно 5 мл MES. 

5. Раствор после прохождения ГФК
фракционируется (по 0,2–0,5 мл) и контро-
лируется на содержание белка (окрашива-
ние Кумасси [19]) и величину активности.

Для разделения компонент растворов в
экспериментах использовалась гель-фильтра-
ционная колонка PD MidiTrap G-25, объемом
жидкой фазы 1 мл. В паспорте колонки дается
калибровка при использовании в качестве бу-
фера изотонического раствора. Биоконъюгат
поступал в другом буфере – в растворе MES (2-
(N-морфолино)-этансульфоновая кислота). Поэ-
тому колонка заново калибровалась, и опреде-
лялись области нахождения высокомолекуляр-
ной фракции (фракция биоконъюгата массой
около 100 кДа) и низкомолекулярной фракции
(солевой фракции несвязанного с белком ра-
дионуклида). Процесс калибровки состоял из
проведения всех этапов процедуры мечения
(см. выше) и повторения процедуры мечения
без конъюгата (исключение операции 3). Как
показала калибровка, при использовании в ка-
честве элюирующего раствора MES фракция
биоконъюгата находится в интервале от 1,2 до
2,7 мл, а фракция несвязанного 212Bi в виде
цитрата находится в интервале от 2 до 4 мл.
График кривой элюирования ГФК для этих двух
растворов представлен на рис. 2. Разрешение
ГФК (наложение белкового пика и солевого) за-
висит от наполнителя (размер пор) ГФК и ее ве-
личины (объема). Улучшение разрешения ГФК
– отдельная задача. В этой работе она не реша-
лась.

Для надежности и точности проведения
повторяющихся процедур мечения биоконъ-
югата радионуклидом за время, ограниченное
коротким периодом полураспада радионукли-
да, был создан автоматизированный модуль
синтеза с удаленной системой управления.
Принципиальная схема приведена на рис. 3.

Генератор радионуклидов выдает
солянокислые растворы 212Bi в 0,32 моль/л HCl
и 212Pb 0,1 моль/л HCl. Для мечения конъюга-
тов эти растворы надо перевести в нейтраль-
ные (операция 2 процедуры мечения). Учиты-
вая особенность висмута гидратироваться при
увеличении рН, перевод растворов в нейтраль-
ные проводили используя сначала основные
соли (цитраты, ацетаты или фосфаты), после
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Рис. 1. Схема генераторов 228Th–212Pb и 212Pb–212Bi. ТР
– реактор с торием; МН – мембранный насос; Д1 –
датчик давления; Н1, Н2 – перистальтические насо-
сы; В1–В10 –клапаны, ДА1–ДА4 – датчики активно-
сти, Ф1–Ф6 – воздушные фильтры



чего доводили рН до нейтрального сильным ос-
нованием. Эксперимент показал, что величина
мечения в основном определяется видом и кон-
центрацией основной соли при подготовке рас-
твора радионуклида к процессу мечения и ви-
дом БФХА в конъюгате.

Собственно эксперимент состоял из
1) определения активности раствора радионук-
лида, используемого для мечения;
2) проведения операций (1–5) процедуры
мечения и 3) отбора из ГФК раствора от 1,2 мл
до 2,7 мл и измерение его активности. Отноше-
ние этой активности к измеренной по п. 1 дает
значение величины выхода мечения. Ниже-
приведенные рисунки дают качественное пред-
ставление о процессе мечения.

На рис. 4 представлены кривые элюиро-
вания после мечения радионуклидами 212Pb и
212Bi биоконъюгата DTPA-HSA-мАТ. Значение
рН 4,5, для нейтрализации использовались со-
ли лимонной кислоты (цитраты), продолжи-
тельность инкубирования 10 мин. Выход мече-
ния для свинца составил около 84 %, а для
висмута – 82 %.

На рис. 5а представлены результаты
мечения конъюгата DOTA-HSA-мАТ из цитрат-
ного раствора. Величина выхода не зна чи тель -
ная (менее 30 %), большая часть активности
присутствует в солевой фракции На рис. 5б
представлена кривая элюирования конъюгата
DOTA-HSA-мАТ из цитратного раствора, в кото-
ром. концентрация используемого комплексо-
образователя по сравнению с предыдущим экс-
периментом была уменьшена в 12 раз. Из этой
зависимости видно, что большая часть свинца
перешла в белковую фракцию (выход мечения

составил около 84 %), а соотношение белковой
и солевой фракций для висмута сравнялось
(выход мечения 54 %).

В случае получения меченного конъюгата
из ацетатного буфера к солянокислому раство-
ру радиоизотопов добавлялось 50 мкл раствора
1 М ацетата натрия, после чего добавлялось
20 мкл раствора 2 М гидроксида натрия. рН по-
лученного раствора составлял 4,7. Проведено 2
параллельных эксперимента: с конъюгатами
DOTA-HSA-мАТ и DTPA-HAS-мАТ. Кривые рас-
пределения активности для этих веществ
представлены на рис. 6 и 7.
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Рис. 2. Кривая элюирования гель-фильтрационной
колонки двух растворов

Рис. 3. Схема модуля синтеза: ПН – перистальти-
ческий насос, ДА1–ДА2 – датчики активности, Д1 –
датчик давления, КИ1–КИ8 – соленоидные клапаны,
КП1–КП – пережимные клапаны, П1–П6 – флаконы с
расходными реактивами; Ф1–Ф5 – воздушные
фильтры, Ф6 – стерилизующий фильтр

Рис. 4. Кривая элюирования биоконъюгата Pb-DTPA-
HSA и Bi-DTPA-HSA после пропускания через ГФК
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При использовании фосфатного буфера к
раствору после ионообменной колонки
добавлялся раствор 1 М Na2HPO4 в количестве
50 мкл, а уровень рН доводился 10 мкл 2 М рас-
твора гидроксида натрия до значения 5. Ре-
зультаты элюирования конъюгата из
фосфатного буфера приведены на рис. 8 и 9.

Сводные данные по всем выполненным
экспериментам приведены в табл. 1.

Заключение

Используемые в конъгатах БФХА p-SCN-
Bn-DTPA и DOTA-NHS-ester, сопряженные с мо-
лекулой человеческого сывороточного альбу-
мина с рекомбинантным гуманизированным
антителом 4D5, специфичным к антигену HER-
2/neu, позволяют закрепить радионуклид на
данной конструкции. Использование ацетатно-
го или фосфатного буфера позволяет пол-
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Рис. 6. Кривая элюирования биоконъюгата Pb-
DOTA-HSA и Bi-DOTA-HSA после пропускания через
ГФК из ацетатного буфера

Рис. 7. Кривая элюирования биоконъюгата Pb-DTPA-
HSA и Bi-DTPA-HSA после пропускания через ГФК из
ацетатного буфера

а                                                                                                                        б
Рис. 5. Кривые элюирования биоконъюгата Pb-DOTA-HSA (а) и Bi-DOTA-HSA (б) после пропускания через ГФК



ностью отделить целевую белковую фракцию от
непрореагировавшего радионуклида с помо-
щью эксклюзионной гель-фильтрации. Мече-

ние радионуклидом 212Pb из фосфатного буфера
позволяет получить продукт с выходом 85 %
(для DOTA) и 88 % (в случае DTPA). Мечение ра-

дионуклидом 212Bi из этого же буфера возможно
провести с выходом 88 % (в случае DTPA) и 96 %
(в случае DOTA). 

Разработаная методика и оборудование
обеспечивает получение радиофармацевтиче-
ской субстанции с α-излучателями для даль-
нейших биологических исследований.
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RADIOLABELED ANTIBODIES 4D5 SPECIFIC HER-2/neu
BY Α-EMMITING RADIONUCLIDES 212Bi И 212Pb

P.P. Boldyrev, N.Yu. Kochetkova, M.A. Proshin, R.F. Nurtdinov, A.N. Semenov
NRC “Kurchatov Institute”, Moscow, Russia

Targeted alpha therapy is often referred as a treatment of choice for minimum residual diseases. Single
passage of alpha-particle through a tumour cell nucleus has been shown to be very toxic and, as a re-
sult, alpha-particles can inactivate single cells or small clusters without requiring important cross-fire.
Labeling of a biochemical compound (conjugate) with α-emitting radionuclides was studied with the
aim to develop a biochemical substance for targeted delivery to a cancer cell. The 212Bi (212Pb/212Bi) iso-
tope generator were developed. A procedure for preparing the conjugate (monoclonal antibody + chela-
tor) with α-emitting isotopes 212Bi and 212Pb and methods for identification of the labeled conjugate are
presented. The experiments radiochemical yield of targeting for complexing DOTA was more than 85 %,
for DTPA – more than 88 % with the use of phosphate buffer.

Key words: radionuclide therapy, α-emiting radionuclides, oncomarcer HER-2/neu, yield of targeting
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