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РЕЗЮМЕ
Введение. Полимерные соединения, меченные изотопами, в частности тритием, незаменимы для разнопрофильных биохи-

мических и диагностических целей, структурно-функциональных исследований, а также для изучения клеточного метаболизма 
разнообразных биологически активных соединений. Наиболее эффективными способами введения изотопов водорода в суб-
станции сложного строения являются реакции изотопного обмена. Изотопный обмен с газообразным тритием проводят обычно 
либо в жидкой, либо в твердой среде. Достижение относительно высокого уровня включения трития возможно в случае про-
ведения реакции с тритием в твердой фазе.

Цель работы – изучить возможность использования метода твердофазного каталитического изотопного обмена (ТКГИО) 
для введения тритиевой метки в полимерную субстанцию «Кагоцел». 

Материал и методы. Тритиевую метку вводили в высокополимерную субстанцию «Кагоцел» с использованием метода 
температурного каталитического изотопного обмена. Отсутствие существенных изменений физико-химических свойств 
образца меченой субстанции «Кагоцел» в сопоставлении с исходной, контролировали методами эксклюзионной и обращенно-
фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Стабильность полученных образцов меченой субстанции «Кагоцел» 
оценивали при хранении в течение 30 дней. Оценивали также стабильность введенной метки при инкубировании меченой 
субстанции при температуре 37С° в течение 12 ч в растворе кислоты (НCl, 0,01M), щелочи (KOH, 0,01 M) и воды очищенной 
(MilliQ, pH 6,5).

Результаты. Разработана методика введения трития (в варианте ТКГИО) в высокополимерную субстанцию «Кагоцел». 
Методика позволяет получать продукт с радиохимической чистотой более 98% и удельной активностью, достаточной для про-
ведения различных биологических исследований. Меченная тритием полимерная субстанция «Кагоцел» стабильна в 2% раство-
ре этилового спирта в течение 7 дней при температуре 10°С, а также в нейтральной и кислой среде.

Заключение. Показана пригодность метода ТКГИО для введения тритиевой метки в субстанцию «Кагоцел». Разработанный 
метод позволяет получать препараты меченной тритием полимерной субстанции «Кагоцел» с высокой удельной активностью.
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Введение

Меченные тритием соединения использу-
ются при проведении исследований по 

лиганд-рецепторному связыванию [1], изучению 
механизма действия [2,3], определению органа-
мишени, изучению фармакокинетических пара-
метров [4] и многих других. Частое обращение к 
тритию, как к радиоактивной метке обусловлено 
удобным для проведения биологических экспери-
ментов периодом полураспада, высокой удельной 
активностью, а также возможностью получать ме-
ченые соединения без внесения изменений в тех-
нологический процесс синтеза фармацевтиче-
ской субстанции.

Кагоцел представляет собой высокополимер-
ное соединение – сополимер (привитой сопо-
лимер), основой которого является окисленное 
производное полисахарида – карбоксиметилцел-
люлозы с ковалентно связанными с этой поли-
мерной цепью модифицированными молекула-
ми природного полифенола – госсипола [5, 7]. 

Отсутствие специфических физико-химичес-
ких свойств, которые могли бы позволить надеж-
но идентифицировать анализируемое вещество в 
низких концентрациях в биологических матри-

цах является общей особенностью многих поли-
сахаридов, к которым и относится субстанция 
«Кагоцел». В частности, субстанция «Кагоцел» не 
имеет флюорохромных остатков, не обладает спо-
собностью к поляризации света, не имеет оптиче-
ского вращения, оптический спектр этого веще-
ства не имеет характерных максимумов, для ее 
обнаружения и количественного определения не 
применим метод масс-спектрометрии.

В такой ситуации при необходимости количе-
ственной оценки содержания исследуемого веще-
ства в биологических системах чаще всего при-
бегают к приему с введением в состав активного 
вещества флюоресцентной или радиоактивной 
метки.

Однако известно, что введение в изучаемое по-
лимерное вещество молекул люминофора может 
привести к изменению физико-химических свойств 
(молекулярная масса, конформация и т.д.) и, в по-
следствии, – фармакокинетических характеристик 
вещества [6]. Поэтому наиболее целесообразным яв-
ляется использование для этих целей радиоактив-
ной метки. С учетом особенностей химического 
строения полимерной субстанции «Кагоцел» для ее 
пометки нами был выбран изотоп 3Н [9].
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SUMMARY 
Introduction. Polymer compounds labeled with isotopes, tritium in particular, are indispensable for hetero-profile biochemical and 

diagnostic purposes, structural and functional studies, and investigations of the cellular metabolism of various biologically active 
compounds with the use of radioisotopes. The most efficient ways to incorporate hydrogen isotopes into natural compounds, especially 
into those of complex structure, are isotope exchange reactions. Isotope exchange with gaseous tritium is usually carried out in either 
liquid or solid media. The relatively high levels of tritium incorporated can be achieved if the solid-phase reaction with tritium is done.

Objective: to investigate whether the solid-phase catalytic isotope exchange (SPCIE) technique can be used to incorporate a tritium 
label into the polymer component of the Kagocel substance.

Material and methods. The relevance of the obtained labeled Kagocel substance was controlled by exclusion and reversed-phase 
high-performance liquid chromatography. The investigators assessed the stability of the prototypes of a polymer fraction of the Kagocel 
substance during prolonged storage and the impact of pH changes on the stability of the label incorporated into the polymer fragment.

Results. A procedure was developed to incorporate tritium as a label into the polymer component of the Kagocel substance, by 
applying the SPCIE technique, which could prepare a labeled substance with a radiochemical purity of more than 98% and a specific 
activity sufficient to conduct various biological studies. The tritium-labelled polymer Kagocel substance was stable in 2% ethyl alcohol 
for 7 days at 10°C, and when incubated for 12 hours in a 0.01 M HCl solution (pH 2.0).

Conclusion. The investigation has shown that the SPCIE technique is suitable for the incorporation of the tritium label into the 
polymer component of the Kagocel substance. The developed technique makes it possible to prepare tritium-labeled polymer Kagocel 
substance preparations having high specific activity and stability.

Key words: kagocel, tritium, solid-phase catalytic isotope exchange with tritium. 
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Наиболее эффективными способами введения 
изотопов водорода в природные соединения, осо-
бенно сложного строения, являются реакции изо-
топного обмена [8,10–13,15,16]. Источником изото-
па в таких методиках является либо растворитель, 
содержащий тритий, либо газообразный тритий. 
Эти реакции не требуют синтеза специальных 
предшественников и позволяют довольно эффек-
тивно вводить метку в различные соединения, до-
ступные, зачастую, в минимальных количествах. 
Поведение реакций изотопного обмена в тяжелой 
воде затрудняется в связи с относительно низкой 
молярной радиоактивностью продукта синтеза, 
более высокой радиационной опасностью процес-
са и используется, как правило, в тех случаях, ког-
да исчерпаны другие способы пометки [8]. 

Реакция изотопного обмена является слож-
ным физико-химический процессом, связанным 
со взаимодействием лабильных активирован-
ных частиц трития с субстратом, протекающим в 
строго определенных условиях. В связи с этим не-
обходимы индивидуальная разработка и адапта-
ция метода введения тритиевой метки для каждо-
го отдельного химического соединения [11].

Изотопный обмен с газообразным тритием 
можно проводить либо в растворе исходного сое-
динения с применением катализатора, то есть – в 
жидкой фазе (жидкофазный каталитический гете-
рогенный изотопный обмен – ЖКГИО), либо без ис-
пользования растворителя – в твердой фазе (твердо-
фазный каталитический гетерогенный изотопный 
обмен – ТКГИО). Осуществление синтеза меченых 
соединений в реакции ТКГИО позволяет получать 
соединения с относительно высокими значениями 
удельной активности. Данный метод обеспечивает 
введение тритиевой метки в различные по химиче-
ской природе биологически активные соединения, 
в том числе – в молекулы с ароматическими и гете-
роциклическими остатками. Варьируя условия вве-
дения, можно добиться селективного включения 
метки в избранные функциональные группы [16].

Рассмотренные выше реакции являются в на-
стоящее время наиболее эффективными способами 
введения трития в различные физиологически ак-
тивные соединения и позволяют решать многие за-
дачи при синтезе меченных тритием соединений.

Цель работы – изучить возможность использо-
вания метода ТКГИО для введения тритиевой мет-
ки в полимерную субстанцию «Кагоцел». 

Материал и методы
При проведении реакции ТКГИО раствор 

субстанции «Кагоцел» перемешивали с катализа-

тором (5%Pd/BaSO4, Fluka), после чего смесь ли-
офилизировали. Затем смесь помещали в сте-
клянную реакционную ампулу, присоединяли 
последнюю к установке для операций с газо-
образным тритием (дейтерием), вакуумирова-
ли форвакуумным масляным насосом до оста-
точного давления < 10–2 мм рт. ст. и заполня-
ли реакционную ампулу тритием до достижения 
давления 300 мм рт. ст. Образец нагревали до 
температуры в диапазоне 140–150°С, выдержи-
вали при данной температуре для проведения 
реакции обмена, после чего охлаждали ампулу 
и удаляли избыток газа форваккуумным насо-
сом. Продукты реакции смывали c катализатора 
водой, катализатор отделяли центрифугирова-
нием. Для удаления лабильного трития отгоня-
ли воду досуха на ротационном испарителе при 
остаточном давлении <15 мм рт. ст. при тем-
пературе 35–37°C. Операцию удаления лабиль-
ной метки повторяли после ресуспендирования 
осадка в 50% этиловом спирте.

Процесс введения метки сопровождался кон-
тролем состояния состава и структуры полимера 
методами обращенно-фазовой и эксклюзионной 
ВЭЖХ. В варианте обращенно-фазовой ВЭЖХ хро-
матографию осуществляли на колонке YMC-Triart 
C18 размером 250×4,6 мм, заполненной сорбен-
том с размером частиц 5 мкм. В качестве подвиж-
ной фазы использовался буферный раствор 30 мМ 
калия фосфата однозамещенного pH 2,5 и ацето-
нитрила в соотношении 2:8. Колонку поддержи-
вали при постоянной температуре 40 °С и скоро-
сти подвижной фазы – 1 мл/мин.

Молекулярно-массовые характеристики мече-
ного полимера «Кагоцел» оценивали методом экс-
клюзионной ВЭЖХ. В этом случае хроматографию 
осуществляли с использованием хроматографиче-
ской системы Waters, оснащенной предколонкой 
Ultrahydrogel 1000 и колонкой Ultrahydrogel 120 
(размером 300 × 7,8 мм), заполненные гелем на 
основе гидроксил-полиметакрилата с размером 
пор 1000Å и 120Å, соответственно. В качестве под-
вижной фазы использовали 0,05 М фосфатный 
буферный раствор рН 7,0. Колонку поддержива-
ли при постоянной температуре 30°С и скорости 
подвижной фазы – 0,5 мл/мин.

После проведения процедуры пометки по-
лимерной субстанции осуществляли диализную 
очистку препарата с использованием мембран с 
пределом отсечения 2 кДа. Растворенный в воде 
препарат диализовали против воды MilliQ при 
температуре 10°С в течение 10 сут, регулярно, раз 
в сутки, меняя диализную жидкость в сосуде.
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Полученный продукт подвергали повторно-
му хроматографическому анализу с последующей 
оценкой радиохимической чистоты. 

Стабильность полученных препаратов мечен-
ной тритием субстанции «Кагоцел» оценивали в 
двух режимах: при хранении в течение 30 дней 
в прохладном защищенном от света месте (холо-
дильник), контролируя показатель радиохими-
ческой чистоты. Кроме того, оценивали стабиль-
ность введенной метки при инкубации препарата 
меченого соединения в течение 12 ч при темпе-
ратуре 37°С в кислой (HCl 0,01 M, pH 2,0), щелоч-
ной (КОН 0,01 М, pH 12,0) или нейтральной (H2O 
MilliQ, pH 6,5) среде. В последнем случае стабиль-
ность введенной в полимер метки оценивали по-
сле диализа образцов – по доле перешедшей в пер-
меат радиоактивности.

Результаты и обсуждение
На предварительном этапе, пу-

тем варьирования соотношения ко-
личеств субстрата и катализатора, 
температуры, длительности экспо-
зиции подбирали условия проведе-
ния реакции. Для подтверждения 
эффективности катализатора в ка-
честве негативного контроля ис-
пользовали инертный носитель 
(Alusorb A 5 μm Skatz). С учетом зна-
чений показателей удельной актив-
ности и радиохимической чисто-
ты образцов меченых соединений, 
полученных в пробных экспери-
ментах, определили оптимальные 
условия введения трития в поли-
мерную субстанцию «Кагоцел». К 
наиболее значимым факторам при 
этом отнесены: соотношение масс 
вещества субстанции и катализа-
тора (5%Pd/BaSO4) – 1:10, температу-
ра реакционной смеси – 140°С, дли-
тельность экспозиции – 20 мин. Все 
последующие наработки мечено-
го соединения велись при соблюде-
нии указанных выше условий.

До и после проведения реак-
ции пометки проводили хромато-
графический анализ препаратов 
(рис. 1, 2)

При этом было подтвержде-
но сохранение основных физико-
химических свойств полимерной 
субстанции «Кагоцел» в процес-

се пометки: не наблюдалось изменения времени 
удерживания компонентов, регистрируемых при 
обращенно-фазовой хроматографии препарата, 
сохраняются молекулярно-массовые характери-
стики (отсутствие смещения времени удержива-
ния меченой субстанции «Кагоцел» в сравнении с 
исходной субстанцией), не наблюдается накопле-
ния каких-либо существенных количеств допол-
нительных примесей.

Для контроля специфичности включения три-
тиевой метки в полимерную субстанцию в ходе 
отработки методики осуществляли сбор фракций 
препарата в процессе его хроматографии (в вари-
анте обращенно-фазовой ВЭЖХ) – как до прове-
дения этапа удаления лабильной (не связанной) 
метки, так и после очистки препарата методом 
длительного диализа (на мембранах с пределом 
отсечения 2 кДа). Оценивали удельную актив-
ность собранных фракций (табл. 1).

Рис. 1. Хроматограммы субстанции «Кагоцел» (УФ-детектирование 

при 254 нм), полученные при обращенно-фазовой ВЭЖХ: 

а – исходная субстанция; б – субстанция, меченная тритием

а

15 20 25 30 35 40

б

15 20 25 30 35 40

27,67 27,54

Рис. 2. Наложение хроматограмм для исходной (1) 

и меченной (2) тритием субстанции «Кагоцел», эксклюзионная 

хроматография с рефрактометрическим детектированием
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Как видно из полученных результатов, основ-
ная доля радиоактивности препарата непосред-
ственно после пометки приходится на фракции, 
время выхода которых соответствует времени 
выхода основного пика полимера «Кагоцел». Од-
нако в препарате, полученном после двукратного 
удаления лабильной метки путем отгонки влаги, 
доля активности, приходящаяся на эти фракции, 
составляет только примерно 36%, что свидетель-
ствует о недостаточно высокой радиохимической 
чистоте полученного продукта. 

Анализ радиоактивности фракций в тех же вре-
менных диапазонах выхода после дополнительно-
го удаления лабильной метки методом длительно-
го диализа показал, что радиохимическая чистота 
препарата возрастает до значений выше 95%. При 
этом почти вся активность приходится на фрак-
цию, соответствующую аналогичной фракции в 
препарате исходного полимера, что свидетельству-
ет о достаточно высокой специфичности включе-
ния трития в полимерную субстанцию «Кагоцел» в 
выбранных условиях проведения реакции ТГКИО.

Известно, что биологические исследования, 
требующие достаточно точной количественной 
оценки содержания исследуемого вещества в био-
логических матрицах, предъявляют высокие тре-
бования к меченным изотопами препаратам по 
показателю стабильности [13–15]. 

Стабильность меченной тритием субстанции 
«Кагоцел» в процессе длительного, в течение 30 
дней хранения, оценивали, контролируя сохра-
нение параметра радиохимической чистоты про-
дукта (см.табл. 2).

По результатам оценки радиохимической чи-
стоты и удельной активности, показана удовлет-
ворительная стабильность в течение 7 дней в 2% 
растворе этанола.

Важной характеристикой стабильности мечен-
ных тритием полимерных веществ является также 
отсутствие существенных потерь специфической 
метки при изменении условий нахождения мече-
ного вещества в различных биологических средах. 
Известно, что в процессе синтеза тритий, помимо 
стабильных положений в молекуле (ковалентных), 
может занимать также и относительно лабиль-
ные позиции, известны также процессы перехо-
да трития в лабильное состояние под воздействи-
ем различных факторов среды, одним из которых 
является pH раствора [12]. Поэтому стабильность 
введенной метки дополнительно определяли по 
доле перешедшей в пермеат радиоактивности по-
сле инкубации препарата в течение 12 ч в раство-
ре 0,01 М соляной кислоты (pH 2,0), 0,01 М раство-
ре гидроксида натрия (pH 12,0) и в воде (чистоты 
MilliQ) (pH 6,5) при температуре 37°С (табл.3).

По результатам, представленным в табл. 2 и 
3, можно сделать вывод, что полученная разрабо-
танным методом меченная тритием субстанция 
«Кагоцел» достаточно стабильна при хранении в 
2% растворе этилового спирта, а также в услови-
ях инкубации в кислой (0,01М HCl) и нейтральной 
среде. Наблюдавшееся существенное возрастание 
доли лабильного трития при pH 12 может быть 
связано с протеканием реакций неспецифическо-

Таблица 1 

Распределение радиоактивности по фракциям, 
собранным в процессе хроматографирования 

меченной тритием субстанции «Кагоцел» 
до и после удаления лабильной метки

Время 
удерживания, 
мин

Доля от введенной активности, %

до удаления 
лабильной 

метки

после удаления 
лабильной 

метки

0–12 28,4 1,5

12–24,6 17,4 0,3

24,6–33,5 35,9 98,2

33,5–38,5 4,5 0

38,5–50 13,8 0

50–60 0 0

Всего 100 100

Таблица 2 

Радиохимическая чистота меченной 
тритием субстанции «Кагоцел» 

при хранении в 2% растворе 
этилового спирта при температуре 8–10°С

Показатель
Длительность хранения, сутки

0 8 16 22 30

Радиохимическая 
чистота, %

98,2 95,4 94,4 93,5 90,4

Таблица 3 

Оценка стабильности меченной тритием 
субстанции «Кагоцел» в кислой, 

нейтральной и щелочной средах

рН среды, ед. Доля лабильного трития 
в пермеате, %

2 0

6,5 0,4

12 27,9
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го обмена и(или) с частичным щелочным гидро-
лизом полимера.

Заключение
Результаты проведенных исследований по-

казали пригодность метода ТКГИО для введения 
тритиевой метки в субстанцию «Кагоцел». для по-
следующего ее использования в биологических экс-
периментах. Разработанный метод позволяет по-
лучать меченную тритием субстанцию с высокой 
удельной активностью и удовлетворительной ста-
бильностью в кислых и нейтральных растворах. 

Показатель радиохимической чистоты мечен-
ного тритием препарата полимерной субстанции 
«Кагоцел» составил ~97%. Подтверждена высокая 
стабильность введенной в полимер «Кагоцел» три-
тиевой метки при ее хранении в 2% растворе эта-
нола в течение 7 дней, что, как правило, доста-
точно для проведения различных биологических 
исследований, включая фармакокинетические.

Отличительной характеристикой данного ва-
рианта методики введения метки в полимерную 
субстанцию является простота, возможность веде-
ния процесса при относительно невысокой тем-
пературе реакционной смеси и довольно высокая 
производительность – возможность получать в 
одном цикле наработки достаточные количества 
меченого вещества для проведения фармакоки-
нетических доклинических исследований.
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