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На сегодняшний день радиофармацевтиче-
ские препараты являются перспективным на-
правлением в диагностике и терапии онкологи-
ческих заболеваний.

Для соединения с радиоактивными изотопа-
ми активно используется новый класс нацелива-
ющих молекул DARPin (Design Ankyrin Repeat 
Protein). DARPins – диагностический и терапев-
тический агент, анкириновый повторный белок, 
каркас которого состоит из трех или четырех по-
второв из 33 аминокислот, содержащих β-виток 
и две антипараллельные α-спирали. Преимуще-
ства DARPins: обладают малыми размерами, что 
способствует большому скоплению в опухолях 
и быстрому выведению из крови и нормальных 
тканей, что обеспечивает высококонтрастное 
изображение опухолей вскоре после инъекции, 
а также высокая специфичность и аффинность к 
антигену, стабильная структура, а также низкая 
стоимость производства, обусловленная их экс-
прессией в бактериальных средах [1]. 

Исследуемый в данной работе 
DARPin(HE)3-Eс1 связывается с молекулой ад-
гезии эпителиальных клеток (EpCAM) с очень 
высоким сродством [2]. EpCAM – это транс-
мембранный белок, имеет онкогенный потенци-
ал, гиперэкспрессирован при нескольких типах 
рака, таких как как аденокарцинома поджелу-
дочной железы, рак яичников и груди. EpCAM 
является активно исследуемой и многообещаю-
щей терапевтической мишенью [3].

Целью работы является оптимизация ме-
тодики введения метки иода-123 в молекулу 
DARPin(HE)3-Eс1 прямым способом

Материалы и методы. В качестве объ-
екта исследования использовали раствор 
DARPin(HE)3-Eс1. Визуализацию радиохро-
матограмм проводили с помощью ТСХ-скане-
ра («ELYSIA Raytest. Model: Gamma BGO-V, 
Detector + miniGita, Германия), для измерения 
радиоактивности использовали дозкалибратор 
ATOMLAB 500 (Biodex). Реактивы Fluka, Acros 

Organics, Panreac, Sigma Aldrich. Для очистки 
DARPin(HE)3-Eс1 применяли картриджи для 
гель-фильтрации (эксклюзионной хроматогра-
фии) с G25 NAP-5 (GE Healthcare, Швейцария). 
К 26 мкл предварительно очищенного раство-
ра DARPin(HE)3-Eс1 (~ 4 мг/мл, 5,561 ммоль, 
m ~ 100 мкг) добавляли 200 мкл раствора иода-
123 (с активностью 100 МБк), предварительно 
нейтрализованным 20 мкл 0,1 M HCl. Затем до-
бавляли 50 мкл раствора хлорамин-Т (2 мг/мл в 
PBS, ~ 175,56 нмоль). Инкубировали, перемеши-
вая, при комнатной температуре в течение 120 с. 
Далее добавляли 50 мкл раствора метабисуль-
фит натрия (4 мг/мл в PBS), тщательно пере-
мешивали, измеряли активность. Эксперимент 
проводили в 2 повторах. Полученные растворы 
очищали, используя колонки NAP-5, предвари-
тельно уравновешенные PBS. Радиохимический 
выход и чистоту определяли с использованием 
тонкослойной хроматографии с использованием 
iTLC-бумаги в среде ацетон : вода (4 : 1).

После получения препарата 
DARPin(HE)3-Eс1 проверяли стабильность по-
лученного комплекса: к 2 пробам по 50 мкл пре-
парата DARPin(HE)3-Eс1 добавляли 255 мкл рас-
твора калия иодида, также к 2 пробам по 50 мкл 
препарата добавляли 255 мкл раствора PBS.

Результаты. Установлено, что в условиях ин-
кубации 120 сек при комнатной температуре на 
100 мкг DARPin(HE)3-Ec1 необходимо 200 мкл 
раствора изотопа 123I (с активностью 100 МБк, 
рН = 7) и 50 мкл раствора хлорамина–Т (2,0 мг/мл 
в PBS). Для прекращения реакции необходимо 
добавить 50 мкл раствора метабисульфита на-
трия (4,0 мг/мл в PBS). Радиохимический выход 
более 79 % (изолированный выход составил бо-
лее 65 %) при радиохимической чистоте около 
100 % после очистки гель-фильтрацией. 

Таким образом, на основании полученных 
данных была предложена методика введения 
метки иода-123 в молекулу DARPin(HE)3-Eс1 
прямым способом.



 Подсекция 3.1  Теоретические и прикладные аспекты фармации и биотехнологии
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Окислительный стресс – это патологиче-
ское состояние организма, при котором наблю-
дается смещение баланса между прооксидант-
ной и антиоксидантной системами в сторону 
избыточного образования или недостаточной 
элиминации опасных высоко реакционноспо-
собных кислородных частиц. На сегодняшний 
день выявлено семь наиболее опасных высоко 
реакционноспособных кислородных частиц. В 
ходе длительной эволюции клетки организма 
выработали эндогенную систему обезврежива-
ния данных активных форм кислорода (АФК) 
за счет эндогенных антиоксидантов и фермен-
тов антиперекисной защиты. Несмотря на это, 
гидроксильные радикалы (HO•), образующиеся 
при взаимодействии Fe2+ с H2O2 в ходе реакции 
Фентона в окислительно-восстановительном 
цикле, все же остаются наиболее опасными кис-
лородными радикалами для организма человека, 
поскольку в клетках не выработаны ферменты 
для обезвреживания именно данного вида АФК. 
Поэтому поиск природных молекул, способных 
ингибировать HO• является на сегодняшний 
день важной и актуальной задачей. Перспектив-
ной группой таких веществ являются гумино-
вые кислоты (ГК) торфа.

Таким образом, целью исследования являет-
ся оценка способности ГК торфа ингибировать 
HO• в модельной системе in vitro. 

Объектами исследования являлись ГК 8 раз-
личных видов торфа, из которых 4 верховых и 
4 низинных вида, выделенные 0,1 моль/л рас-
твором натрий гидроксида (ГКщ) и 0,1 моль/л 
натрий пирофосфата (ГКп). Генерацию HO• 
осуществляли в реакции Хабера-Вейса в при-
сутствии дезоксирибозы [1]. Под влиянием 
HO• происходила деградация дезоксирибозы 
до малонового диальдегида (МДА). Последний 
определяли по реакции взаимодействия с тиоб-
арбитуровой кислотой, которая при высокой тем-
пературе и кислом рН протекает с образованием 
окрашенного триметинового комплекса с макси-
мумом поглощения при длине волны 532 нм. В 
связи с наличием высокой хелатирующей актив-
ности образцов ГК, необходимо учитывать воз-
можность связывания Fe3+ с молекулами ГК, что 
может привести к снижению концентрации HO•. 
Известно, что ЭДТА связывает ионы Fe3+ в ком-
плекс, который способен генерировать HO•, по-
этому способность ГК связывать HO• была изу-
чена в модельной системе с ЭДТА и без ЭДТА. 
В опытные пробы добавляли растворы образ-
цов ГК в конечных концентрациях: 0,5; 1; 1,5; 
2 мг/мл. На основании кривой зависимости «до-
за-эффект» рассчитывали концентрацию образ-
ца ГК, при которой наблюдалось 50 % ингибиро-
вание HO•. В качестве эталона был использован 
маннитол (Acros Organics, China) – классическая 
ловушка HO•.




