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Список специальных терминов и сокращений 
1,5-DAN – 1,5-диаминонафталин 

2,5-BDPO – 2,5-бис(4-диэтиламинофенил)-1,3,4-оксадиазол 

4,4’-DADPM – 4,4’-диаминодифенилметан 

2-Ad – гидрохлорид 2-адамантиламина 

ACN – ацетонитрил 

ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity) – абсорбция, распределение, 

метаболизм, выведение, токсичность 

AUC (Area Under the Curve) – площадь под кривой 

CL – клиренс 

DBS (dried blood spot) – сухое пятно крови 

DMS (dried matrix spot) – сухое пятно матрицы 

EMA (European Medicines Agency) – Европейское агентство лекарственных средств 

FA – муравьиная кислота 

FDA (Food and Drug Administration) – Управление по санитарному надзору за качеством пищевых 

продуктов и медикаментов 

FPSE (fabric phase sorptive extraction) – метод твердофазной экстракции на модифицированном 

целлюлозном носителе 

HRMS (high resolution mass spectrometry) – масс-спектрометрия высокого разрешения 

IC50 (концентрация полумаксимального ингибирования) – концентрация исследуемого вещества, 

приводящая к 50%-ному снижению активности фермента. 

LOD (limit of detection) – нижний предел обнаружения 

LLOQ (lowest limit of quantitation) – нижний предел количественного определения 

MeOH – метанол 

MRM – метод мониторинга множественных реакций 

LLC (Lewis lung carcinoma) – карцинома легких Льюис 

PCA (principal component analysis) – анализ главных компонент 

QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe) – Быстро, Просто, Дёшево, 

Эффективно, Надежно и Безопасно 

TDP1 – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 

UGT – уридин-5’-дифосфо-глюкуронилтрансфераза 

XIC – извлеченная ионная хроматограмма 
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ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ВЭЖХ-МС/МС – высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемной масс-

спектрометрией 

ВЭЖХ-УФ – высокоэффективная жидкостная хроматография с ультрафиолетовой детекцией 

ГХ/МС – газовая хроматография с масс-спектрометрической детекцией 

ЖЖЭ – жидко-жидкостная экстракция 

МИПс (MIPs, Molecularly Imprinted Polymers) – полимеры, полученные в технике молекулярного 

отпечатка 

МОФы – металл-органические координационные полимеры 

НАДФН – никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

ТФЭ – твердофазная экстракция 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЯМР – ядерный магнитный резонанс 

 

  

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D0%B4%D0%B8%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%83%D0%BA%D1%81%D1%83%D1%81%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AD%D1%82%D0%B8%D0%BB%D0%B5%D0%BD%D0%B4%D0%B8%D0%B0%D0%BC%D0%B8%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%82%D1%80%D0%B0%D1%83%D0%BA%D1%81%D1%83%D1%81%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%BA%D0%B8%D1%81%D0%BB%D0%BE%D1%82%D0%B0
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Введение 

Актуальность и степень разработанности темы исследования  

Природные соединения и их структурные аналоги внесли большой вклад в развитие 

фармакологии и фармации, в особенности при терапии противоопухолевых, инфекционных и 

сердечно-сосудистых заболеваний [1–3]. Около трети препаратов, одобренных FDA за последние 20 

лет, основаны на природных соединениях и их производных [4]. Разработка новых 

фармакологических соединений требует перехода от исследований in vitro к in vivo, что невозможно 

без применения современных инструментальных методов анализа. Поэтому разработка 

аналитических методик является важным этапом ранней разработки лекарственных препаратов. 

Тщательное изучение фармакокинетики при выборе и оптимизации перспективной малой молекулы 

на ранних этапах может снизить вероятность отказа от дальнейших исследований на более поздних 

стадиях [5]. Фармакокинетические параметры позволяют сделать вывод о скорости всасывания и 

выведения активного вещества, определить максимальные концентрации. Важным шагом в 

исследовании фармакокинетики вещества является изучение его распределения между 

компонентами крови, по органам, направления метаболизма и т.д. Такие исследования позволяют 

оптимизировать дозу, лекарственную форму и терапевтическую схему для дальнейших 

исследований препарата. 

Изучение поведения ксенобиотиков в организме, в частности, исследование их 

фармакокинетики, осуществляется в первую очередь определением концентрации активного 

вещества в биологических жидкостях и тканях органов с использованием инструментальных 

методов анализа. В основном для этого используются методы высокоэффективной жидкостной 

хроматографии и масс-спектрометрической детекции (ВЭЖХ-МС/МС), обеспечивающие высокую 

чувствительность и точность анализа. Разработка и валидация биоаналитических методик с 

достаточной чувствительностью к целевому соединению и его предполагаемым метаболитам 

является сложной задачей для исследователей при проведении экспериментов in vivo. Основная 

трудность таких работ заключается в необходимости поиска оптимального способа пробоподготовки 

и условий анализа для количественного определения аналитов, которые должны удовлетворять 

жестким требованиям по валидации, предъявляемым к биоаналитическим методикам.  

Ранее в Лаборатории физиологически активных веществ НИОХ СО РАН был получен ряд 

производных природных соединений, проявивших высокую биологическую активность в 

экспериментах in vitro и in vivo. Так, производное камфоры и аминоэтанола, камфецин (рис. 1), 

показало высокую активность в отношении вируса гриппа A/H1N1. Конъюгаты 
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дегидроабиетиламина и 1-адамантиламина (агент KS-389), а также усниновой кислоты и 4-(3-

аминопропил)-2,6-ди-трет-бутилфенола (агент OL9-116) являются эффективными ингибиторами 

фермента репарации ДНК TDP1. 

 
 

Рисунок 1. Структурные формулы камфецина, производного дегидроабиетиновой кислоты KS-389 

и производного усниновой кислоты OL9-116. 

 

К настоящему времени разработаны и валидированы две методики количественного анализа 

камфецина в биологических матрицах. Так, с использованием метода ГХ-МС разработана методика, 

позволяющая определить его в плазме крови крысы в диапазоне концентраций 0,1-2 мкг/мл [6]. 

Методика, основанная на основе ВЭЖХ с тандемной масс-спектрометрической детекцией, 

позволила определять вещество в сухих пятнах крови крысы в диапазоне концентраций 50-2500 

нг/мл и изучить фармакокинетику вещества при внутривенном введении [7], однако в данной работе 

показана низкая степень извлечения вещества (около 2%), что может накладывать определенные 

ограничения на используемое оборудование. Также с использованием метода ВЭЖХ с масс-

спектрометрической детекцией была изучена фармакокинетика вещества при пероральном 

введении, его распределение по органам и идентифицированы основные метаболиты [8]. Для 

проведения клинических испытаний необходимо расширить арсенал методик анализа камфецина, 

исследования его возможности сбора и хранения биологических образцов. 

Соединение с лабораторным кодом KS-389 относится к ряду производных 

дегидроабиетиновой кислоты, среди которых были обнаружены агенты, проявляющие синергизм и 

способные усиливать цитостатические свойства темозоломида на клеточных линиях глиобластомы 

U-87MG и SNB19 [9,10]. Данное вещество проявило ингибирующую активность в отношении 

фермента репарации ДНК TDP1 (IC50 = 0,1 µМ) наряду с низкой токсичностью в экспериментах in 

vitro. Агент является соединением-лидером среди структурных аналогов [11], поэтому представляет 
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интерес для дальнейших исследований на животных моделях. Соединение OL9-116 получено на 

основе усниновой кислоты, производные которой относятся к числу наиболее перспективных 

ингибиторов TDP1, исследуемых в настоящее время [12,13]. Оно продемонстрировало высокую 

ингибирующую активность (IC50 = 0,16 µМ) [14], при этом имело низкую токсичность как на 

клеточных линиях [15], так и в отношении животных [16]. Также агент OL9-116 усиливал 

цитотоксическое действие ингибиторов TOP1 в экспериментах in vitro [13], а в экспериментах in vivo 

при совместном введении с топотеканом усиливал его действие, в результате чего наблюдалось 

уменьшение размеров опухоли и количества метастаз до 98% у мышей с карциномой легких Льюис 

и карциномой Кребс-2 [16,17]. Для поиска оптимальных схем введения и дозировок данных 

соединений необходимо изучить их фармакокинетику, что в свою очередь требует разработки 

методик их количественного анализа в биологических матрицах. 

В связи с изложенным выше, целью данной работы стала разработка и валидация методик с 

использованием метода высокоэффективной жидкостной хроматографии и масс-

спектрометрической детекции для количественного определения камфецина, агентов KS-389 и OL9-

116 в биологических жидкостях и тканях органов, а также исследование их стабильности, 

фармакокинетики и распределения. 

Задачи исследования: 

1. Разработка и валидация методики количественного определения камфецина в плазме крови 

крыс с использованием метода ВЭЖХ-МС/МС, исследование его распределения между 

компонентами крови в различных условиях, а также исследование стабильности образцов сухих 

пятнен цельной крови, содержащих камфецин, при различных условиях хранения. 

2. Разработка и валидация методик количественного определения агента KS-389 в цельной 

крови, мозге, печени и почках мышей и исследование фармакокинетики и распределения агента в 

крови и органах мыши при однократном внутрибрюшинном введении в дозе 5 мг/кг. 

3. Разработка, валидация методик количественного определения агента OL9-116 в цельной 

крови, легких, печени и почках мышей, исследование фармакокинетики на мышах при однократном 

внутрижелудочном и внутрибрюшинном введении в различных дозах и распределения в органах 

здоровых мышей и мышей с перевитой карциномой легких Льюис. 

 

Научная новизна исследования, теоретическая и научно-практическая значимость 

В ходе исследования была оптимизирована методика количественного определения 

камфецина в сухих пятнах крови, что увеличило степень его извлечения из биологической матрицы 
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и позволило снизить нижний предел количественного определения вещества. Впервые исследована 

стабильность образцов сухих пятнен крови, содержащих камфецин, при различных температурах и 

показано, что для их длительного хранения и/или транспортировки необходима глубокая заморозка. 

Впервые изучено распределение камфецина между форменными элементами и плазмой крови 

в широком диапазоне концентраций. Доказано, что распределение вещества не зависит от 

температуры и гематокрита, а его адсорбция на форменных элементах крови обратима. Полученные 

результаты позволяют использовать плазму крови, а не цельную кровь, что может упростить и 

ускорить клинические испытания за счет исключения необходимости в сложной пробоподготовке. 

В рамках проведенного исследования автором с использованием ВЭЖХ-МС/МС впервые 

были разработаны методики количественного определения агента OL9-116 в цельной крови и 

гомогенатах тканей легких, печени, почек мышей; агента KS-389 в цельной крови и гомогенатах 

тканей мозга, печени, почек мышей; камфецина в плазме крови крыс. Методики были валидированы 

согласно требованиям международных регуляторных документов FDA [18] и EMA [19], что 

обеспечивает высокую точность и достоверность результатов. Описанные методики для 

количественного определения KS-389, OL9-116, камфецина в биологических жидкостях и тканях 

позволяют проводить доклинические и, при адаптации методик для анализа биологических 

жидкостей человека, клинические исследования с применением тандемной масс-спектрометрии. 

Разработанные методики пробоподготовки обеспечили возможность минимизации объема 

биоматериала, необходимого для анализа (до 10 мкл цельной крови), что существенно снижает 

инвазивность экспериментов и соблюдает принципы биоэтики в работе с лабораторными 

животными. 

Впервые была исследована фармакокинетика и распределение производного 

дегидроабиетиновой кислоты, агента KS-389, у мышей с тяжелым комбинированным 

иммунодефицитом при однократном внутрибрюшинном введении и рассчитаны основные 

фармакокинетические параметры вещества. Впервые доказана способность KS-389 проникать через 

гематоэнцефалический барьер, что представляет собой значимый результат для разработки 

препаратов вспомогательной терапии для лечения онкологических заболеваний, включая глиомы. 

Впервые была изучена фармакокинетика производного усниновой кислоты OL9-116 при 

внутрижелудочном введении животным в дозе 150 мг/кг и внутрибрюшинном введении в дозе 5 

мг/кг. На основании полученных данных был произведен расчет основных фармакокинетических 

параметров, в результате анализа которых установлен пролонгированный эффект агента OL9-116. 

Впервые доказано, что внутрибрюшинное введение агента OL9-116 позволяет снизить дозу в 30 раз 
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для достижения значений максимальной концентрации и площади под кривой, аналогичных 

внутрижелудочному введению. Использование полученных данных о фармакокинетике OL9-116 и 

опубликованных данных по фармакокинетике топотекана позволило повысить эффективность 

терапии карциномы легких Льюис в экспериментах in vivo. 

Впервые было изучено распределение агента OL9-116 в легких, печени и почках мышей при 

внутрижелудочном введении агента в группах здоровых мышей и мышей с карциномой легких 

Льюис. Показано, что у здоровых животных значения максимальной концентрации вещества в 

органах выше, чем у опухоленосителей, что может быть обусловлено различием в процессах его 

абсорбции, распределения и выведения. Полученные результаты подчеркивают необходимость 

дальнейших исследований для более глубокого понимания механизмов изменения фармакокинетики 

соединения OL9-116 в условиях протекания опухолевого процесса. 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Разработанные методики на основе ВЭЖХ-МС/МС позволяют проводить количественный 

анализ камфецина в плазме крови, а также агентов KS-389 и OL9-116 в цельной крови и органах для 

определения параметров фармакокинетики и изучения распределения веществ. 

2. Распределение камфецина между форменными элементами и плазмой крови является 

обратимым процессом и практически не зависит от концентрации вещества, температуры и 

гематокрита. 

3. Применение методики количественного определения агента KS-389 в цельной крови 

позволило установить его фармакокинетические параметры при однократном внутрибрюшинном 

ведении, а использование методик для анализа тканей позволило подтвердить его способность 

преодолевать гематоэнцефалический барьер. 

4. Фармакокинетика соединения OL9-116 при внутрибрюшинном введении в дозе 5 мг/кг 

сопоставима с его фармакокинетикой при внутрижелудочном введении в дозе 150 мг/кг по значениям 

параметров Cmax и AUC, что позволило скорректировать схему его введения с топотеканом. 

5. Распределение агента OL9-116 в легких, печени, почках и первичных опухолевых узлах для 

мышей с перевитой карциномой легких Льюис характеризуется постоянным уровнем концентрации 

вещества без выраженного пика и фазы выведения агента, в отличие от группы здоровых животных, 

у которых в тех же тканях наблюдаются локальные максимумы. 

Методология и методы исследования 

Теоретической и методологической основой представленного исследования послужили 

фундаментальные и прикладные исследования отечественных и зарубежных ученых по данной 
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тематике, публикации в периодических изданиях, методические рекомендации. Определение 

концентрации исследуемых агентов проводилось методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии в сочетании с тандемным масс-спектрометрическим детектированием в режиме 

мониторинга множественных реакций (MRM). Основными нормативными документами, 

регламентирующими процесс разработки и валидации биоаналитических методик, выступали 

регуляторные документы FDA, EMA. Все эксперименты с использованием животных проводились в 

соответствии с Директивой Европейского Сообщества (2010/63/EU). Обработка полученных 

результатов проводилась с использованием метода наименьших квадратов, расчетов относительного 

стандартного отклонения и относительной погрешности. 

Степень достоверности  

Достоверность представленных в работе результатов обусловлена однородностью выборки 

объектов исследования, весомым количеством повторных измерений для одного объекта 

исследования, использования валидированных методик для количественного определения агентов, 

согласованностью с ранее опубликованными результатами, а также теоретическим обоснованием 

полученных экспериментальных данных. 

Личный вклад автора 

Автором лично выполнен поиск и анализ научной литературы по теме исследования, 

проведена разработка и валидация методик, анализ биологических образцов методом ВЭЖХ-

МС/МС, статистическая обработка полученных данных и интерпретация результатов. 

Эксперименты на животных были проведены при непосредственном участии автора. Вклад автора 

является определяющим и заключается в непосредственном участии на всех этапах исследования, 

включая постановку задач, их экспериментальную реализацию, подготовку и представление 

результатов на научных конференциях. Соискателем внесен существенный вклад в подготовку 

научных публикаций по теме исследования. 

Связь диссертации с основными научными темами, внедрение результатов 

Полученные результаты вошли в цикл доклинических исследований камфецина, по 

результатам которых получено разрешение Министерства Здравоохранения РФ №160 от 17.04.2020 

на проведение клинических испытаний вещества. В диссертацию включены результаты, полученные 

соискателем при выполнении исследований по гранту РНФ 19-73-00051 «Дизайн новых адамантан-

содержащих ингибиторов ферментов репарации ДНК, способных повышать эффективность 

химиотерапевтических агентов в отношении мультиформной глиобластомы» (руководитель к.х.н. 

Пономарев К.Ю.), гранту РНФ 21-14-00105 «Ингибиторы тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 для 
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сенсибилизации опухолевых клеток к химиопрепаратам, используемым в клинике» (руководитель 

к.х.н. Захаренко А.Л.). 

Публикации и апробация результатов исследования 

По материалам диссертации опубликованы тезисы 15 докладов, 5 статей в рецензируемых 

научных журналах, индексируемых в базах Web of Science и Scopus. Результаты исследования 

докладывались на конференциях в виде 8 устных докладов.  

Результаты диссертационной работы были представлены на следующих конференциях: 57-я 

Международная научная студенческая конференция (Новосибирск, 2019); XXVI Международная 

научная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоносов» (Москва, 2019); 

Междисциплинарная конференция «Молекулярные и Биологические аспекты Химии, Фармацевтики 

и Фармакологии» (Крым, 2019); The 6th International Electronic Conference on Medicinal Chemistry 

(онлайн-конференция, 2020); XXVIII Международная научная конференция студентов, аспирантов и 

молодых ученых «Ломоносов» (Москва, 2021); Первая Всероссийская школа для молодых ученых 

по медицинской химии MedChemSchool2021 (Новосибирск, 2021); The 9th International Electronic 

Conference on Medicinal Chemistry (онлайн-конференция, 2023); XXIV Международная научно-

практическая конференция студентов и молодых ученых «Химия и химическая технология в XXI 

веке» (Томск, 2023); Всероссийская конференция с международным участием «Идеи и наследие А.Е. 

Фаворского в органической химии» (Санкт-Петербург, 2023); VI Съезд фармакологов России 

(Москва, 2023); 6-я Российская конференция по медицинской химии (Нижний Новгород, 2024). 

Объем и структура диссертации 

Работа изложена на 157 страницах машинописного текста, содержит 63 рисунка, 25 таблиц. 

Диссертационная работа состоит из введения, литературного обзора, обсуждения результатов, 

экспериментальной части, заключения, выводов, списка цитируемой литературы и приложения. 

Библиографический список состоит из 174 литературных источников. 
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Глава 1. Обзор литературы 
 

Основной целью разработки методов анализа ксенобиотиков в крови, плазме и других 

биологических матрицах обычно является изучение фармакокинетики и распределения этих 

соединений. В данном обзоре рассмотрены особенности применения масс-спектрометрии и 

методики пробоподготовки биологических жидкостей и органов при проведении экспериментов в 

рамках доклинических исследований перспективных лекарственных препаратов. Особое внимание 

уделено преимуществам и недостаткам каждого из способа обработки биологической матрицы. 

Обзор включает в себя современные тенденции в методиках обработки биологических жидкостей и 

тканей, применяемых в ранней разработке лекарственных препаратов, контроле качества 

одобренных лекарственных препаратах, токсикологии, для анализа малых молекул. 

 

1.1. Особенности применения масс-спектрометрии в доклинических исследованиях 

В XX веке применение таких инструментальных методов химического анализа как 

высокоэффективная жидкостная хроматография, спектроскопия ядерного магнитного резонанса, 

масс-спектрометрия и вычислительные алгоритмы достигло значительных успехов в области 

медицинской химии. Именно применение инструментальных методов позволило качественно и 

количественно определять химические компоненты растений и использовать их при разработке 

лекарственных препаратов [20–22]. Масс-спектрометрия как специфическая система обнаружения в 

течение нескольких лет ограничивалась применением совместно с газовой хроматографией (ГХ). С 

конца XX века масс-спектрометрию стали эффективно сочетать с ВЭЖХ, а наиболее значимым 

достижением стала система ВЭЖХ с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС), 

разработанная и оптимизированная за последние 30 лет. При этом наблюдается неуклонный рост 

распространения систем ВЭЖХ-МС по сравнению с ГХ-МС для биоанализа лекарственных средств 

[23]. 

Исследования последних десятилетий показывают, что высокоэффективная жидкостная 

хроматография (ВЭЖХ) в сочетании с тандемной масс-спектрометрией (МС/МС) является мощным 

инструментом для количественного определения лекарственных средств и метаболитов в 

биологических жидкостях (рис. 2). В настоящее время данный метод считают наиболее 

предпочтительным в силу его чувствительности и селективности как в фундаментальных, так и в 

прикладных исследованиях [24–28]. Масс-спектрометрические методы анализа, как правило, имеют 

более высокую чувствительность по сравнению с другими аналитическими методами, такими как 
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иммуноферментный, радиоиммунный, хемолюминисцентный анализы, ВЭЖХ в сочетании с 

ультрафиолетовым детектором, газовая хроматография, капиллярный электрофорез [29,30]. Они 

демонстрирует превосходную специфичность к аналиту благодаря характерным для каждого 

вещества осколочным ионам, высокому разрешению и уникальным способностям фильтрации, 

особенно доступным в тандемной масс-спектрометрии или масс-спектрометрии высокого 

разрешения [31].  

 
Рисунок 2. Аналитические методы, применяемые в терапевтическом мониторинге лекарственных 

средств. Адаптировано из [29]. 

 

В современной фармацевтической разработке лекарственных препаратов животные модели 

выступают одним из инструментов в доклиническом скрининге биологически активных молекул и 

их продвижению на стадию клинических испытаний. Для исследования активности перспективного 

биологически активного вещества в опытах на животных необходимо подобрать его 

соответствующую дозу и режим введения, провести фармакокинетические исследования, для 

которых важно количественно определять вещество в биологической жидкости (цельная кровь, 

плазма крови, сыворотка, моча, слюна, спиномозговая жидкость). Данные исследования невозможно 

проводить без разработанного и валидированного протокола для количественного определения 

ксенобиотика.  

Животные модели чаще всего используются для оценки основных фармакокинетических 

параметров, эффективности и безопасности лекарств [32]. В качестве животной модели для 

проведения доклинических исследований, как правило, используют животных небольшого размера, 

таких как мыши, крысы, хомяки [33,34]. Грызуны выступают наиболее популярной моделью, 

поскольку они имеют биологическое сходство с человеком, с ними легко работать и разводить в 
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лабораторных условиях [35]. Так, крысы схожи с человеком по составу крови, структуре тканей, 

физиологическим реакциям в ответ на различные воздействия. В работе [36] сообщается, что все 

человеческие гены, которые связаны с заболеваниями, имеют ортологи в геноме крысы.  

Исследования с использованием лабораторных животных ограничивают объем отбираемой 

биологической жидкости, особенно при проведении экспериментов, требующих частого отбора 

цельной крови. Так, в длительном эксперименте, связанном с отбором большого количества образцов 

крови, у мышей можно отбирать образцы объемом 10-20 мкл и до 100-200 мкл для крыс. Это 

накладывает дополнительные требования к чувствительности аналитических методов и подходам к 

обработке биологических матриц [29].  

Небольшой объем отбираемой пробы и матричный эффект требуют особой чувствительности 

аналитического метода. При исследовании фармакокинетики матричный эффект является основным 

препятствием, поскольку компоненты матрицы способны подавить сигнал аналита в десятки или 

сотни раз. Данный эффект обусловлен составом биологических жидкостей и тканей. Например, моча 

имеет высокое содержание неорганических солей (например, натрия, фосфата, сульфата и аммиака), 

мочевины, креатинина, белков и пигментных продуктов распада крови (например, урохрома). 

Плазма крови, легкие, мозг содержат большое количество фосфолипидов, цельная кровь содержит 

эритроциты, которые обычно подвергаются лизису. Использование стадии хроматографического 

разделения позволяет дополнительно очистить образец от примесей, которые не удалось удалить при 

проведении пробоподготовки, что позволяет снизить матричные эффекты, снизить предел 

обнаружения (LOD) и количественного определения (LLOQ) аналитов. Анализ образцов в режиме 

мониторинга множественных реакций (MRM) позволяет избирательно регистрировать осколочные 

ионы, характерные для целевого аналита [37]. В данном режиме масс-спектрометр отслеживает 

серию «реакций» — переходов между ионными состояниями молекулы, начиная с родительского 

иона (precursor ion) и заканчивая фрагментами (product ions), которые образуются в результате его 

фрагментации. Этот метод позволяет фокусироваться только на интересующих ионах, исключая 

нежелательные молекулы, что особенно важно при анализе сложных образцов, таких как кровь или 

другие биологические жидкости, ткани, где присутствуют матричные компоненты.  

При изучении фармакокинетики в доклинических исследованиях используют низкие дозы 

введения вещества (до 150 мг/кг), что обеспечивает концентрацию в крови и плазме крови на уровне 

нескольких десятков или сотен нг/мл. При расчете фармакокинетических параметров оценивается 

значение AUC (Area Under the Curve, площадь под кривой), которое используются для описания и 

количественной оценки аспектов зависимости концентрации вещества в биологической жидкости от 
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времени [38]. Для расчета необходимо, чтобы концентрация действующего вещества оценивалась в 

течение трехкратного периода полувыведения (τ1/2) [39], поэтому в данных исследованиях 

используют специфичные и чувствительные аналитические системы, такие как тандемная масс-

спектрометрия и масс-спектрометрия высокого разрешения. К тому же, для большинства соединений 

использование ВЭЖХ-МС является единственным подходом, позволяющим получить полный 

профиль зависимости концентрации веществ в биологической жидкости от времени [23]. 

Биотрансформация лекарственного средства как в тканях кишечника, так и в печени является 

одним из важнейших факторов, определяющих его фармакокинетический профиль. Метаболизм 

лекарственных веществ можно разделить на две части: фаза I (окисление, восстановление и 

гидролиз) и фаза II (конъюгация). Процессы окислительной биотрансформации катализируются 

семейством ферментов цитохрома P450 (CYP) [40], тогда как реакции конъюгации проводятся в 

основном при участии фермента уридин-5’-дифосфо-глюкуронилтрансферазой (UGT) [41]. 

Ферменты цитохрома P450 участвуют в окислительно-восстановительных реакциях, используя 

реакционноспособное гемовое кольцо, при этом атом железа является конечным акцептором или 

донором электронов, а НАДФН - необходимым кофактором (рис. 3) [42]. Данные ферменты также 

называются оксидазами смешанной функции и похожи на другие ферменты, участвующие в 

транспорте электронов. 

 
Рисунок 3. Каталитический цикл цитохрома P450 (CYP450). Адаптировано из [42]. 

 

Исследования по идентификации и профилированию метаболитов, проводимые на этапе 

оптимизации структурной формулы соединения-лидера, могут сыграть важную роль в разработке 

новых лекарственных препаратов на основе малых молекул [43,44]. Эти исследования обычно 
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дополняются экспериментами по выделению метаболитов для оценки образования 

реакционноспособных метаболитов [45], которые могут взаимодействовать с лекарственной 

молекулой или привести к побочным реакциям у пациентов [46]. В результате данных исследований 

возможно оптимизировать структуру малой молекулы для улучшения фармакокинетических 

параметров, блокирования путей, приводящих к образованию реакционноспособных метаболитов, 

или введению функциональных групп для изменения метаболических путей. 

Масс-спектрометрия является одним из инструментов, применяемых в исследованиях 

биотрансформации ксенобиотиков. С внедрением в систему жидкостной хроматографии масс-

спектрометрия стала стандартным аналитическим инструментом для анализа образцов при 

исследованиях метаболизма [47]. В настоящее время ведется постоянная работа, направленная на 

повышение чувствительности метода и эффективности обнаружения метаболитов.  

Так, в работе [8] для поиска метаболитов камфецина использовали метод нетаргетированного 

скрининга образцов мочи после введения камфецина группе крыс внутрижелудочно с 

использованием масс-спектрометра с тройным квадруполем. Важно отметить, что 

нетаргетированный поиск метаболитов с применением масс-спектрометров такого типа возможен 

только в экспериментах без фрагментации молекулярных ионов с объединением полученных 

хроматограмм образцов до и после введения лекарственного вещества. Поиск различий 

метаболомных составов осуществлялся с помощью метода анализа главных компонент (PCA, 

principal component analysis), широко применяемого в метаболомных исследованиях [48–50]. В 

результате было обнаружено, что основными метаболитами камфецина являются его глюкуронид 

(М1), иминокислота (М2) и сульфат (М3) камфецина (рис. 4).  

 
Рисунок 4. Структурные формулы камфецина и его метаболитов. Адаптировано из [8]. 
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Основным недостатком применения масс-спектрометров низкого разрешения для поиска 

метаболитов является невозможность установления точной молекулярной массы веществ и 

подтверждения их брутто-формул. Для однозначного подтверждения структурной формулы 

полученных метаболитов применяют масс-спектрометрию высокого разрешения в сочетании с 

методом ядерного магнитного резонанса (ЯМР) [51]. Так, идентификацию метаболитов камфецина 

авторы работы [8] проводили с использованием масс-спектрометрии высокого разрешения, в том 

числе для определения брутто формулы не только исходных молекул, но и осколочных ионов. 

Полученные данные о метаболитах камфецина сопоставимы с основными путями 

биотрансформации спиртов: окисление, глюкуронирование спирта, сульфирование вещества по 

гидроксильной группе, образование эфиров жирных кислот и фосфорилирование [52–54]. 

Масс-спектрометрия высокого разрешения (HRMS) является мощным инструментом для 

изучения метаболизма лекарственных средств. Она позволяет проводить как целевой, так и 

нецелевой анализ, обеспечивая высокую чувствительность и универсальность в обнаружении 

метаболитов, включая ранее неизвестные. Одним из ключевых преимуществ HRMS является 

возможность точного определения молекулярной массы с минимальной погрешностью. В сочетании 

с тандемной масс-спектрометрией (MS/MS) метод обеспечивает фрагментацию молекул, что 

помогает выявлять структурные изменения в исходных веществах, такие как гидроксилирование, 

деметилирование или конъюгация с глюкуроновой кислотой. 

В сочетании с жидкостной хроматографией, масс-спектрометрия высокого разрешения 

позволяет эффективно анализировать сложные биологические матрицы, такие как кровь, моча или 

ткани. Это представляет возможным выделение и изучение метаболитов даже при их крайне низких 

концентрациях. Одним из важных преимуществ метода является отсутствие необходимости в 

стандартах для проведения анализа, что особенно актуально на начальных этапах исследований, 

когда стандартные образцы метаболитов или исходных веществ могут быть недоступны. Более того, 

данный подход является экспрессным, так как позволяет одновременно анализировать большое 

количество соединений. 

Примером применения HRMS является работа [55], в которой авторы изучали содержание 

синтетических каннабиноидов и их метаболитов в образцах мочи. Значимость данного исследования 

заключается в отсутствии стандартных образцов для быстрого обнаружения соединений в случаях 

интоксикации. Путем фрагментации ионов было установлено, что основными метаболитами 

являются гидроксилированные производные исходных соединений, тогда как глюкуронированные 

производные не были обнаружены. Разработанный метод может быть адаптирован для анализа 
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других соединений синтетических каннабиноидов в токсикологии или применен для обнаружения 

данного класса соединений в других биологических матрицах, например в крови и плазме. 

 

1.2. Методы обработки биологических образцов 

Этап пробоподготовки исторически был и остается самой сложной частью разработки 

биоаналитической методики. За прошедшие годы было разработано несколько методов решения 

проблем увеличения степени извлечения и снижения матричных эффектов с целью повышения 

достоверности и надежности результатов в разработанной методике. В последние годы 

определенные подходы в обработке образцов приобрели известность и получили признание при 

рутинной подготовке проб. Пробоподготовка образцов биологических матриц идет в тесной связке 

с методом ВЭЖХ-МС/МС и в настоящее время является областью интенсивных разработок. Можно 

утверждать, что часть аналитической методики, связанная с подготовкой пробы, является наиболее 

важной и сложной с точки зрения как затрат времени, так и сложности извлечения целевого аналита. 

Важно обеспечить высокую степень извлечения вещества и избавиться от мешающего влияния 

соединений, составляющих матрицу. При разработке методик, направленных на потоковый анализ, 

немаловажным также является фактор стоимости расходных материалов и времени обработки 

образца. Кроме того, поскольку каждая матрица имеет свои уникальные особенности, различные 

характеристики каждого аналита и матрицы часто определяют тип метода экстракции, который 

следует использовать [56]. 

Объектами исследований при разработке методик служат клеточные культуры, биологические 

жидкости, а также гомогенаты тканей. К биологическим жидкостям относят жидкости, 

производимые организмом, такие как кровь, моча, слюна, секреторные жидкости и т.д. Данные 

жидкости используют как в диагностических, так и в научных целях. В доклинических 

исследованиях перспективных биологически активных веществ также прибегают к количественному 

определению ксенобиотика в сыворотке и плазме крови, которые получают после отбора цельной 

крови у животного. Преимущество работы с сывороткой и плазмой крови заключается в 

возможности хранения образцов, в отличие от образцов цельной крови [57]. Как обсуждалось ранее, 

каждая матрица обладает своими особенностями, поэтому требует первостепенного анализа 

веществ, которые могут оказывать мешающее влияние и подавлять аналитический сигнал.  

Современные методы пробоподготовки биологических образцов представляют возможным 

использование небольшого объема биологических жидкостей при исследовании фармакокинетики. 

Такой подход позволяет свободно перемещаться животному во время эксперимента, не наносит вред  
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организму и не вводит животное в стресс, что уменьшает вероятность возникновения 

экспериментальной ошибки из-за изменения нормальной физиологии и метаболизма, снижает риск 

потери большого количества крови, как следствие – гибели животного [58].  
Количественное определение лекарственных препаратов в тканях в последнее время стало 

более распространенным дополнением к анализу биологических жидкостей. Анализ соединений в 

образцах тканей порой является необходимой стадией, которую необходимо включить в разработку 

биоаналитических методик. Причинами проведения такого типа анализов могут стать изучение 

распределения вещества в организме [59], обнаружение лекарственного препарата в локальной 

области (например, опухоли) [60,61], клеточные исследования [62].  

Подбор метода гомогенизации и обработки тканей является вызовом для исследователей, 

поскольку ткани представляют собой сложную функциональную систему, богатую клетками, 

мембранами, электролитами, ферментами, в отличие от плазмы [63]. Применение одной и той же 

процедуры гомогенизации и экстракции целевого аналита для разных органов редко представляется 

возможным из-за разнообразия тканей и их свойств. К примеру, разработанный метод для анализа 

ксенобиотика в мозге может быть неподходящим для анализа того же вещества в печени или почках 

в силу больших различий состава и плотности тканей. Наиболее распространена ситуация 

подавления или усиления аналитического сигнала при работе с различными гомогенатами с 

использованием единой процедуры экстракции и анализа [64,65]. Результат анализа гомогенатов 

зависит от аналита и особенностей матрицы, но в литературе нет данных о закономерности, 

позволяющей предсказать результат и выбрать единую процедуру обработки тканей. 

При выборе способа пробоподготовки также важно ориентироваться на то, каким методом 

будет определяться аналит. Так, при использовании хроматографических методов крайне важно 

удалить белки и другие высокомолекулярные соединения, которые при попадании на 

хроматографическую колонку в присутствии органического растворителя выпадут в осадок при 

денатурации и тем самым быстро выведут ее из строя. При анализе веществ методом ВЭЖХ-УФ 

необходимо удостовериться, что биологическая матрица не содержит соединений, элюирующихся 

одновременно с аналитом и имеющих поглощение в УФ спектре на выбранной длине волны. Анализ 

методом ВЭЖХ-МС/МС требует также удаления неорганических солей и компонентов 

биологической матрицы, таких как фосфолипиды, способных подавлять ионизацию аналита. В то 

же время, этот метод позволяет проводить анализ без разделения аналита и примесей, при условии, 

что они не дают перекрывающихся сигналов в масс-спектре. 
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Выбор метода обработки образца зависит не только от инструментального метода анализа, 

показателей степени извлечения, матричных эффектов, но и от удобства проведения эксперимента. 

Порой, пренебрегая высокими показателями извлечения аналита из матрицы и достижению низких 

значений предела чувствительности, можно обеспечить удобство проведения эксперимента, сбор и 

передачу образцов между коллективами исследователей, уменьшить время обработки большого 

количества проб. Поэтому, несмотря на строгий регламент FDA и EMA [19], важно сохранять баланс 

между требуемыми показателями, удобством и скоростью выполнения протокола.  

В литературе описано множество современных способов пробоподготовки биологических 

образцов. Тем не менее, в практике основное распространение получили методы твердофазной 

экстракции [66–68], жидко-жидкостной экстракции [69,70], осаждение белков биологической 

матрицы [71,72]. В данном разделе мы рассмотрим современные методы гомогенизации и 

пробоподготовки при разработке биоаналитических методик как для биологических жидкостей, так 

и для гомогенатов тканей. 

 

1.2.1. Методы гомогенизации тканей 

Для многих типов тканей пробоподготовка остается сложным этапом в процессе биоанализа. 

Для того чтобы извлечь аналит из биологической матрицы, такой как ткань, необходимо разрушить 

не только ее структуру, но и целостность клеток, составляющих ее. Основной целью гомогенизации 

образцов тканей при анализе ксенобиотиков является получение однородного гомогената, который 

при пипетировании представляет собой жидкий образец точного объема. Для разрушения структуры 

ткани используют различные методы гомогенизации образцов: механическая гомогенизация [73–75] 

и ферментативное расщепление [74,76]. Механические методы включают измельчение ткани 

вручную с помощью пестика, использование автоматического гомогенизатора, обработку 

ультразвуком. Выбор способа гомогенизации в первую очередь зависит от типа обрабатываемой 

ткани. В биоаналитических исследованиях чаще всего используют основные органы метаболизма и 

выведения, такие как печень и почки, а также органы и ткани, в которых необходимо провести 

подтверждение наличия вещества (мозг, легкие, сердце, мышцы, кожа).  

При работе с органами схема пробоподготовки увеличивается. Целый орган или его часть 

помещают в пробирку, взвешивают и гомогенизируют. Гомогенат ткани обрабатывают согласно 

протоколу и анализируют. Общая схема обработки образца ткани представлена на рисунке 5. В 

зависимости от поставленной задачи, типа ткани выбирают наиболее оптимальный способ 

гомогенизации образца. 
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Рисунок 5. Общая схема обработки образцов ткани. 

 

Тщательное измельчение образца ткани достигается путем растирания с помощью пестика. 

Ступка и пестик являются доступными и универсальными гомогенизаторами, изготовленными из 

различных материалов в разных размерах (рис. 6). Некоторые из них можно использовать во время 

охлаждения жидким азотом для придания хрупкости тканям; в таком случае гомогенат представляет 

собой порошок. Ткань помещают в ступку или в пробирку типа Эппендорф и проворачивающими 

движениями измельчают с помощью пестика, который плотно прилегает к стенкам сосуда. Такие 

гомогенизаторы обычно изготавливаются из боросиликатного стекла и являются многоразовыми. На 

рынке представлено множество гомогенизаторов, которые подходят для разного типа тканей. 

Гомогенизаторы Potter, Tenbroek и Duall подходят для более плотных тканей [77], таких как мышцы, 

почки, за счет своей формы. Гомогенизатор Dounce используют для мягких тканей [78,79]. 

Преимуществами гомогенизации с помощью растирания в ступке является отсутствие нагревания 

образца при трении, что является важным для приготовления митохондриальных препаратов [80], и 

возможность проведения гомогенизации при охлаждении в жидком азоте [81]. Данный способ 

подходит для небольших серий образцов. Недостатком данного способа гомогенизации является 

длительная ручная обработка серии образцов, сложность автоматизации процесса и получение 

неоднородного гомогената. 

 
Рисунок 6. Гомогенизаторы Dual (A) и Potter (Б), состоящие из ступки и пестика. 

 

A Б 
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Гомогенизаторы по типу ротор-статор (рис. 7) представляют собой систему, состоящую из 

неподвижного цилиндра и внутренней высокоскоростной лопасти, которую называют ротор или 

генератор. С помощью лопасти происходит тонкое измельчение плотных тканей, таких как целые 

органы, мышцы, соединительные ткани [82]. Например, плацентарные сосуды имеют высокое 

содержание мышечной и волокнистой ткани, что затрудняет гомогенизацию биологического 

образца. В работе [83] авторы показали, что наиболее предпочтительным способом гомогенизации 

ткани плацентарных сосудов для количественного определения липидов по сравнению с 

гомогенизацией с использованием шаровой мельницы, криогенным измельчением и гомогенизатора 

Dounce, которые практически не разрушали биологический образец. 

Для достижения однородной консистенции к образцу добавляют воду, буферный раствор или 

чистую плазму [84]. Гомогенизаторы такого типа используют и при охлаждении образцов. 

Малинский и соавторы гомогенизировали филе рыбы с добавлением сухого льда для анализа ряда 

перфторированных соединений для контроля их содержания в водоемах. Гомогенат представлял 

собой мелкодисперсный порошок, который удобно хранить и взвешивать для анализа. По всей 

видимости, одной из причин использования данного метода в работе стало удобство применения 

гомогенизатора типа ротор-статор при гомогенизации большого объема ткани в рамках одного 

образца [85].  

Авторы работы [86] разрабатывали методику количественного определения фарнезил- и 

геранилгеранилпирофосфатов, которые являются промежуточными продуктами мевалонового пути, 

в ткани мозга. Авторы утверждают, что нарушение образования данных изопреноидов может 

привести к таким серьезным заболеваниям, как болезнь Альцгеймера. Использование 

гомогенизатора по типу ротор-статор при охлаждении образцов и добавлении буферного раствора 

позволило провести полную валидацию методики количественного определения указанных 

аналитов в ткани мозга человека.  
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Рисунок 7. Гомогенизаторы по типу ротор-статор. 

 

Для мягких тканей, таких как мозг или жировая ткань [87], используют ультразвуковую 

гомогенизацию (рис. 8), однако в литературе есть примеры использования ультразвуковой 

гомогенизации для измельчения плотных тканей, таких как легкие и печень [88–90]. Установка для 

ультразвуковой гомогенизации представляет собой электронный генератор с таймером и 

регулятором мощности, пьезоэлектрическую колебательную систему c зондом в металлическом 

корпусе. За счет интенсивной вибрации и высокочастотных волн происходит расщепление ткани, что 

приводит к эффективной гомогенизации образца. Иногда исследователи используют ультразвуковую 

баню в силу ее доступности и распространенности в лабораториях, однако она не является 

эффективным в получении гомогенатов тканей, поскольку ультразвуковой зонд обеспечивает в 100 

раз больше энергии, чем ультразвуковая баня.  

Применение ультразвуковой гомогенизации тканей успешно продемонстрировано в ряде 

исследований влияния метамфетамина, его производных и метаболитов при исследовании 

нейротоксичности в отдельных областях мозга [91] и цельном органе [92], оценке количества 

цефтриаксона в легких при ингаляционной форме введения препарата [93]. Таким образом, метод 

ультразвуковой гомогенизации тканей зарекомендовал себя надежными и воспроизводимым.  
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Рисунок 8. Гомогенизация с помощью ультразвукового зонда. 

 

При интенсивном встряхивании смеси образца ткани и растворителя вместе с небольшими 

стеклянными, керамическими или металлическими шариками происходит разрушение клеточной 

структуры [94]. Такой способ механической гомогенизации получил название bead-beating, что 

переводится как «разбивание шариками» (рис. 9). В пробирку, содержащую шарики для 

гомогенизации, помещают навеску ткани или целый орган, добавляют воду или буферный раствор. 

При интенсивном встряхивании с частотой до 10000-20000 Гц в течение нескольких секунд 

получается однородный гомогенат. Тип шариков зависит от типа ткани, которую нужно 

гомогенизировать. Шарики из стекла или керамики идеально подходят для получения гомогенатов 

мягких тканей, таких как жировая ткань, печень. Преимуществами данного способа механической 

гомогенизации являются быстрота проведения гомогенизации, отсутствие переноса образца, 

поскольку шарики являются одноразовыми, широкая область применения для разных типов тканей, 

возможность одновременного гомогенизации нескольких образцов. К очевидным недостаткам 

данного метода можно отнести высокую стоимость оборудования (шейкера) и расходных материалов 

и невозможность получения однородного гомогената для плотных тканей.  
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Рисунок 9. Установка для гомогенизации с помощью специальных шариков. 

 

Авторы работы [95] разработали протокол, сочетающий в себе встряхивание ткани с 

металлическими шариками и ультразвуковую обработку образцов и позволяющий получить 

однородный гомогенат. Такой способ позволил унифицировать гомогенизацию широкого ряда 

органов (мозг, сердце, легкие, печень, селезенка, кровь, рог матки, спинной мозг, почки и мышцы) и 

избежать различия в степени гомогенизации органов. На первом этапе цельный орган измельчали и 

отделяли от волокнистой и соединительной ткани. К очищенной ткани добавляли воду и несколько 

стальных бусин для гомогенизации. Гомогенизацию проводили в течение 5-10 минут, после 

охлаждали на льду 30 минут. Образец отделяли от стальных бусин, переносили в чистые конические 

пробирки типа Эппендорф и дополнительно обрабатывали ультразвуком в течение 10 секунд. Такой 

метод позволял получить наиболее однородный гомогенат даже для таких плотных тканей, как 

сердце и мышцы.  

В случае работы с особо прочными и волокнистыми тканями, такими как кожа и легкие, 

трудно добиться однородной гомогенизации механическим способом. Для таких образцов 

применяют ферментативное расщепление, которое позволяет расщепить соединительные ткани. Для 

этого чаще всего используют протеазу, протеиназу К и коллагеназу как индивидуально, так и в 

формате коктейля [74]. При исследовании фармакокинетики препаратов для местного применения 

важно количественно определять содержание в различных слоях кожи. Для получения гомогенатов 

кожи наиболее предпочтительным является применение коллагеназы, которая разрушает и 

дезагрегирует структуру ткани, не повреждая клеточные мембраны, и способствует наиболее 

полному извлечению анализируемого вещества. Для количественного определения диклофенака в 

ткани кожи после местного применения авторы использовали сочетание ферментативного 
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расщепления ткани в течение 16 часов и механической гомогенизации с добавлением стальных 

шариков в течение 5 минут. Сочетание механической и ферментативной гомогенизации позволило 

получить однородный образец и точные результаты анализа диклофенака методом ВЭЖХ-МС/МС 

по сравнению с применением данных методов по отдельности [96]. 

Ключевым преимуществом данного метода является невысокая стоимость реагентов и 

получение однородных гомогенатов, но данный способ не лишен недостатков. Ферментативная 

гомогенизация является наиболее длительным методом: обработка образца может занять от 1 до 24 

часов. В литературе упоминаются способы ускорения ферментативной реакции для гомогенизации 

образцов, такие как расщепление при повышенном давлении [97] или обработке ультразвуком [98]. 

Проведение ферментативной гомогенизации с обработкой ультразвуком позволяет сократить время 

до 5 минут, но важно проверить стабильность анализируемых веществ в разработанных условиях 

гомогенизации [99], так как проведение ферментативной реакции способно внести химические 

изменения [95].  

 

1.2.2. Классические методы пробоподготовки биологических образцов для анализа 

инструментальными методами (ВЭЖХ-УФ или МС/МС) 

Одним из наиболее распространенных и популярных способов обработки биологического 

образца является метод осаждения белков. Этот метод заключается в добавлении органического 

растворителя или другого раствора-осадителя к биологическому образцу, что приводит к коагуляции 

белков и выпадению их в осадок. Для этих целей используют растворы кислот (наиболее 

предпочтительной является трихлоруксусная кислота), оснований, солей, органических соединений, 

таких как мочевина. Кроме того, используют низшие спирты, ацетонитрил или их комбинации в 

зависимости от определяемого компонента и биологической матрицы. В большинстве 

биоаналитических методов к одному объему биологического образца добавляют не менее трех 

объемов растворителя, затем образец интенсивно встряхивают и центрифугируют (рис. 10). 

Поскольку коагуляция белков приводит к изменению структуры матрицы, молекула, связанная с 

этими белками, переходит в растворитель. При применении данного метода пробоподготовки 

совместно с анализом ВЭЖХ-УФ нужно учитывать интерференцию мешающих компонентов, таких 

как фосфолипиды, аминокислоты, олигопротеины, метаболиты, которые экстрагируются совместно 

с целевым веществом. Так, образцы, осажденные метанолом, содержат на 40% больше 

фосфолипидов по сравнению с ацетонитрилом [100], тетрагидрофураном или этанолом [101].  
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Рисунок 10. Общая схема пробоподготовки методом осаждения белков плазмы органическим 

растворителем. 

 

Помимо удаления белка, добавление органического растворителя в биологическую жидкость 

может также разрушать связи между аналитом и белками, присутствующими в растворе. В 

результате полученные концентрации являются общими и эквивалентны сумме концентраций 

связанных и несвязанных (свободных) молекул [102]. Метод осаждения белков матрицы часто 

применяется для фармакокинетических исследований, поскольку обладает рядом преимуществ, 

таких как простота, экспрессность и хорошая воспроизводимость.  

Данный метод применим практически к любому виду биологической матрицы. Он может 

обеспечивать одновременное извлечение нескольких компонентов для последующего анализа, что 

также является преимуществом данного способа пробоподготовки. Так, авторы статьи [103] 

разработали метод для одновременного количественного определения полиэтиленгликоля, 

паклитаксела и пэгилированного паклитаксела в плазме крыс, в котором белки матрицы осаждали 

ацетонитрилом. Высокая степень извлечения аналитов и низкие пределы количественного 

определения, показанные на этапе валидации методики, позволяют использовать данный подход при 

анализе подобных полимеров с неопределенной молекулярной массой в биологических жидкостях. 

К недостаткам метода осаждения белков относится разбавление образца, которое снижает 

чувствительность методики (повышает LLOQ) или требует упаривания растворителя для 

концентрирования, что увеличивает время пробоподготовки. Тем не менее, этот метод наиболее 

часто используется в лабораторной практике ввиду своей простоты [71]. 

Метод осаждения белков матрицы часто применим к изучению распределения соединения в 

различных органах [104,105]. Так, было изучено распределение бисаболангелона, обладающего 

противоопухолевой, антисептической и противовирусной активностью, в различных органах у крыс. 

аналит 

белок
получение

 
плазмы

 

или
 
сыворотки

 
из

 крови

отбор
 

образца

центрифугирование

коагуляция
 

белков
отделение

 

белков

отбор
 

супернатанта

анализ

анализ

упаривание
раствора

растворение
 

в
 меньшем

 объеме
(концентрирование)

50-100
 мкл

MeOH
 
/
 
CH3CN

150-1000
 мкл



31 
 

Несмотря на простоту метода, авторам удалось адаптировать методику для широкого ряда матриц: 

сердце, печень, селезенка, легкие, почки, матка, яичники, желудок, мозг и мышцы. На этапе 

пробоподготовки проводили осаждение белков ацетонитрилом. Степень извлечения 

бисаболангелона составила 100±8%, а нижний предел количественного определения составил 2-4 

нг/мл в зависимости от выбранной ткани [106]. Хочется отметить, что для обработки гомогентатов 

тканей часто недостаточно применять лишь метод осаждения из-за высокого содержания 

фосфолипидов в некоторых тканях. В работах метод осаждения комбинируют с очисткой обращено-

фазовым сорбентом, неорганическими солями [107,108], а также с жидко-жидкостной экстракцией 

[109]. 

Метод жидко-жидкостной экстракции (ЖЖЭ) основан на извлечении аналита с помощью 

соединения двух несмешивающихся жидкостей. Данный способ пробоподготовки находит широкое 

применение для извлечения липофильных соединений из биологических жидкостей и гомогенатов 

тканей [70]. Смесь состоит из двух фаз: водной, в качестве которой выступает биологический 

образец, и органической (экстрагент). Типичная схема обработки образцов методом ЖЖЭ приведена 

на рисунке 11. 

 
Рисунок 11. Схема пробоподготовки образцов методом жидко-жидкостной экстракции. 

 

В процессе разработки методики пробоподготовки необходимо подбирать растворитель, 

наиболее полно и селективно извлекающий анализируемое вещество из образца, проверять 

необходимость в использовании неорганических солей (NaCl, K2CO3, MgSO4 и др.) для повышения 

степени извлечения аналита из образца (эффекта высаливания) [110], а также исследовать влияние 

буферных добавок на процесс перехода вещества из водной фазы в органическую.  
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Введение неорганических солей в экстрагент позволяет искусственно создать фазовое 

разделение между смешивающимися с водой органическими растворителями и водой. В основном 

добавление электролита (или смеси электролитов) позволяет ослабить или нарушить силы 

сольватации между биологической матрицей и растворителем. В работе [111] был разработан 

протокол жидко-жидкостной экстракции с добавлением ацетата аммония к ацетонитрилу. Данный 

способ обработки плазмы крови крысы позволил наиболее полно извлечь ряд алкалоидов, 

терпеноидов и флавоноидов по сравнению с методами осаждения, жидко-жидкостной экстракцией, 

жидко-жидкостной экстракцией с добавлением глюкозы. Авторы отмечают, что введение 

неорганических солей в классический метод жидко-жидкостной экстракции является успешной 

стратегией в анализе веществ различной полярности для многокомпонентного лекарственного 

средства растительного происхождения. 

Поскольку для извлечения аналитов по классическому методу ЖЖЭ используются 

органические растворители, не смешивающиеся с водой, обязательной стадией процесса 

пробоподготовки будет упаривание экстракта, так как иначе будет невозможно осуществить процесс 

хроматографического разделения методом ВЭЖХ. Как правило, удаление растворителей проводится 

в вакуумной центрифуге или в потоке инертного газа. Эта стадия существенно увеличивает общее 

время пробоподготовки и может приводить к разбросу полученных результатов. 

Основными преимуществами метода ЖЖЭ являются возможность селективного извлечения 

отдельных классов метаболитов (как правило, липофильных), а также возможность 

концентрирования образца для последующего анализа. Так, в работе [112] для оценки биологической 

роли оксилипинов (метаболиты окисления жирных кислот) был разработан метод количественного 

определения в плазме крови человека. Для определения тринадцати оксилипинов в плазме в 

предварительных испытаниях одним из способов обработки образца был метод жидко-жидкостной 

экстракции этилацетатом, однако авторы указывают на низкую степень извлечения (40%) в 

сравнении с обработкой плазмы с помощью твердофазной экстракции. 

При определении основного метаболита седативного средства флунитразепама, 7-

аминофлунитразепама, использовали экстракцию этилацетатом образцов мочи [113]. Авторы 

сообщают о высокой степени извлечения аналита и низком пределе количественного определения 

(0,1 нг/мл), но данные результаты возможны при проведении анализа ВЭЖХ-МС/МС с 

использованием капиллярной монолитной колонки на этапе хроматографии. При сравнении 

результатов, полученных другими коллективами с использованием обращено-фазовой 

хроматографии или введением дополнительной стадии обработки образца методом твердофазной 
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экстракции, авторы делают акцент на важности условий анализа проб. Поэтому невозможно 

рассматривать методики обработки биологических образцов изолированно от инструментального 

метода анализа. 

Несмотря на простоту и распространенность на практике, метод жидко-жидкостной 

экстракции имеет ряд недостатков: низкая или переменная степень извлечения аналита, низкая 

селективность. Для пробоподготовки требуется большой объем образца, что редко можно 

обеспечить при проведении биоанализа, а использование большого объема органического 

растворителя может приводить к образованию эмульсий. Кроме того, с помощью данного метода 

невозможно извлечь гидрофильные молекулы из матрицы [114,115]. Из-за специфического 

извлечения липофильных веществ, при обработке таких матриц как цельная кровь, плазма, мозг, 

легкие, печень происходит извлечение большого количества фосфолипидов, которые подавляют 

ионизацию веществ при проведении анализа методом ВЭЖХ-МС/МС с ионизацией 

электрораспылением. Другой особенностью метода ЖЖЭ, которую можно отнести к его 

недостаткам, является зависимость процесса экстракции от большого количества факторов 

проведения эксперимента, таких как влияние рН биоматрицы, температуры образца при 

пробоподготовке, времени его обработки и т.д. 

В последнее время для обработки биологических образцов набирает популярность метод 

твердофазной экстракции (ТФЭ) с использованием специальных одноразовых картриджей или 

планшетов, заполненных силикагелем или специальной фазой. Принцип твердофазной экстракции 

основан на очистке образца методом колоночной хроматографии: образец наносят на сорбент, 

промывают и элюируют через картридж (рис. 12). Таким образом, примеси, находящиеся в образце, 

элюируются с картриджа при промывке или задерживаются на сорбенте. Объем картриджа и тип 

сорбента может быть подобран в соответствии с решаемой задачей. В зависимости от объема и 

состава пробы, можно подобрать подходящий сорбент картриджа, начиная от обращенной фазы 

C8/C18, органических сополимеров на основе стирола/дивинилбензола, силикагеля, 

модифицированного полярными функциональными группами, такими как амино-, диол- или циано-

группы, ионобменных фаз, как катионных, так и анионных, заканчивая аффинными сорбентами, 

такими как иммуноадсорбенты и молекулярные импринтированные полимеры (MIPs) [116–118].  



34 
 

 
Рисунок 12. Схема пробоподготовки образцов с использованием картриджей для ТФЭ. 

 

В настоящее время данный метод пробоподготовки пользуется большой популярностью в 

лабораторной практике, поэтому увеличение объемов производства способствует снижению их 

стоимости. Метод ТФЭ, как правило, более эффективен по сравнению с жидко-жидкостной 

экстракцией, поскольку достаточно прост в использовании и позволяет обеспечить количественное 

извлечение вещества. Картриджи чаще всего используют для обработки жидких образцов и 

экстрагирования нелетучих аналитов. Это коммерчески доступный продукт, который легко можно 

подобрать под конкретную аналитическую задачу [119,120]. 

При этом данный вид пробоподготовки возможно автоматизировать. Одной из коммерческих 

систем ТФЭ-ВЭЖХ является Symbiosis производства Spark Holland, Нидерланды [121,122]. Она 

включает в себя блок автосамплера, бинарный насос, автоматизированный блок с картриджами ТФЭ, 

оснащенный двумя насосами подачи растворителей под давлением и комбинированные клапанные 

системы для направления растворителей (рис. 13). В начале каждого цикла в блок загружаются 

картриджи для ТФЭ. После этапа кондиционирования и уравновешивания картриджа водным 

раствором, исследуемый образец наносится на картридж и промывается водным раствором. Затем 

образец с картриджа элюируется органическим растворителем на хроматографическую колонку и 

определяется с помощью масс-спектрометрии. На этапе элюирования образца с первого картриджа 

ТФЭ, следующий образец наносится на новый картридж. Таким образом, параллельном цикле 

работы установки для очистки образцов, сокращается время, требующееся для пробоподготовки.  
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Рисунок 13. Установка ТФЭ-ВЭЖХ, оснащенная блоком автосамплера, бинарным насосом и 

автоматизированным блоком с картриджами ТФЭ. 

 

Проводя пробоподготовку с использованием ТФЭ, можно избежать многих проблем, таких 

как неполное разделение фаз, неполное извлечение вещества, необходимость в использовании 

большого количества органических растворителей, с которыми приходится сталкиваться, используя 

метод жидко-жидкостной экстракции. 

При разработке аналитической методики не всегда возможно использовать наиболее простой 

метод экстракции, такой как метод осаждения белков матрицы или ЖЖЭ. В работе [69] 4'-циано-2'-

дезоксиинозин (SK14-061a) – аналог инозина – лекарственного препарата против вируса 

иммунодефицита человека типа 1 (ВИЧ-1), определяли в крысиной плазме методом ВЭЖХ/МС-МС. 

В качестве метода экстракции был сделан выбор в пользу ТФЭ, поскольку метод осаждения 

метанолом или ацетонитрилом не обеспечивал наиболее полное извлечение ксенобиотика. 

Использование метода ТФЭ позволило удалить большую часть эндогенных соединений из плазмы 

крови и селективно экстрагировать вещество. Степень извлечения 4'-циано-2'-дезоксиинозина 

составила 92,4±10,9%, что указывает на применимость данного метода.  

При определении N-[2-(4-гидроксифенил)этил]-2-(2,5-диметоксифенил)-3-(3-метокси-4-

гидроксифенил) акриламида, проявившего физиологическую активность против болезни 

Паркинсона, в плазме крови и моче человека сравнивали метод осаждения белков и картриджи ТФЭ. 

Поскольку при осаждении белков матрицы органическим растворителем матричный эффект был 

выше, в качестве метода пробоподготовки образца плазмы и мочи человека был выбран ТФЭ. 
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Данный метод обеспечивал эффективное удаление компонентов матрицы по сравнению с методом 

осаждения [123]. 

Метод твердофазной экстракции с течением времени становится более предпочтительным 

для исследователей, потому что лишен ограничений в используемых сорбентах и аналитах. Область 

современных исследований экстракции образцов фактически смещается в сторону ТФЭ. На базе 

данного метода становится возможным создание унифицированных методов очистки и экстракции 

биологических образцов. 

Одной из вариаций метода твердофазной экстракции тканей является использование 

планшетов типа Ostro. Ostro представляет собой 96-луночный планшет, заполненный сорбентом для 

очистки образцов от белков и фосфолипидов. Планшет помещают над пробирками типа Эппендорф. 

Образцы биологической матрицы (цельная кровь, плазма крови, сыворотка) помещают в 96-

луночный планшет (рис. 14), добавляют 1% раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле в 

соотношении 1:3, перемешивают пипетированием или с помощью шейкера. Образцы пропускают 

через мембрану планшета под давлением, полученный фильтрат анализируют [124].  

 
Рисунок 14. 96-луночный планшет Ostro, Waters. 

 

Главным преимуществом процедуры твердофазной экстракции с помощью планшетов Ostro 

является то, что этот продукт является готовым решением, которое не требует оптимизации. Метод 

позволяет выполнять пробоподготовку в полуавтоматическом режиме, при этом он подходит для 

количественного определения фосфолипидов, в частности фосфатидилхолинов (ФХ) и 

лизофосфатидилхолинов (ЛизоФХ), в тканях. В сравнении с жидко-жидкостной экстракцией метод 

Ostro позволяет уменьшить объем требуемого образца и избежать эмульгирования при извлечении 

фосфолипидов [125]. 
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Обработка образцов с применением 96-луночных планшетов является более экспрессной, в 

сравнении с картриджами для ТФЭ, поскольку не требует кондиционирования. Примером может 

служить исследование De Baere и соавт. [126], в котором определяли содержание гамитромицина в 

плазме крови и тканях легких. С применением планшетов Oasis OstroTM или HybridSPE- Phospholipid 

SPE была разработана методика количественного анализа вещества, которая по сравнению с 

процедурами пробоподготовки с использованием ТФЭ, занимала гораздо меньше времени. Авторы 

отмечают, что уделили особое внимание скорости, потому что для дальнейшего исследования 

фармакокинетики необходима обработка большого количества образцов. 

Для увеличения степени извлечения аналита из образца и удаления фосфолипидов часто 

используют неорганические соли, такие как хлорид и цитрат натрия, сульфат магния, ацетат 

аммония. Совместно с высаливанием используют полярные органические растворители, 

совместимые с ВЭЖХ-МС/МС, такие как ацетонитрил, изопропанол, ацетон. Несмотря на то, что 

они хорошо смешивается с водой, существуют методы разделения раствора на два слоя при 

добавлении солей и/или другого органического растворителя [127]. Такой метод получил достаточно 

широкую популярность ввиду достаточно низкой стоимости и высокой эффективности при анализе 

широкого ряда метаболитов. Он нашел применение в пробоподготовке тканей, а одна из его 

модификаций получила название QuEChERS (кэтчерс) - Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and 

Safe (Быстро, Просто, Дёшево, Эффективно, Надежно и Безопасно). Данный метод изначально был 

разработан для анализа остатков различных пестицидов во фруктах, овощах, зерновых культурах и 

продуктах их переработки [128], однако в дальнейшем он нашел широкое применение в 

лабораторной практике для пробоподготовки различных образцов, в том числе биологических. В 

работе Дерванда и соавторов [129] была продемонстрирована применимость метода для допинг-

контроля широкого ряда агентов и их метаболитов в моче. В стандартном протоколе используют 

метод жидко-жидкостной экстракции метил-трет-бутиловым эфиром или этилацетатом, которые не 

позволяют добиться наиболее полной степени извлечения гидрофильных веществ. Использование 

процедуры QuEChERS позволило извлечь более 90% аналитов, в том числе стабилизатор HIF FG-

4592, бензоилэкгонин, фуросемид, а также станозолол-глюкурониды, которые не удавалось извлечь 

методом ЖЖЭ. 

Метод позволяет извлекать из проб целевые аналиты и удалять мешающие вещества, такие 

как органические кислоты, липиды, пигменты, сахара. Процедура обработки образца методом 

QuEChERS включает в себя последовательные стадии высаливания и твердофазной очистки 

биологического образца. Метод обеспечивает высокую степень извлечения для широкого спектра 
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химических соединений, а конечный экстракт растворен в ацетонитриле и пригоден для анализа 

методом ВЭЖХ. В литературе упоминается о данном методе пробоподготовки для анализа 

ксенобиотиков разной природы в биологических жидкостях [130,131] и тканях [132]. При этом метод 

активно используется в ранней разработке лекарственных препаратов [133] и токсикологии [134]. 

Приведенные данные позволяют рассматривать метод QuEChERS как перспективный способ 

пробоподготовки биологических образцов для решения различных задач в области биоанализа.  

 

1.2.3. Современные методы микроэкстракции 

Развитие нанотехнологий, в частности наносорбентов, позволило расширить возможности и 

границы применения метода твердофазной экстракции (рис. 15). Большинство современных методов 

микроэкстракции основано на принципах взаимодействия с сорбентом. Применение новых 

сорбентов, развитие методов микроэкстракции биологических образцов обусловлено не только 

увеличением экстракционных характеристик (высокая степень извлечения, специфичность, 

селективность), но и минимизацией органических растворителей для обеспечения экологичного 

подхода [135,136]. Поиск новых сорбентов для твердофазной экстракции и переход к платформам, 

позволяющим уменьшить время обработки биологических образцов, является современным 

вызовом. 

 

Рисунок 15. Эволюция наносорбентов и развитие методов ТФЭ. Адаптировано из [137].  

 

Переход к методам микроэкстракции являлся сложным этапом модификации метода 

твердофазной экстракции. К сорбентам предъявляются высокие требования, такие как практичность, 



39 
 

эффективность, увеличенная площадь поверхности соприкосновения с образцом, стабильность. 

Наноматериалы были широко исследованы в качестве новых сорбентов для ТФЭ, и это позволило 

перейти на следующий этап развития методов пробоподготовки. Сорбенты нового поколения 

обладают высокой степенью адсорбции и удельной площадью поверхности, возможностью 

многократного использования [138]. При этом в качестве сорбентов для пробоподготовки они 

показали себя селективными и позволили эффективно отделять определяемые компоненты от 

матрицы. Наноматериалы разнообразны по размеру и поверхностным свойствам частиц, что 

позволяет подобрать наиболее подходящий сорбент.  

В недавних обзорах [137,139–142] сообщалось о тенденциях развития и применения новых 

функциональных материалов в биоанализе. Различные наночастицы с разным составом и 

морфологией используют в качестве сорбентов для пробоподготовки с целью очистки и 

концентрирования анализируемого вещества. К наиболее популярным наночастицам и 

нанокомпозитам относят молекулярные импринтинговые полимеры (МИП), оксиды металлов и 

неметаллов и их производные, графен, оксид графена и их модификации, углеродные нанотрубки, 

металл-органические координационные полимеры (МОФы), магнитные частицы (рис. 16). 

 

Рисунок 16. Частота применения каждой из групп сорбентов в твердофазной микроэкстракции. 

Адаптировано из [139]. 

 

Одним из ярких примеров служит разработка новых сорбентов на основе графена и оксида 

графена. Оксид графена наиболее широко используется в качестве сорбента, поскольку содержит 

карбоксильные и гидроксильные функциональные группы, позволяющие обратимо 

взаимодействовать с аналитом, обладает высокой дисперсностью в воде по сравнению с графеном, 
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большой площадью и универсальной модификацией поверхности [139,141]. Коллектив авторов из 

Китая разработал сорбенты на основе модифицированного графена и оксида графена [143]. Авторы 

отмечают, что сорбенты являются универсальными и высокоэффективными для твердофазной 

экстракции. Они могут быть использованы для широкого спектра аналитов: от малых молекул до 

макромолекул, таких как белки. Благодаря разной полярности графена и оксида графена, сорбент 

можно эффективно использовать для нормально-фазовой и обращенно-фазовой экстракции, что 

расширяет границы применения экстракции.  

Помимо разработки различных сорбентов для твердофазной экстракции, существуют 

платформы, которые позволяют не только очищать и концентрировать образец, но и хранить в 

течение времени. Метод сухого пятна крови (Dried Blood Spot, DBS) является одним из методов 

микроэкстракции и был разработан в 1963 году Гатри и Сузи как альтернативный способ проведения 

анализов при неонатальном скрининге [144]. Изначально метод заключался в нанесении нескольких 

капель капиллярной крови, взятых из пятки или пальца ребенка, на специальную фильтровальную 

бумагу в формате карты. В отличие от приготовления плазмы из цельной крови, данный метод 

позволяет получить образец, готовый к пробоподготовке в краткие сроки (рис. 17А). Образцам 

просто дают высохнуть на воздухе без обработки, после чего их можно хранить в течение нескольких 

недель (пример карты с нанесенными пятнами крови представлен на рис. 17Б). Первоначально эти 

карты были созданы для анализа аминокислот.  

 
Рисунок 17. Сравнение схемы обработки цельной крови и получения сухого пятна крови (А); 

образцы крови, нанесенные на бумажный носитель (Б). 

 

С 90-х годов прошлого века исследователи начали применять метод сухого пятна крови в 

качестве пробоподготовки биологических образцов в сочетании с масс-спектрометрическими 

методами анализа. Интерес к сбору и обработке образцов на бумажных карточках постоянно растет 

из-за того, что для анализа требуется 20-50 мкл образца. В настоящее время данный подход 
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применяется для анализа различных биологических матриц, таких как кровь, плазма, моча, слюна, 

обобщая технологию термином «сухие пятна матрицы» (dried matrix spot, DMS) [145]. 

Преимущество данного метода заключается в том, что аналиты, будучи адсорбированными 

на твердофазном носителе – целлюлозе, – не подвергаются воздействию ферментов, а белки 

биоматрицы необратимо адсорбируются и не оказывают мешающего влияния на анализ. Тем не 

менее, некоторые соединения нестабильны в биологических жидкостях, таких как кровь, плазма, 

моча, слюна и требуют определенной обработки для предотвращения деградации анализируемого 

вещества [146]. 

Известно, что состав крови может оказывать влияние на степень извлечения вещества, что 

необходимо учитывать при разработке методов анализа с использованием сухих пятен крови. В 

частности, при использовании сухих пятен крови для пробоподготовки важно проверять влияние 

гематокрита на результат анализа. Однако связь между уровнем гематокрита и степенью извлечения 

аналита не была установлена в ряде исследований. Например, при исследовании извлечения 

различных аналитов с карт DBS различных производителей, использующих кровь с разным уровнем 

гематокрита, корреляция не была выявлена [147]. Для минимизации влияния гематокрита на 

результаты анализа рекомендуется проводить анализ целого пятна крови. Это подтверждено 

исследованием авторов работы [148], которые показали, что при анализе образцов, взятых из 

центральной части пятна крови и с его края, получаются разные результаты. Таким образом, для 

получения более точных и воспроизводимых результатов необходимо анализировать пятно крови 

целиком. 

Анализ препаратов для терапевтического мониторинга лекарственных средств обычно 

проводится на сыворотке или плазме венозной крови. Применение метода сухого пятна крови 

значительно облегчает задачу: он позволяет проводить анализ быстрее и с большим комфортом для 

пациента, поскольку процедура отбора крови является минимально инвазивной и заключается в 

проколе пальца и самостоятельном сборе капель крови на карту. Это облегчает отбор крови как у 

детей, так и у взрослых в домашних условиях, хотя для сбора таких образцов необходимо тщательно 

соблюдать инструкцию. Образцы DMS могут рассматриваться как альтернативный метод анализа 

венозной крови. В перспективе с помощью метода сухого пятна могут быть проведены аналогичные 

исследования плазмы или контроля гематокрита [149]. Несмотря на широкое распространение 

данного подхода как в клинической практике, так и в исследовательской деятельности, в литературе 

нет сведений о применении DMS для анализа малых молекул в гомогенатах тканей в рамках 
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доклинических исследований. При этом сообщается, что DMS используют для анализа образцов 

мозга в ветеринарных целях [150]. 

Таким образом, анализ литературы показал, что метод DMS обладает привлекательностью для 

применения в биоаналитических методиках. При разработке методик анализа с применением 

данного метода были выявлены его основные преимущества и недостатки. К преимуществам метода 

можно отнести его простоту и скорость процедуры пробоподготовки, необходимость минимальных 

количеств биологической матрицы (как правило, для анализа используется 20-50 мкл крови или 

плазмы) и растворителя, доступность метода (низкая стоимость расходных материалов), 

возможность автоматизации пробоподготовки. Недостатками DMS являются необходимость 

использования высокочувствительного метода детекции для определения низких концентраций 

веществ, а также влияние многих факторов на выход вещества при пробоподготовки (состав крови, 

площадь пятна крови и др.). 

Метод твердофазной экстракции на целлюлозном носителе (fabric phase sorptive extraction, 

FPSE, рис. 18) − относительно новый способ обработки образцов. Носитель представляет собой 

ткань из хлопка, полиэстера или стекловолокна, покрытую высокоэффективным гелем – сорбентом, 

поверхность которого может быть дополнительно модифицирована. Пористая структура геля и 

проникающая способность тканевой подложки позволяют пропускать растворы, содержащие 

аналиты с их последующим извлечением. Существует более 30 различных сорбентов для 

экстрагирования неполярных, среднеполярных, полярных аналитов, органических кислот, белков, 

пептидов и т.д. Метод FPSE отличается высокой степенью извлечения (96% для неполярных и 

среднеполярных аналитов). Обработка образца, нанесенного на целлюлозный носитель, требует 

малого количества органического растворителя, что говорит об экологичности данного метода [151]. 

К недостаткам этого метода относятся длительность пробоподготовки и малое количество 

получаемого надосадочного раствора [67]. 
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Рисунок 18. Схема пробоподготовки методом твердофазной экстракции с использованием 

целлюлозного носителя. 

 

Данный метод позволяет одновременно определять несколько веществ, что ускоряет 

пробоподготовку образцов и не требует разработки методик для каждого вещества отдельно. 

Например, метод FPSE использовали для одновременной экстракции и анализа образцов плазмы и 

мочи человека, содержащей двенадцать азольных остатков противомикробного препарата. 

Разработанный протокол позволил унифицировать способ обработки образцов для широкого спектра 

соединений в двух представленных матрицах с использованием диодно-матричного детектора, что 

говорит о высокой воспроизводимости и степени извлечения данного метода твердофазной 

экстракции [152]. Метод FPSE позволяет одновременно извлекать и концентрировать широкий 

спектр соединений непосредственно из цельной крови или разбавленной цельной крови, минуя 

стадию фильтрации или осаждения белков матрицы [153].  

Метод применим не только к биологическим жидкостям, но и используется в контроле 

пищевой промышленности. Для одновременного извлечения остатков триамфеникола − 

высокополярных антибиотиков (хлорамфеникол, флорфеникол, тиамфеникол) - из сырого молока 

использовали методику с применением твердофазной экстракции на целлюлозном носителе. Данный 

способ пробоподготовки был выбран во избежание возникновения систематической ошибки при 

обработке образца методом осаждения белков [154]. 

В работе [155] была разработана методика количественного анализа парабенов в тканях 

молочной железы человека. Было обнаружено, что среди всех протестированных мембран FPSE 

наивысшая эффективность экстракции достигается при модификации покрытия целлюлозной ткани 
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золь-гелем политетрагидрофурана. В этом случае степень извлечения соединений составляет около 

70%. Метод для контроля содержания парабенов в биологических жидкостях (цельная кровь, плазма, 

моча) человека так же был разработан с применением метода FPSE. Стоит отметить, что анализ 

проводили с использованием ВЭЖХ-УФ, что демонстрирует высокую экстракционную способность. 

 

1.3. Заключение по обзору литературы 

Прогресс в инструментальных методах и способах обработки биологических образцов за 

последние десятилетия существенно расширил возможности доклинических исследований 

лекарственных препаратов. Высокая чувствительность масс-спектрометрического анализа 

позволила проводить фармакокинетические испытания с использованием минимальных доз, что 

помогает избежать острых токсических эффектов в экспериментах с животными. Развитие 

спектроскопии ЯМР, масс-спектрометрии высокого разрешения и математического моделирования 

дает возможность предсказывать и подтверждать образование метаболитов новых препаратов, а 

также изучать их влияние на организм на ранних этапах исследования. 

Анализ литературных данных показал, что определение ксенобиотиков в биологических 

образцах остается сложной задачей. Кровь, плазма крови, а также органы, как биологическая 

матрица, обладают высокой неоднородностью структуры и состава. Разнообразие методов 

пробоподготовки биологических жидкостей и тканей позволяет выбирать оптимальные подходы для 

извлечения анализируемых веществ. Для успешного проведения количественного анализа веществ 

в органах важно правильно подобрать метод гомогенизации тканей и оптимизировать процедуры их 

извлечения, обеспечивая приемлемую селективность и достаточную чувствительность методики. 

Выбор метода обработки матрицы определяется не только показателями LLOQ и степенью 

извлечения, но и целями исследования, для которого разрабатывается методика, а также удобством 

обработки образцов.  

Разработка биоаналитических методик играет важную роль в анализе фармацевтических 

препаратов в тканях и биологических жидкостях, поскольку позволяет улучшить понимание их 

фармакологических свойств и безопасности. Современные методы обработки биологических 

образцов и инструментальные методы анализа с высокой чувствительностью позволяют проводить 

детальное исследование новых препаратов, что способствует выявлению потенциальных побочных 

эффектов и снижению риска их проявления еще на стадии доклинических исследований.  
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Глава 2. Обсуждение результатов 
2.1. Исследование противовирусного агента камфецина 

2.1.1. Оптимизация методики пробоподготовки сухих пятен крови 

Ранее была разработана методика количественного определения камфецина в цельной крови 

крыс с применением ВЭЖХ-МС/МС и метода сухого пятна крови в диапазоне 50-2500 нг/мл [7]. В 

данной методике сухие пятна крови экстрагировали ацетонитрилом с добавлением 2-Ad в качестве 

внутреннего стандарта (рис. 19), а степень извлечения камфецина составляла менее 2%. 

 
Рисунок 19. Структурная формула гидрохлорида 2-адамантиламина (2-Ad, внутренний стандарт). 

 

Использование чувствительного масс-спектрометра, такого как AB SCIEX 6500 QTRAP, 

нивелировало низкую степень извлечения аналита и позволило валидировать методику. Для анализа 

экстракт разбавляли водой в соотношении 1:9, поскольку при анализе образца, растворенного в 

чистом ацетонитриле, аналит и внутренний стандарт частично элюируются в области мертвого 

объема хроматографической колонки с обращенно-фазовым сорбентом. На рис. 20 приведены 

хроматограммы извлеченного ионного тока (XIC) камфецина и внутреннего стандарта. При 

приготовлении и анализе смеси камфецина и 2-Ad в ацетонитриле на хроматограммах появились два 

пика при 1,8 мин для обоих веществ (рис. 20 А, В), что свидетельствует об их элюировании в мертвом 

объеме хроматографической колонки. Оставшаяся часть обоих веществ элюируется при их 

нормальном времени удерживания в данных хроматографических условиях (4,6 и 4,7 мин для 

камфецина и 2-Ad, соответственно). Такой эффект, по-видимому, связан с высокой элюирующей 

способностью ацетонитрила по отношению к анализируемым веществам. Необходимость 

разбавления пробы приводила к повышению нижнего предела количественного определения 

камфецина и проведению дополнительной операции, которая увеличивала время обработки 

образцов.  

В настоящей работе было обнаружено, что при приготовлении раствора камфецина и 2-Ad в 

метаноле и при использовании этого растворителя в качестве элюента Б подвижной фазы, оба 

вещества удерживаются на обращенно-фазовом сорбенте хроматографической колонки (рис. 20 Б, 

Г). На основании этого была проведена оптимизация методики пробоподготовки биологических 
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образцов как сухих пятен, так и плазмы крови, содержащих камфецин, а в качестве экстрагента был 

использован метанол. 

 
Рисунок 20. Хроматограммы извлеченного ионного тока (XIC) для 2-Ad (внутренний стандарт, 10 

мкг/мл, А, Б) и камфецина (аналит, 10 нг/мл, В, Г) в ацетонитриле (А и В соответственно) и в 0,1% 

растворе муравьиной кислоты в метаноле (Б и Г соответственно). 

 

Для проверки применимости модифицированного метода были приготовлены и 

проанализированы образцы сухих пятен крови, содержащие камфецин в диапазоне концентраций 2-

2000 нг/мл. В результате анализа этих образцов была построена градуировочная зависимость во всем 

диапазоне концентраций, которая описывается уравнением Хилла (генерируется по встроенному 

алгоритму программы обработки хроматограмм MultiQuant): 𝑦𝑦 = 0,537 + 0,695∙𝑥𝑥0,966

3710+𝑥𝑥0,966  (рис. 21). Точность 

построенной градуировочной зависимости составила от 91 до 110%, а коэффициент детерминации 

составил 0,999. 
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Рисунок 21. Градуировочная зависимость для количественного определения камфецина в образцах 

сухих пятен крови в диапазоне 2-2000 нг/мл. 

 

Таким образом, изменение экстрагента позволило исключить этап разбавления образца водой, 

что ускорило процесс пробоподготовки. Кроме того, было обнаружено, что применение 0,1% 

раствора муравьиной кислоты в метаноле увеличивает степень извлечения камфецина до 10%, что в 

пять раз превышает значение степени извлечения ранее разработанной и опубликованной методики. 

Построенная градуировочная зависимость позволила подтвердить применимость методики для 

дальнейшего анализа камфецина в сухих пятнах крови в широком диапазоне концентраций. 

 

2.1.2. Исследование стабильности камфецина в сухих пятнах крови 

Оптимизированная методика экстракции камфецина из сухих пятен крови была применена 

для исследования стабильности образцов, которую изучали на образцах с низкой (10 нг/мл), средней 

(100 нг/мл) и высокой (1000 нг/мл) концентрациях вещества в цельной крови. Образцы хранили в 

течение 28 дней при комнатной температуре (+24°C), в бытовом холодильнике (+4°C), в морозильной 

камере (–12°C) и низкотемпературной морозильной камере (–70°C). Расчет концентраций камфецина 

проводили относительно свежеприготовленных образцов с использованием построенной 

градуировочной зависимости. 

При хранении образцов при комнатной температуре наблюдается быстрое снижение 

содержания камфецина во всем диапазоне концентраций. Более того, для образцов, содержащих 10 

нг/мл вещества, снижение содержания вещества более чем на 15 % происходит уже через неделю 

после их приготовления (рис. 22А). Для образцов сухих пятен, содержащих 100 нг/мл и 1000 нг/мл 

камфецина, наблюдается снижение наблюдаемой концентрации на 12% и 8% через 7 дней 

соответственно, а потеря более 15% вещества в этих образцах происходила примерно через 8 и 12 

дней, соответственно. Полученные результаты свидетельствуют о том, что образцы необходимо 
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анализировать в достаточно короткие сроки (до 4 дней) при хранении или транспортировке без 

охлаждения. Снижение концентрации камфецина в образцах сухих пятен при температуре +24˚C, по 

нашему предположению, обусловлено возможной десорбцией вещества из-за его достаточно 

высокой летучести, так как одним из свойств камфецина является его способность к сублимации. 

Также нельзя исключать возможность окисления вещества с образованием соответствующих 

продуктов. Вероятно, оба процесса протекают параллельно, однако данный вопрос требует изучения.  

 
Рисунок 22. Процент от начальной концентрации камфецина в сухих пятнах крови (n=4), 

хранившихся в течение 28 дней при комнатной температуре (+24˚С, А), в холодильнике (+4˚C, Б), в 

морозильной камере бытового холодильника (-12˚С, В), при -70˚С (Г). 

 

При хранении образцов в бытовом холодильнике (+4˚C) наблюдается снижение скорости их 

деградации по сравнению с хранением при комнатной температуре: потеря 15% от первоначального 

количества наблюдается через 2 недели (рис. 22Б) для образцов, содержащих камфецин в 

концентрации 10 нг/мл и 100 нг/мл. Для образцов, содержащих вещество в концентрации 1000 нг/мл, 
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снижение концентрации через 14 дней составила около 5 %, что является допустимой погрешностью 

при анализе. Через 28 дней после приготовления уровень концентрации камфецина достиг 85% от 

исходного значения. Таким образом, использование бытового холодильника позволяет значительно 

увеличить срок хранения образцов сухих пятен крови, который может достигать 4 недель для 

образцов с относительно высокими концентрациями. Тем не менее, мы полагаем, что данные 

условиях хранения будут недостаточными для точного определения камфецина в образцах с 

неизвестным уровнем концентрации.  

Использование морозильной камеры бытового холодильника при хранении образцов сухих 

пятен крови снижает тенденцию к падению концентрации. При хранении образцов в течение 14 дней 

при температуре –12°C практически не наблюдалось потери вещества (рис. 22В). Тем не менее, с 

течением времени вещество также десорбируется, что приводит к снижению его концентрации в 

образцах, поэтому анализ образцов через 28 дней хранения, скорее всего, приведет к некорректным 

результатам.  

Глубокая заморозка сухих пятен крови, содержащих камфецин, при температуре –70°C 

позволяет хранить образцы в течение 4 недель и корректно определять аналит во всем диапазоне 

концентраций. Анализ образцов показал, что в течение этого срока хранения снижение содержания 

концентрации камфецина в образцах не превышало 10% во всем диапазоне концентраций (рис. 22Г).  

На основании полученных данных можно сделать вывод о том, что для получения корректных 

данных образцы камфецина в сухих пятнах крови лучше всего анализировать сразу после 

приготовления. В случае, когда невозможно провести анализ в течение 3-5 дней или требуется 

длительная транспортировка образцов, их следует хранить в условиях глубокой заморозки при 

температуре –70°C не более 1 месяца.  

 

2.1.3. Разработка и валидация методики анализа камфецина в плазме крови 

Биоаналитические методики применяются на практике для количественного анализа веществ 

не только в цельной крови, но и плазме и сыворотке крови. Это обусловлено тем, что плазму и 

сыворотку крови можно получить в достаточно больших количествах, например, при клинических 

исследованиях на людях, и хранить полученные образцы в течение длительного времени. В связи с 

этим, важно иметь в арсенале аналитических методов также условия пробоподготовки и анализа 

веществ в этих матрицах. Также, помимо изучения фармакокинетики вещества с использованием 

плазмы крови, количественный анализ ксенобиотиков в этой матрице может быть использован, 
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например, для изучения распределения его между компонентами крови (форменными элементами и 

плазмой), что было задачей данного исследования. 

На первом этапе разработки методики пробоподготовки образцов плазмы крови были 

оценены 4 способа: метод осаждения белков органическим растворителем, метод сухого пятна крови 

(DBS), твердофазная экстракция оксидом алюминия, метод твердофазной экстракции на 

целлюлозном носителе (FPSE). После анализа методом ВЭЖХ-МС/МС и сравнения площадей пиков 

камфецина было обнаружено, что все методы обработки матрицы дают относительно одинаковые 

результаты по извлечению вещества из плазмы крови. Исходя из этого, в данном случае был выбран 

наиболее простой и быстрый метод пробоподготовки – осаждение белков.  

При выборе растворителя для осаждения белков матрицы были выбраны метанол, 

ацетонитрил и этих же растворителях, содержащих муравьиную кислоту, которая может 

способствовать увеличению степени извлечения вещества из биологической матрицы. При 

сравнении площадей пиков камфецина и внутреннего стандарта наибольшие площади с лучшей 

воспроизводимостью показало осаждение плазмы 0,1% раствором муравьиной кислоты в метаноле 

(рис. 23). 

 
Рисунок 23. Диаграмма значений площади пика камфецина после осаждения органическими 

растворителями (n=4). 

После выбора оптимального растворителя для осаждения белков плазмы была приготовлена, 

обработана и проанализирована серия градуировочных образцов, содержащих камфецин в 

диапазоне 5-5000 нг/мл. Концентрация внутреннего стандарта (2-Ad) в растворе (0,1% муравьиная 

кислота в метаноле) составляла 1000 нг/мл. При построении градуировочной зависимости площади 
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пика камфецина от его концентрации в плазме без учета внутреннего стандарта была выбрана 

зависимость, описываемая уравнением Хилла [156]. Использование уравнения Хилла позволяет 

построить градуировочную зависимость в широком диапазоне концентраций, так как линейная 

зависимость описывает только точки в диапазоне 5-1000 нг/мл в допустимых пределах погрешности 

(±20% для LLOQ и ±15% для остальных точек градуировочной зависимости). По-видимому, в 

области высоких значений концентрации, изменяется степень ионизации вещества и/или изменяется 

линейность отклика детектора и, следовательно, изменяется угол наклона прямой.  

В предварительных экспериментах был проведен подбор наиболее оптимальной 

концентрации внутреннего стандарта. Были приготовлены, обработаны и проанализированы 

градуировочные образцы, содержащие камфецин в диапазоне 5-5000 нг/мл. Для поиска оптимальной 

концентрации внутреннего стандарта в эксперименте использовали 2-Ad со значениями 

концентрации 1, 5 и 10 мкг/мл. На основании полученных данных нами был выбран рабочий раствор 

с концентрацией 10 мкл/мл для проведения пробоподготовки образцов плазмы крысы, содержащих 

камфецин. 

Разработанную методику количественного определения камфецина в плазме крови крысы 

валидировали по параметрам, приведенным в разделе 3.4. Селективность методики была 

продемонстрирована на холостом образце плазмы и образцах плазмы, содержащих камфецин в 

концентрации 500 нг/мл (рис. 24).  
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Рисунок 24. Хроматограмма холостого образца плазмы крови (А) и образца плазмы крови, 

содержащей камфецин с концентрацией 500 нг/мл и внутренний стандарт с концентрацией 10 

мкг/мл (Б). 

 

Отсутствие хроматографических пиков веществ, совпадающих по времени удерживания с 

пиком аналита и внутреннего стандарта, свидетельствует о селективности данной методики и 

позволяет количественно определять камфецин.  

С помощью разработанной методики пробоподготовки были обработаны и 

проанализированы градуировочные образцы в концентрациях 10-5000 нг/мл. Образец плазмы с 

концентрацией 5 нг/мл был исключен в силу низкой интенсивности сигнала (соотношение 

сигнал/шум составил менее 10). Градуировочная зависимость (рис. 25) описывается уравнением 

Хилла 𝑦𝑦 = 3,57 + 1,92∙𝑥𝑥0,97

1,08+𝑥𝑥0,97 . 
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Рисунок 25. Градуировочная зависимость для определения концентрации камфецина в плазме 

крови крыс в диапазоне 10-5000 нг/мл. 
 

Точность построенной градуировочной зависимости составила от 96 до 104% (табл. 1) и 

находится в допустимых пределах погрешности, а значение квадрата коэффициента детерминации 

составило 0,999. Диапазон значений площади пика внутреннего стандарта находился в пределах 

±4,6% относительно среднего значения. 

Таблица 1. Найденные значения концентраций камфецина в градуировочных образцах. 

Концентрации камфецина в 
плазме, нг/мл 

Найденная 
концентрация±SD, нг/мл, 

n=4 
Точность, % 

10 10,3±1,5 103 
25 25,3±0,3 101 
50 48,2±0,7 96,5 
100 97±2 97,2 
250 261±15 104 
500 484±11 96,8 
1000 1022±5 102 
2500 2474±50 98,9 
5000 5016±75 100 

 

Нижний предел количественного определения составил 10 нг/мл, а отклонение от 

теоретического значения составило 2,7%. Среднее значение отношения сигнал/шум для шести 

изменений составило 13,7, что удовлетворяет критерию приемлемости (сигнал/шум ≥ 10).  

Результаты анализа образцов контроля качества, полученные внутри и между циклами, 

приведены в таблице 2. Значения относительной погрешности не превышают допустимую 

погрешность рассчитанной концентрации (не более 15% от номинального значения, а для образцов 

LLOQ – 20%). 
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Таблица 2. Результаты анализа образцов контроля качества. 

Тип образцаа) и 
(концентрация, 

нг/мл) 

Найденная 
концентрация±SD, нг/мл, 

n=6 

Относительная 
погрешность, % Точность, % 

LLOQ (10) 10,57±0,44 4,6 109 
QCL (30) 29,13±0,31 9,1 97,3 

QCM (2500) 2380±60 2,6 95,0 
QCH (4000)  3780±37 3,8 94,6 

 
a) QCL, QCM, QCH – образцы контроля качества в низкой, средней и высокой концентрации 

агента соответственно. 
 

В таблице 3 представлены значения степени извлечения камфецина для образцов контроля 

качества с низкой (QCL) и высокой (QCH) концентрацией. Значения степеней извлечения аналита 

составили 103% и 99,2%. Разработанная методика позволяет практически полностью извлекать 

камфецин из биологической матрицы в процессе пробоподготовки.  

Таблица 3. Значение степени извлечения камфецина из плазмы для образцов контроля качества. 

Тип образцаа) и 
концентрация, нг/мл 

Степень извлечения, % 
n=6 

Относительная 
погрешность, % 

QCL (30) 103,0 12,9 
QCH (4000) 99,2 8,5 

a) QCL, QCH – образцы контроля качества в низкой и высокой концентрации агента, 
соответственно. 

 

При анализе холостого образца после образца калибратора с максимальной концентрацией 

(5000 нг/мл) на хроматограмме не наблюдалось пика камфецина, что свидетельствует об отсутствии 

переноса вещества при анализе серии образцов. При оценке стабильности вещества после 

пробоподготовки было установлено, что концентрация камфецина не изменяется в течение 24 часов 

при хранении образцов в автосамплере, что достаточно для анализа большой серии образцов.  

Таким образом, разработанная методика количественного определения камфецина в плазме 

крови крысы методом ВЭЖХ-МС/МС была валидирована согласно требованиям регуляторных 

документов и является приемлемой для дальнейшего анализа образцов. 

 

2.1.4. Исследование распределения камфецина между компонентами крови 

Кровь является основным переносчиком кислорода и других веществ в организме животных. 

Она состоит из жидкой среды (плазмы) и форменных элементов, основную массу которых 

составляют эритроциты. Доля общего объема крови, занимаемая форменными элементами, 
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называется гематокритом, а его значение зависит от организма. У человека гематокрит составляет 

40-50%, а среднее количество форменных элементов крови - около 5×109 в 1 мл [157]. 

Попадая в кровь, вещество может либо оставаться там в свободном виде, либо связываться с 

форменными элементами крови и/или белками плазмы. Доля связанного вещества зависит от его 

физико-химических свойств: растворимости в воде, кислотных и основных свойств, наличия 

функциональных групп, способных вступать в реакцию с амино- или тиольными группами в белках. 

В случае химической реакции вещество может связываться с белками необратимо или разрушаться. 

Кроме того, необратимое связывание вещества с белками может быть вызвано сильным 

электростатическим взаимодействием заряженных групп вещества с группами белков. 

Для оценки степени связывания вещества с компонентами крови используется понятие 

коэффициента распределения fp [158]. Этот коэффициент определяется как отношение массы 

вещества, связанного с форменными элементами крови (mRBC), к массе вещества, оставшегося в 

плазме (mPL, уравнение (1)): 

𝑓𝑓𝑝𝑝 = 𝑚𝑚𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝑚𝑚𝑃𝑃𝑃𝑃

 (1). 

Если к цельной крови объемом VBL добавить количество вещества m0, то масса вещества, 

адсорбированного на форменных элементах, будет равна mRBC = m0-mPL. 

Величина m0 рассчитывается исходя из концентрации вещества в цельной крови, CBL, и 

объема последней, VBL (2). Масса вещества в плазме может быть рассчитана исходя из его 

концентрации в плазме, CPL, и объема плазмы, VPL (3). 

m0 = CBL⋅VBL (2)   mPL = CPL⋅VPL (3) 

Поскольку гематокрит (H) — это объемная доля крови, занимаемая форменными элементами 

(4), объем плазмы зависит от гематокрита и может быть рассчитан по формуле (5): 

H = VRBC/VBL  (4), 

VPL = VBL – VRBC = VBL⋅(1-H) (5). 

Принимая во внимание приведенные выше соотношения, можно выразить коэффициент 

распределения fp через концентрацию вещества в крови и плазме, а также значение гематокрита по 

уравнению (6): 

𝑓𝑓𝑝𝑝 =  𝑚𝑚𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝑚𝑚𝑃𝑃𝑃𝑃

=  𝑚𝑚0−𝑚𝑚𝑃𝑃𝑃𝑃
𝑚𝑚𝑃𝑃𝑃𝑃

=  𝐶𝐶𝐵𝐵𝐵𝐵𝑉𝑉𝐵𝐵𝐵𝐵
𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃𝑉𝑉𝑃𝑃𝑃𝑃

− 1 =  𝐶𝐶𝐵𝐵𝐵𝐵𝑉𝑉𝐵𝐵𝐵𝐵
𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃𝑉𝑉𝐵𝐵𝐵𝐵(1−𝐻𝐻)

− 1 = 𝐶𝐶𝐵𝐵𝐵𝐵
𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃(1−𝐻𝐻)

− 1 (6). 

Связывание вещества с форменными элементами означает адсорбцию определенного его 

количества на каждом элементе. Обозначим массу вещества, адсорбированного на одном элементе, 

то есть его массовую концентрацию, как σRBC. Тогда общая масса вещества, адсорбированного на 

форменных элементах, может быть выражена следующим образом: 
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mRBC = σRBC⋅NRBC (7), 

где σRBC - массовая концентрация вещества в одном форменном элементе, а NRBC - общее количество 

форменных элементов крови. Пусть число форменных элементов, содержащихся в единице объема, 

равно N0, тогда в объеме крови VBL будет содержаться NRBC = N0×VBL элементов, а масса вещества, 

связанного с форменными элементами, будет равна: 

mRBC = σRBC⋅N0⋅VBL (8) 

Количество форменных элементов в единице объема крови N0 может быть измерено с 

помощью гематологического анализа. Подставим выражение (8) в формулу (1) для расчета 

коэффициента распределения fp, одновременно используя выражение (3), и получим выражение (9): 

𝑓𝑓𝑝𝑝 = 𝜎𝜎𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅∙𝑁𝑁𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅
𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃∙(1−𝐻𝐻)

  (9) 

Выразим значение σRBC из формулы (9) и воспользуемся выражением (6). В результате 

получаем уравнение (10), связывающее концентрацию вещества в крови и плазме, а также 

гематокрит и количество эритроцитов в единице объема: 

𝜎𝜎𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅𝑅 = 𝑓𝑓𝑝𝑝∙𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃∙(1−𝐻𝐻)
𝑁𝑁0

= � 𝐶𝐶𝐵𝐵𝐿𝐿
𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃∙(1−𝐻𝐻) − 1� ∙ 𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃∙(1−𝐻𝐻)

𝑁𝑁0
= 𝐶𝐶𝐵𝐵𝐵𝐵−𝐶𝐶𝑃𝑃𝑃𝑃∙(1−𝐻𝐻)

𝑁𝑁0
 (10) 

Таким образом, зная концентрацию вещества, внесенного в кровь, а также измерив его 

концентрацию в плазме, гематокрит и количество форменных элементов в единице объема крови, 

можно рассчитать концентрацию вещества, связанного с форменными элементами крови. 

После введения препарата животному вещество находится при температуре тела +37–39˚С. 

После отбора крови, в зависимости от лабораторных условий, не всегда получается сразу 

приготовить плазму, поэтому образцы могут храниться в холодильнике без замораживания (при +4–

6°C) или при комнатной температуре. Все эти факторы могут привести к искажению результатов 

количественного определения вещества, поэтому распределение потенциальных лекарственных 

препаратов необходимо изучать при различных температурных условиях. Например, было показано, 

что некоторые препараты существенно отличаются по распределению между форменными 

элементами крови и плазмой при разных температурах [159,160]. 

Для изучения распределения камфецина между форменными элементами крови и плазмой 

были приготовлены образцы крови, содержащие соединение в концентрации 50, 250, 1000 и 2500 

нг/мл. Эти значения концентрации были выбраны, поскольку данный диапазон соответствует 

концентрации камфецина в крови крыс после внутривенного или внутрижелудочного введения [7,8]. 

Распределение камфецина изучалось при температурах +4°C, +25°C и +38°C для нормальной крови 
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крысы (H=40%), которые представляют собой основные температуры отбора, хранения и подготовки 

образцов. 

В таблице 4 приведены средние концентрации камфецина в плазме крови крыс после 

подготовки образцов крови, инкубации, центрифугирования для получения плазмы и обработки 

образцов при указанных температурах, а также соответствующие значения коэффициентов 

распределения и концентрации соединения на форменный элемент. Полученные данные 

представлены в виде диаграммы на рисунке 26А. 

 

Таблица 4. Средние концентрации камфецина в плазме крови, коэффициенты распределения и 

рассчитанные концентрации в форменных элементах при различных температурах. 

T, °C CBL, нг/мл CPL±SD, нг/мл 
n=4 fp 

σRBC·107, 
нг/элемент 

4 

50 44,9±5,7 0,89 3,39·10-2 

250 253±2,7 0,64 1,44·10-1 
1000 880±16 0,90 6,94·10-1 
2500 2129±40 0,96 1,80 

25 

50 52±4,0 0,62 2,79·10-2 
250 269±4,0 0,55 1,31·10-1 
1000 941±22 0,77 6,40·10-1 
2500 2478±43 0,68 1,49 

38 

50 48±1,8 0,72 3,079·10-2 
250 258±3,6 0,62 1,40·10-1 
1000 922±16 0,81 6,57·10-1 
2500 2450±70 0,70 1,52 

 

Как видно из таблицы, найденная концентрация камфецина в плазме составляет 76-100% от 

первоначально внесенной в кровь. Полученные значения коэффициента fp свидетельствуют о том, 

что это вещество в диапазоне концентраций 50-2500 нг/мл равномерно распределяется между 

форменными элементами и плазмой крови, а температура не оказывает существенного влияния на 

коэффициент распределения. Это свойство камфецина позволяет проводить его количественный 

анализ в образцах цельной крови, хранившихся при разных температурах. 

На рисунке 26Б представлен график зависимости концентрации камфецина, 

адсорбированного на форменных элементах крови (σRBC), от количества вещества, добавленного в 

кровь. Как видно из графиков, параметр σRBC линейно зависит от начальной концентрации 

камфецина в крови в диапазоне от 50 до 2500 нг/мл. Близость линий на графике свидетельствует о 

том, что существенного влияния температуры на адсорбцию вещества форменными элементами 



58 
 

крови нет, хотя наблюдалось некоторое увеличение σRBC при температуре +4˚C. Вероятно, при этой 

температуре растворимость вещества снижается, что приводит к увеличению доли 

адсорбированного на эритроцитах камфецина по сравнению с другими значениями температуры. 

 
Рисунок 26. Распределение камфецина между компонентами крови в зависимости от 

концентрации при разных температурах: А – диаграмма значений коэффициентов распределения 

fp, Б – график зависимости концентрации камфецина в форменном элементе σ от концентрации 

камфецина в крови. 

 

Таким образом, было показано, что распределение камфецина между компонентами крови 

крыс одинаково в достаточно широком диапазоне концентраций. Кроме того, близость концентраций 

камфецина в плазме к исходным концентрациям вещества в крови указывает на то, что для его 

количественного определения можно выбирать плазму, а не цельную кровь. Это имеет большое 

практическое значение, поскольку, в отличие от плазмы, кровь не подвергается заморозке и 

хранению, а также требует специальных методов пробоподготовки. В случае аналогичного 

поведения камфецина в цельной крови человека, в ходе клинических испытаний можно будет 

получать плазму без необходимости подготовки образцов цельной крови. Это значительно упростит 

и ускорит клинические испытания, так как не потребует специального оборудования и реагентов для 

подготовки проб сразу после отбора крови у добровольцев. 
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Для исследования распределения камфецина между компонентами крови в зависимости от 

гематокрита (HCT) использовались образцы крови с различными значениями этого параметра. Для 

этого были подготовлены образцы крови крыс с низким (HCT=24%) и высоким (HCT=65%) 

значениями гематокрита. Распределение изучали при +25°C для концентраций камфецина 50, 250, 

1000 и 2500 нг/мл. 

В таблице 5 приведены значения концентраций камфецина в плазме крови крыс после 

приготовления образцов крови, инкубации, центрифугирования для приготовления плазмы и 

обработки образцов с различными значениями гематокрита, рассчитаны коэффициенты 

распределения и соответствующие значения концентрации вещества в одном форменном элементе. 

Из полученных данных видно, что для образцов крови с низким значением гематокрита 

концентрация камфецина в плазме составляла 65-85% от исходной концентрации в крови. Для 

образцов с высоким значением гематокрита концентрация камфецина в плазме составляла 92-130 % 

от исходной концентрации в крови, что, по-видимому, связано с относительно небольшим объемом 

плазмы. 

 

Таблица 5. Средние значения концентраций камфецина в плазме, коэффициентов распределения и 

концентрации в форменных элементах при разных значениях гематокрита. 

HCT, % CBL, нг/мл CPL±SD, нг/мл 
n=4 fp 

σ·107, 
нг/элемент 

24 

50 33±1,8 1,0 5,95·10-2 
250 206±5,7 0,6 2,25·10-1 
1000 823±31 0,6 8,93·10-1 
2500 1914±99 0,8 2,55 

65 

50 46±3,4 2,1 2,96·10-2 
250 260±23 1,8 1,38·10-1 
1000 1061±126 1,6 1,25·10-1 
2500 3259±55 1,2 1,18 

 

На рисунке 27А представлена диаграмма значений коэффициента распределения fp для 

образцов крови с различным гематокритом, а также сравнение полученных результатов с данными 

для нормальной крови. Из диаграммы видно, что с увеличением гематокрита происходит увеличение 

коэффициента распределения, то есть доли камфецина, адсорбированного на форменных элементах 

крови. Это связано с увеличением количества вещества, связанного с форменными элементами, и 

одновременным уменьшением объема плазмы. На рисунке 27Б представлен график зависимости 

концентрации камфецина, адсорбированного на форменных элементах крови, от количества 
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вещества, добавленного в кровь с низким и высоким значением гематокрита. Для обоих случаев 

наблюдалась линейная зависимость значений σRBC от концентрации вещества в крови. Увеличение 

гематокрита привело к снижению значений σRBC, что объясняется увеличением количества 

адсорбционных сайтов для вещества. 

 
Рисунок 27. Распределение камфецина между компонентами крови при разном значении 

гематокрита: А – диаграмма значений коэффициентов распределения fp, Б – график зависимости 

концентрации камфецина в форменном элементе σ от концентрации камфецина в крови. 

 

Таким образом, показано, что количество адсорбированного камфецина на форменных 

элементах крови линейно зависит от количества добавленного вещества в диапазоне концентраций 

от 50 до 2500 нг/мл в крови с различными значениями гематокрита. 

Для подтверждения гипотезы о том, что камфецин действительно адсорбируется на 

форменных элементах крови, а не подвергается биотрансформации с участием ферментов, 

присутствующих в крови, была изучена обратимость процесса адсорбции вещества на форменных 

элементах. Для этого были приготовлены образцы крови, содержащие камфецин в ранее упомянутых 

концентрациях (50, 250, 1000 и 2500 нг/мл), и обработаны в соответствии с протоколом, описанным 

в разделе 3.2.4. К нормальной цельной крови крысы (HCT=40%, T=25˚C) добавляли камфецин, 

аккуратно перемешивали на шейкере, затем центрифугировали и отбирали плазму. Порция плазмы, 
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отобранная после первого центрифугирования, далее будет обозначена как «порция 1». После ее 

отбора к оставшимся форменным элементам крови добавляли эквивалентный объем чистой плазмы 

крови крысы. Затем образец осторожно встряхивали на термостатируемом шейкере в течение 15 

минут при +25°C, после чего плазму крови снова отделяли центрифугированием и измеряли 

концентрацию содержащегося в ней камфецина. Вторая порция отобранной плазмы после 

центрифугирования далее будет обозначена как «порция 2».  

Анализ образцов плазмы показал, что концентрации камфецина (табл. 6, порция 1) 

соответствовали тем, которые наблюдались в предыдущем эксперименте (табл. 4). Это 

свидетельствует о воспроизводимости распределения камфецина между компонентами крови. 

Полученные данные также представлены в таблице 6 (порция 2) и на рисунке 28. 

 

Таблица 6. Средние значения измеренной концентрации камфецина в плазме, коэффициентов 

распределения и концентрации в клетках при изучении процесса адсорбции. 

Порция плазмы CBL, нг/мл CPL±SD, нг/мл 
n=4 fp 

σ·107, 
нг/элемент 

1 

50 49±6,8 0,7 2,88·10-2 
250 257±4,5 0,6 1,40·10-1 
1000 912±27 0,8 6,72·10-1 
2500 2325±64 0,8 1,63 

2 

50 31±1,2 0,68 1,32·10-2 
250 148±4,3 0,40 5,23·10-2 
1000 507±20 0,51 2,24·10-1 
2500 1145±10 0,61 6,18·10-1 

 

Как видно из таблицы 6, концентрация камфецина в плазме крови после второго 

распределения была примерно в 1,6-2,0 раза ниже, чем в образцах плазмы крови, взятых сразу после 

добавления вещества в цельную кровь. Коэффициент распределения fp, рассчитанный после второго 

центрифугирования плазмы, лишь немного ниже, чем при первом извлечении (рис. 28А). Такая 

картина свидетельствует о переходе примерно половины камфецина из форменных элементов крови 

в чистую плазму, что указывает на неметаболический и обратимый процесс адсорбции камфецина 

на форменных элементах крови. 

На рисунке 28Б представлен график зависимости концентрации камфецина, 

адсорбированного на форменных элементах крови, после первого и второго отбора плазмы от 

количества камфецина, добавленного в кровь. Из рисунка видно, что величина σRBC прямо 
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пропорциональна концентрации камфецина CBL. Переход вещества в чистую плазму при втором 

отборе свидетельствует об обратимости процесса адсорбции камфецина на форменных элементах.  

 
Рисунок 28. Распределение камфецина между компонентами крови при повторной экстракции 

вещества в чистую плазму: А – диаграмма значений коэффициентов распределения fp, Б – график 

зависимости концентрации камфецина в форменном элементе σ от концентрации камфецина в 

крови. 

Согласно полученным данным, можно предположить, что обратимость адсорбции камфецина 

на форменных элементах крови не будет являться лимитирующим фактором в распределении 

вещества по общему кровотоку в организме. Форменные элементы крови с адсорбированным 

веществом представляют собой депо, обеспечивающим его циркуляцию по организму и 

поддержание его концентрации в плазме и органах. Благодаря обратимости адсорбции камфецина на 

форменных элементах крови (эритроцитах), вещество будет эффективно проникать в органы, 

способствуя проявлению противовирусной активности соединения и защищая их от патогенного 

воздействия вируса гриппа. Линейная зависимость концентрации вещества, адсорбированного на 

форменных элементах крови, от его концентрации в цельной крови может свидетельствовать о 

возможности регулирования его концентрации в органах при соответствующей дозировке и режиме 

введения лекарственного препарата.  
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2.2. Исследование фармакокинетики и распределения ингибитора TDP1 на основе 

дегидроабиетиновой кислоты (KS-389) 

2.2.1. Подбор хроматографических и масс-спектрометрических условий 

При разработке метода масс-спектрометрической детекции соединения KS-389 в режиме 

MRM использовали раствор вещества с концентрацией 100 нг/мл в 0,1% растворе муравьиной 

кислоты в смеси вода-метанол (2:8 по объему), и вводили вещество с использованием встроенного 

шприцевого насоса непосредственно в масс-спектрометр без проведения хроматографического 

разделения. 

На первом этапе проводили анализ в режиме сканирования молекулярных ионов без 

фрагментации (+Q1) для обнаружения молекулярного иона аналита. На представленном масс-

спектре (рис. 29) виден интенсивный сигнал иона m/z = 463,4, соответствующий протонированной 

форме молекулы вещества. 

 
Рисунок 29. Масс-спектр раствора, содержащего KS-389, в режиме сканирования молекулярных 

ионов без фрагментации. 

 

При фрагментации данного молекулярного иона в режиме соударений (collision-induced 

dissociation, CID) мы изменяли энергию фрагментации (collision energy, CE) для частичного и 

полного распада молекулы с образованием осколочных ионов. Низкой энергии фрагментации 

(CE=25 В) было недостаточно для образования дочерних молекулярных ионов. На масс-спектре 

присутствует единственный сигнал исходного молекулярного иона агента. При увеличении энергии 

фрагментации до 35 В наблюдалось образование осколочных ионов, имеющих m/z = 135,5 и 286,4 

Да. При высоких значениях энергии фрагментации (CE=45) наблюдается образование 
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дополнительных осколочных ионов с m/z = 107,2 и 173,2 Да, однако полного распада молекулярного 

иона не происходит (рис. 30). Для анализа соединения KS-389 были выбраны фрагменты 135,1 и 

107,2, для которых в автоматическом режиме были оптимизированы параметры сканирования (табл. 

25). 

 
Рисунок 30. Масс-спектр KS-389 в режиме фрагментации, вызванной соударениями. 

 

Для подбора оптимальных условий хроматографического анализа соединения KS-389 был 

проведен ряд анализов с различным градиентом. При сравнении 0,1% раствора муравьиной кислоты 

в метаноле и в ацетонитриле, использованных в качестве элюента Б, было обнаружено, что степень 

ионизации агента KS-389 в метаноле выше, чем в ацетонитриле (рис. 31).  
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Рисунок 31. Хроматограммы раствора KS-389 с концентрацией 10 нг/мл в градиентном режиме 

элюирования с использованием в качестве элюента Б А – 0,1% раствора муравьиной кислоты в 

ацетонитриле; Б – 0,1% раствора муравьиной кислоты в метаноле. 

 

Элюирование вещества с обращенно-фазового сорбента происходит при высоком содержании 

органического компонента (более 95%). При этом, если начинать элюирование со ступени с высоким 

содержанием фазы Б (90%), наблюдается значительное уширение хроматографического пика. При 

нанесении вещества на колонку, уравновешенную 20% органическим компонентом, пик не уширен, 

а элюирование происходит при прокачке через колонку практически 100%-го метанола. 

При повторном анализе одного и того же образца в данных условиях наблюдался 

значительных разброс в значениях площади пика вещества, т.е. отсутствие воспроизводимости 

анализа. Уменьшение объема инжекции до 5 мкл и увеличение концентрации органического 

компонента с 93 до 97% при сохранении скорости элюирования не привели к улучшению 

результатов. Мы предположили, что причиной этого явления могло быть очень низкое содержание 

воды в элюенте в момент элюирования вещества с колонки. В результате происходит существенное 

уменьшение степени ионизации вещества, что приводит к разбросу в значениях. Увеличение 

скорости элюирования с 200 мкл/мин до 300 мкл/мин с сохранением формы градиента и общего 

времени анализа приводит к увеличению скорости продвижения вещества по колонке и уменьшению 

времени его выхода. При этом, поскольку элюирование вещества происходит в 93-95% содержании 

органического компонента, содержащейся в элюенте воды оказалось достаточно для стабильной 

ионизации соединения и приемлемой воспроизводимости, а время удерживания соединения 

составило 4,9 мин (рис. 32). 



66 
 

 

Рисунок 32. Хроматограмма раствора KS-389 с концентрацией 30 нг/мл со скоростью 300 

мкл/мин. 

 

Для анализа соединений методом ВЭЖХ-МС/МС рекомендуется использование внутреннего 

стандарта. Из имеющихся коммерчески доступных реактивов были выбраны соединения, которые 

могли бы подойти для этого (рис. 33): 4,4’-диаминодифенилметан (4,4’-DADPM), 1,5-

диаминонафталин (1,5-DAN), 2,5-бис(4-диэтиламинофенил)-1,3,4-оксадиазол (2,5-BDPO). 

Приведенные вещества содержат атомы азота, поэтому склонны к протонированию в условиях 

положительной ионизации электрораспылением. 

 
Рисунок 33. Структурные формулы 4,4’-диаминодифенилметана (4,4’-DADPM), 1,5-

диаминонафталина (1,5-DAN), 2,5-бис(4-диэтиламинофенил)-1,3,4-оксадиазола (2,5-BDPO). 

 

Были приготовлены растворы выбранных веществ с концентрацией 200 нг/мл в 0,1% растворе 

муравьиной кислоты в смеси вода-метанол (2:8 по объему). Для каждого вещества были подобраны 

условия масс-спектрометрической детекции в режиме MRM и проведен анализ в условиях 

полученного градиента элюирования. 

При анализе как 4,4’-DADPM, так и 1,5-DAN в разработанных хроматографических условиях 

было обнаружено, что оба соединения элюируются в мертвом объеме хроматографической колонки. 
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Время удерживания обоих вещества составило около 1 мин, а их хроматографические пики имеют 

сильно искаженную форму, поэтому данные вещества не могут быть использованы в качестве 

внутреннего стандарта для количественного определения агента KS-389. При анализе 2,5-BDPO в 

разработанных хроматографических условиях было установлено, что вещество удерживается на 

обращенно-фазовом сорбенте (время удерживания 4,3 мин.), а полученный хроматографический пик 

имеет симметричную форму и высокую интенсивность (рис. 34А). 

 

Рисунок 34. Хроматограмма раствора 2,5-BDPO с концентрацией 200 нг/мл в разработанном 

профиле градиента элюирования (А), хроматограмма образца KS-389, содержащий внутренний 

стандарт в концентрации 20 нг/мл (Б). Объем пробы 5 мкл. 

 

Таким образом, были разработаны условия хроматографического разделения и масс-

спектрометрической детекции для агента KS-389 с использованием градиентного режима 

элюирования. В качестве внутреннего стандарта был выбран 2,5-BDPO, для которого были 

подобраны условия масс-спектрометрической детекции. Вещество может быть использовано в 

качестве внутреннего стандарта, поскольку имеет стабильный аналитический сигнал в 

разработанных хроматографических условиях и не взаимодействует с аналитом. 
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2.2.2. Исследование стабильности KS-389 в образцах цельной крови 

Для оценки метаболической стабильности KS-389 в цельной крови in vitro был приготовлен 

образец цельной крови, содержащий вещество в концентрации 1000 нг/мл. Отбор аликвоты образца 

и обработку осуществляли при комнатной температуре (+24˚C) через 5, 15, 30, 60 и 120 минут с 

момента приготовления образца. Так как эксперимент являлся предварительным и заключался лишь 

в оценке стабильности вещества в крови, в качестве метода обработки биологической жидкости был 

выбран метод осаждения белков смесью 0.2 М раствора сульфата цинка и метанола (2:8 по объему). 

На рисунке 35 приведен график зависимости относительной концентрации вещества от 

времени выдерживания образца. В результате анализа было обнаружено, что концентрация агента 

KS-389 изменяется в допустимой области погрешности результата, что свидетельствует о 

стабильности вещества в биологической матрице и отсутствии ферментов, влияющих на 

биотрансформацию агента в цельной крови. 

 

Рисунок 35. График зависимости относительной концентрации KS-389 от времени при его анализе 

в образцах цельной крови мыши. 

 

2.2.3. Разработка метода пробоподготовки образцов цельной крови и тканей 

Для поиска оптимального метода пробоподготовки образцов цельной крови мыши для 

количественного определения KS-389 были выбраны четыре способа, которые лучше всего 

подходили для извлечения вещества данной природы. Среди них жидко-жидкостная экстракция, 

осаждение белков различными растворителями, метод экстракции вещества из сухого пятна крови и 

метод твердофазной экстракции вещества на модифицированном целлюлозном носителе (fabric 

phase sorptive extraction, FPSE). 
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Жидко-жидкостную экстракцию проводили с использованием этилацетата в связи с 

химической природой исследуемого соединения, которое, очевидно, нерастворимо в воде и 

экстрагируется неполярными органическими растворителями. В экспериментах осаждения белков 

матрицы использовали спирты (метанол, этанол), ацетонитрил, ацетон. В качестве альтернативы 

данным методам для пробоподготовки также использовали экстракцию сухих пятен крови и FPSE. 

Сравнение методов пробоподготовки проводили на образцах крови с одинаковой концентрацией 

вещества. 

На рис. 38 приведены хроматограммы образцов цельной крови, содержащей KS-389, после 

пробоподготовки перечисленными методами. Несмотря на то, что жидко-жидкостная экстракция 

обеспечивала высокую степень извлечения KS-389 (рис. 36Б), что позволяло снизить предел 

обнаружения агента при анализе, данный вид пробоподготовки является трудоемким при обработке 

большой серии образцов. Наблюдаемое на рис. 36А уширение хроматографического пика могло быть 

вызвано как неполным осаждением белков плазмы органическими растворителями, так и 

элюированием липидных молекул вместе с аналитом. Оба этих фактора способны одновременно 

снижать эффективность хроматографического разделения. Экстракция с использованием 

целлюлозного носителя позволила получить интенсивные хроматографические пики, однако 

обработка цельной крови данным способом являлась наиболее трудоемкой среди выбранных 

методов (рис. 36В). В данном случае была выбрана экстракция сухих пятен крови. В результате 

обработки образцов данным методом были получены симметричные хроматографические пики, 

интенсивность которых позволяла количественно определять низкие концентрации KS-389 (рис. 

36Г). Стоит отметить, что пробоподготовка с использованием сухих пятен крови удобна при 

исследовании фармакокинетики и не является многостадийной, в отличие от жидко-жидкостной 

экстракции или метода FPSE. 
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Рисунок 36. Хроматограммы образцов цельной крови, содержащей KS-389, после 

пробоподготовки методами осаждения метанолом (А), жидко-жидкостной экстракции 

этилацетатом (Б), FPSE (В), сухого пятна крови (Г). 

 

Диаграмма значений площади пика, полученных при анализе образцов цельной крови, 

представлена на рисунке 37. 

 
Рисунок 37. Диаграмма значений площади пика, полученных при анализе образцов цельной крови, 

содержащих агент KS-389 в концентрации 50 нг/мл, при обработке различными методами. 

 

Анализ биологически активных веществ в тканях животных осложняется необходимостью в 

гомогенизации образца и в подборе системы, позволяющей наиболее полно извлечь анализируемый 
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компонент. При разработке метода мы использовали два подхода: гомогенизация образца в воде с 

последующим добавлением метанола и гомогенизация образца в 80% водном метаноле. В качестве 

модельного образца для предварительных экспериментов использовали мозг мыши. 

На хроматограмме образца, полученного при последовательной обработке водой, а затем 

метанолом, высота пика, соответствующего агенту KS-389, составляет 3.4×105 ед. В то же время, при 

обработке аналогичного образца сразу 80% водным метанолом происходит существенно более 

эффективное извлечение вещества из биологической матрицы: высота пика вещества составляет 

4.7×106 ед. Мы предполагаем, что столь значительная разница в степени извлечения вещества 

обусловлена тем, что в водном гомогенате возможны протекания процессов биотрансформации 

аналита, тогда как при добавлении органического растворителя происходит омывание разрушенных 

клеточных стенок и последующее извлечение вещества. 

Таким образом, была показана эффективность описанной в литературе методики 

пробоподготовки биологических тканей [161] для извлечения агента KS-389 из тканей мозга мыши. 

Данный подход к гомогенизации органов был применен для мозга, печени и почек.  

2.2.4. Валидация методик для количественного определения KS-389 в биологических 

матрицах 

На следующем этапе работы разработанные методики были валидированы по параметрам, 

указанным в разделе 3.4, согласно требованиям регуляторных документов. На первом этапе была 

продемонстрирована селективность каждой из методик. Для этого проводили анализ холостых 

образцов каждой из матриц (цельная кровь, гомогенаты мозга, печени, почек) и соответствующих 

образцов, содержащих KS-389. 

Для образцов цельной крови концентрация KS-389 составляла 800 нг/мл. Концентрация 

агента в гомогенате мозга составляла 50 нг/г, в гомогенате печени – 402 нг/г, в гомогенате почек – 

453 нг/г. На хроматограммах холостых образцов перечисленных матриц показано отсутствие пиков 

веществ, совпадающих по времени удерживания с пиком определяемого вещества и внутреннего 

стандарта. Таким образом, подтверждена селективность разработанных аналитических методик, что 

позволяет провести количественное определение KS-389 в присутствии других компонентов. 

При построении градуировочных зависимостей для каждой из матриц диапазон 

концентраций был выбран исходя из предположения значений после введения вещества животным 

в дозе нескольких мг/кг. Для построения градуировочных зависимостей использовали образцы 

цельной крови, содержащие вещество KS-389 в концентрации 2, 5, 10, 20, 30, 100, 200, 800, 2000 

нг/мл. Градуировочная зависимость (рис. 38) была построена в указанном диапазоне концентраций 
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и описывается линейным уравнением y = 0.00122x + 0.00043, значение коэффициента детерминации 

составило 0,996. 

Рисунок 38. Градуировочная зависимость для определения концентрации агента KS-389 в цельной 

крови диапазоне 2–2000нг/мл. 

 

Нижний предел количественного определения составил 2 нг/г, а отклонение от 

теоретического значения ±0,3%. Среднее значение отношения сигнал/шум для шести изменений для 

LLOQ составило 20,8, что удовлетворяет критерию (S/N ≥ 10). Результаты обратного расчета 

концентраций градуировочных образцов по полученной кривой приведены в таблице 7. 

Таблица 7. Найденные значения концентрации KS-389 в градуировочных образцах цельной крови. 

Концентрации вещества в 
цельной крови, нг/мл 

Найденная 
концентрация±SD, нг/мл 

n=4 
Точность, % 

2 1,99±0,27 99,7 
5 5,23±0,31 105 
10 9,41±1,21 94,1 
20 20,2±1,15 101 
30 27,4±0,17 91,4 
100 101±3,05 101 
200 193±11 96,3 
800 828±52 104 
1000 982±59 98,2 
2000 2038±77 102 

 

Для построения градуировочной зависимости в гомогенате мозга, концентрации вещества 

KS-389 составляли 1, 2, 7, 19, 50, 90 нг/г. Градуировочная зависимость была построена в указанном 

диапазоне концентраций (рис. 39) и описывается линейным уравнением y = 0,01245x – 0,00622, 

значение коэффициента детерминации составило 0,995.  
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Рисунок 39. Градуировочная зависимость для определения концентрации агента KS-389 в 

гомогенате мозга диапазоне 1–90 нг/г. 

 

Нижний предел количественного определения составил 1 нг/г, а отклонение от 

теоретического значения ±5,7%. Среднее значение отношения сигнал/шум для шести изменений для 

LLOQ составило 160, что удовлетворяет критерию (S/N ≥ 10). Результаты обратного расчета 

концентраций градуировочных образцов по полученной кривой приведены в таблице 8. 

Таблица 8. Найденные значения концентрации KS-389 в градуировочных образцах гомогената 

мозга. 

Концентрации вещества в 
гомогенатах мозга, нг/г 

Найденная 
концентрация±SD, нг/г 

n=4 
Точность, % 

1 0,94±0,02 94,3 
2 2,20±0,21 110 
7 7,81±0,20 107 
19 18,39±0,85 97,3 
50 50,6±0,36 101 
90 81,7±6,4 90,8 

 

Для построения градуировочной зависимости в гомогенате печени, концентрация вещества 

KS-389 составляла 5, 10, 20, 100, 200, 402, 902, 1720, 2595 нг/г. Градуировочная зависимость была 

построена в указанном диапазоне концентраций (рис. 40) и описывается линейным уравнением y = 

4046x - 1301, значение коэффициента детерминации составило 0,995.  
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Рисунок 40. Градуировочная зависимость для определения концентрации агента KS-389 в 

гомогенате печени диапазоне 5–2595 нг/г. 

 

Нижний предел количественного определения составил 5 нг/г, а отклонение от 

теоретического значения ±5,9%. Среднее значение отношения сигнал/шум для шести изменений для 

LLOQ составило 221, что удовлетворяет критерию (S/N ≥ 10). Результаты обратного расчета 

концентраций градуировочных образцов по полученной кривой приведены в таблице 9. 

 

Таблица 9. Найденные значения концентрации KS-389 в градуировочных образцах гомогената 

печени.  

Концентрации вещества 
гомогенате печени, нг/г 

Найденная 
концентрация±SD, нг/г 

n=4 
Точность, % 

5 4,89±0,19 94,1 
10 11,43±0,19 111 
20 23,01±0,22 113 
100 109±1,6 109 
200 176±1,7 88,2 
402 393±9,5 97,7 
902 910,1±0,23 101 
1720 1716±16 99,8 
2595 2421±27 93,3 

 

Для построения градуировочной зависимости в гомогенате почек, концентрации вещества 

KS-389 составляли 2.1, 4.7, 11, 20, 50, 90, 453, 1003, 2008 нг/г. Градуировочная зависимость была 

построена в указанном диапазоне концентраций (рис. 41) и описывается линейным уравнением y = 

0,00423x + 0,00326, значение коэффициента детерминации составило 0,996.  
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Рисунок 41. Градуировочная зависимость для определения концентрации агента KS-389 в 

гомогенате почек диапазоне 2-2008 нг/г. 

 

Нижний предел количественного определения составил 2,1 нг/г, а отклонение от теоретического 

значения ±2,7%. Среднее значение отношения сигнал/шум для шести изменений для LLOQ 

составило 87. Результаты обратного расчета концентраций градуировочных образцов по полученной 

кривой приведены в таблице 10. 

 

Таблица 10. Найденные значения концентрации KS-389 в градуировочных образцах гомогената 

почек. 

Концентрации вещества 
гомогенате почек, нг/г 

Найденная 
концентрация±SD, нг/г 

n=4 
Точность, % 

2,1 2,04±0,05 97,3 
4,7 4,93±0,45 105 
11 11,87±0,90 108 
20 19,8±0,3 98,3 
50 56,5±0,5 113 
90 99±8 110 
453 411±26 90,8 
1003 925±57 92,2 
2008 2006±87 99,9 

 

Точность и прецизионность методик оценивалась для образцов контроля качества с низкими 

(QCL), средними (QCM) и высокими (QCH) значениями концентраций KS-389 в биологической 

матрице, не совпадающих по значению для градуировочных образцов, а также для образцов LLOQ. 

Результаты анализа образцов контроля качества для биологических матриц, полученные внутри и 

между аналитическими циклами, приведены в таблице 11. Как видно из таблицы, значения 
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относительной погрешности не превышают допустимую погрешность рассчитанной концентрации 

(не более 15% от номинального значения, а для образцов LLOQ ˗ 20%). Точность методик также 

находилась в границах допустимой погрешности, однако, для образцов гомогенатов мозга (LLOQ) и 

гомогенатов почек (QCH) наблюдается значительное завышение найденных концентраций. Высокое 

отклонение от номинального значения объясняется сложностью биологических матриц. В таких 

случаях регуляторные документы допускают, что более 67% используемых образцов контроля 

качества должны находиться в пределах ±15% от номинальных значений концентрации. При этом 

более 50% образцов контроля качества на каждом уровне концентрации также должны укладываться 

в границы ±15% от номинала. 

Таблица 11. Результаты анализа образцов контроля качества. 

Биологическая 
матрица 

Тип образцаа) и 
концентрация, 
нг/мл или нг/г 

Найденная 
концентрация±SD, 

нг/мл или нг/г 
n=8 

Прецизионность 
(CV), % Точность, % 

Цельная кровь 

LLOQ (2) 1,88±0,17 8,8 94,0 
QCL (6) 5,87±0,55 9,5 97,8 

QCM (1000) 1049±67 6,4 105 
QCH (1800) 1853±93 5,0 103 

Гомогенат мозга 

LLOQ (1) 1,6±0,1 6,4 160 
QCL (4,1) 4,58±0,16 3,5 115 
QCM (44) 42,9±3,6 8,4 97,4 
QCH (74) 76,95±3,75 4,9 104 

Гомогенат 
печени 

LLOQ (5,2) 5,10±0,55 11 98,0 
QCL (17) 14,5±1,5 11 85,5 

QCM (1286) 1282±67 5,2 100 
QCH (2003) 1825±166 9,1 91,1 

Гомогенат почек 

LLOQ (2,1) 2,0±0,04 5,5 95,2 
QCL (6,7) 6,7±0,6 8,8 100 

QCM (1006) 1012±84 8,3 101 
QCH (1825) 2356±235 9,9 129 

a) QCL, QCM, QCH – образцы контроля качества в низкой, средней и высокой концентрации 
агента соответственно; LLOQ – образец НПКО. 

 

Для оценки степени извлечения и матричного эффекта были использованы образцы контроля 

качества низких (QCL) и высоких (QCH) значений концентраций (табл. 12). Степень извлечения 

аналита из цельной крови при обработке методом сухого пятна составила 2,56% и 1,89%. Таким 

образом, метод сухого пятна крови, используемый для пробоподготовки цельной крови при 

количественном определении KS-389, не обеспечивает максимальной степени извлечения аналита, 
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несмотря на интенсивный сигнал при анализе методом ВЭЖХ-МС/МС. Однако он удобен для 

отбора, хранения и транспортировки образцов, что делает его подходящим для 

фармакокинетических исследований. 

Рассчитанные значения степеней извлечения аналита из гомогенатов тканей свидетельствует 

о практически полном извлечении вещества из матрицы при пробоподготовке (82-101%). Значения 

матричного эффекта, определенные в соответствующем эксперименте, свидетельствуют об 

отсутствии влияния соединений, соэкстрагированных из биологических матриц, на сигнал аналита. 

 

Таблица 12. Значения степени извлечения и матричного эффекта для образцов контроля качества. 

Биологическая 
матрица 

Тип образцаа) и 
концентрация, 
нг/мл или нг/г 

Степень 
извлечения, 

% 
n=6 

Относит. 
погрешность, 

% 

Матричный 
фактор, % 

Относит. 
погрешность, 

% 

Цельная кровь QCL (6) 2,56 9,3 98,7 8,3 
QCH (1800) 1,89 5,03 99,1 9,7 

Гомогенат 
мозга 

QCL (4) 82 3,5 94,3 4,4 
QCH (74) 87 4,9 95,8 6,9 

Гомогенат 
печени 

QCL (17) 97 10 97,2 3,5 
QCH (2003) 91 9,1 97,9 3,9 

Гомогенат 
почек 

QCL (6.7) 101 8,8 92,1 5,2 
QCH (1825) 101 9,9 93,6 6,4 

a) QCL, QCM, QCH – образцы контроля качества в низкой, средней и высокой концентрации 
агента соответственно. 

 

При оценке стабильности вещества было выявлено, что концентрация KS-389 не изменяется 

в течение 24 часов при хранении образцов, экстрагированных из разных биологических матриц, в 

автосамплере хроматографа, что достаточно для анализа большой серии образцов. При анализе 

холостых образцов после измерения градуировочного образца с максимальной концентрацией на 

хроматограммах отсутствуют пики аналита, что свидетельствует об отсутствии переноса вещества в 

автосамплере хроматографа при анализе серии.  

 

2.2.5. Исследование фармакокинетики KS-389 и его распределения по органам 

Эксперименты были выполнены в SPF-виварии ИЦиГ СО РАН при участии м.н.с. 

Лаборатории высокотехнологического фенотипирования лабораторных животных – генетических 

моделей патологий человека А. С. Хоцкиной.  



78 
 

Полное исследование фармакокинетики было проведено с участием шести животных после 

проведения предварительного эксперимента, выбора ведущей лекарственной формы и способа ее 

введения. В предварительных экспериментах была изучена фармакокинетика на трех группах, 

состоящих из трех животных, которым вводили агент различными способами, а именно: смесь KS-

389 с мелом внутрижелудочно, суспензию KS-389 с Tween-80 внутрижелудочно и внутрибрюшинно. 

Анализ образцов крови, полученных в данном эксперименте, показал, что лекарственная форма, 

представляющая суспензию вещества с Tween-80, обеспечивает несколько более высокую 

биодоступность вещества в организме по сравнению с использованием мела в качестве носителя, 

поэтому данная форма была выбрана для проведения полной фармакокинетики с участием шести 

животных, а также при изучении распределения вещества по органам с участием 2 животных на одну 

временную точку. 

На рисунке 42А, Б, В представлены усредненные графики зависимости концентрации KS-389 

в цельной крови и органах (мозге, печени, почках), а также графики соотношения содержания 

вещества в ткани к содержанию вещества в крови. Как видно из рисунка, максимальная 

концентрация вещества как в крови, так и в органах наблюдается через 1 ч после введения вещества 

в дозе 5 мг/кг. Максимальная концентрация KS-389 в крови составляет в среднем 53 нг/мл, в мозге - 

27 нг/г, а в печени и почках - более 1000 нг/г. После достижения максимума содержание вещества 

постепенно снижается, а практически полное выведение его из организма происходит через 6 часов.  
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Рисунок 42. Зависимости концентрации KS-389 от времени после внутрибрюшинного введения 

мышам в дозе 5 мг/кг в цельной крови (А), в мозге (Б), в печени и почках (В), а также графики 

соотношения концентраций в тканях к цельной крови (Г). Стрелками на рис. (Г) обозначено 

расположение осей ординат, к которым относятся соответствующие графики. 

 

Основные фармакокинетические параметры, рассчитанные для KS-389 после 

внутрибрюшинного введения, представлены в таблице 13. Несмотря на то, что внутрибрюшинное 

введение обеспечивает быстрое всасывание препарата и, как следствие, быструю элиминацию, 

препарат циркулирует в организме по меньшей мере в течение 10,5 часов, а период полувыведения 

составляет в среднем 13,3 часа, что может быть достаточно в качестве вспомогательной 

противоопухолевой терапии. 
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Таблица 13. Фармакокинетические параметры (среднее значение ± стандартное отклонение) KS-

389 после внутрибрюшинного введения мышам (5 мг/кг). 

Параметр Значение для крови 
Т1/2, ч 13,3±6,1 
Тmax, ч 1,25±0,61 
Cmax, нг/мл 52±11 
AUC0 -∞, нг/мл·ч 230±43 
МRТ0- ∞, ч 10,5±6,1 
CL, (мг/кг)/(нг/мл)/ч (22,4±4,4)×10-3 

T1/2 – период полувыведения, Tmax – время достижения максимальной концентрации, Cmax – 

максимальная концентрация, AUC0-∞ – площадь под кривой зависимости концентрации вещества в 

крови от времени от нуля до бесконечности, MRT0-∞ – среднее время нахождения вещества в 

организме, CL – общий клиренс. 

 

Разброс значений концентрации как в цельной крови, так и в органах, может быть связан с 

половыми различиями животных, участвовавших в эксперименте [162,163]. Хотелось бы отметить, 

что при исследовании распределения агента по органам на каждую временную точку приходится по 

2 животных. Для получения полных статистических данных для одной временной точки необходимо 

получить пять и более значений концентрации. Таким образом, для построения кривых для восьми 

временных точек потребуется не менее 40 животных, что противоречит современной тенденции 

сокращения использования животных моделей при разработке новых лекарственных препаратов. 

Дополнительным фактором, ограничивающим размер выборки в исследовании распределения 

агента, стала высокая стоимость эксперимента, обусловленная использованием мышиной модели с 

тяжелым комбинированным иммунодефицитом. Несмотря на малый объем выборки, мы полагаем, 

что полученные данные адекватно описывают поведение вещества при его внутрибрюшинном 

введении. 

На рис. 42Г представлены зависимости отношения значений концентрации вещества в ткани 

к концентрации в цельной крови. Значения отношения концентрации в мозге к концентрации в крови 

находятся в диапазоне от 0 до 1, при этом максимальное значение (≈0.9) наблюдается примерно через 

3-4 ч после введения вещества. Через 24 часа данный параметр снижается вдвое. Значение параметра 

отношения концентрации в печени к концентрации в крови достигает максимума (около 20) через 1 

час после введения вещества и сохраняются на этом уровне в течение последующих 2 часов. Затем 

значение снижается до 7-10, и наблюдается в последующие 24 часа, вероятно, свидетельствует о 

равновесии концентрации вещества между кровью и печенью. Отношение концентрации в почках к 

концентрации в крови увеличивается в течение 6 часов после введения вещества, достигая значения 
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45. Из полученных данных невозможно сделать вывод о том, является ли это значение 

максимальным, поскольку отсутствуют данные в промежутке между 6 и 24 часами. Принимая во 

внимание полученные результаты по расчету соотношения концентрации KS-389 в органах и 

цельной крови, можно полагать, что вещество достаточно быстро всасывается и попадает в печень, 

а затем выводится не только с калом, но и с мочой. В данном случае печень является основным 

органом метаболизма агента из-за достаточно высоких значений соотношения концентрации 

вещества в печени и крови.  

Важно отметить, что вещество способно преодолевать гематоэнцефалический барьер, 

несмотря на значительное различие в значениях концентрации в мозге и остальных исследуемых 

органах. Это свидетельствует о возможности использования вещества KS-389 в качестве 

вспомогательной терапии для лечения опухолей головного мозга при совместном применении с 

темозоломидом. 

 

2.3. Исследование фармакокинетики агента OL9-116, ингибитора TDP1 на основе 

усниновой кислоты 

2.3.1. Подбор хроматографических и масс-спектрометрических условий анализа 

Для масс-спектрометрической детекции соединения OL9-116 в режиме MRM анализировали 

раствор вещества в смеси вода-ацетонитрил (соотношение 2:8 по объему), содержащей 0.1% 

муравьиной кислоты. Раствор вводили с использованием встроенного шприцевого насоса 

непосредственно в масс-спектрометр без проведения хроматографического разделения. При 

введении раствора вещества в режиме сканирования без фрагментации (+Q1) наблюдалось 

образование молекулярного иона с m/z= 590,4 Да, соответствующего протонированной молекуле 

соединения OL9-116 (рис. 43).  
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Рисунок 43. Масс-спектр образца OL9-116 в режиме сканирования молекулярных ионов без 

фрагментации. 

При фрагментации этого иона с в режиме соударений наблюдалось образование осколочных 

ионов разной интенсивности (рис. 44). Для разработки метода детектирования были отобраны 

наиболее интенсивные ионы с m/z = 534,4, 343,4 и 219,3 Да, для которых в автоматическом режиме 

были оптимизированы параметры сканирования. Параметры сканирования для внутреннего 

стандарта (2,5-BDPO), приведенные в таблице 20, были оптимизированы ранее, что позволило 

использовать их при разработке метода для агента OL9-116.  

 
Рисунок 44. Масс-спектр агента OL9-116 в режиме фрагментации, инициированной соударениями. 
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Для подбора оптимальных условий хроматографического разделения соединения OL9-116 

был проведен ряд анализов с использованием градиентного элюирования и различным составом 

элюентов. В процессе работы было обнаружено, что элюирование вещества происходит при высоком 

содержании органического компонента, а чувствительность разработанного метода достаточно 

высока: интенсивность пика вещества при анализе его в виде раствора 50 нг/мл составляет 3.4×104 

единиц (рис. 45А). Аналогичным способом были подобраны и оптимизированы условия для 

внутреннего стандарта 2,5-BDPO (рис. 45Б). 

 
Рисунок 45. Хроматограмма раствора OL9-116 с концентрацией 50 нг/мл в разработанном 

профиле градиента элюирования (А), хроматограмма образца OL9-116, содержащий внутренний 

стандарт в концентрации 100 нг/мл (Б). 

 

При этом было обнаружено, что более интенсивное образование молекулярных ионов 

происходит в системе вода – ацетонитрил с добавлением 0.1% муравьиной кислоты по сравнению с 

системой вода – метиловый спирт с тем же модификатором системы. Время удерживания для 

аналита составило 4,14 минуты, а для внутреннего стандарта 2,95 минуты, что позволяет проводить 

хроматографическое разделение для количественного определения OL9-116 в биологических 

матрицах. 
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2.3.2. Разработка методики пробоподготовки образцов цельной крови и исследование 

стабильности OL9-116 в цельной крови  

Поскольку исследование фармакологических свойств агента OL9-116 планируется проводить 

на мышах, исследование его фармакокинетики, а также разработку метода пробоподготовки следует 

выполнять на мышах и цельной мышиной крови, соответственно. Использование плазмы или 

сыворотки крови мыши в данных экспериментах затруднительно, поскольку объем крови, 

отбираемой у животного, весьма ограничен. В противном случае, возникает потребность в 

использовании большого числа животных. 

В нашей работе были исследованы различные способы пробоподготовки цельной крови 

мыши: осаждение смесью «метанол – водный 0.2 М ZnSO4 (8:2)»; осаждение водным 0.2 М ZnSO4 с 

последующей экстракцией ацетонитрилом; приготовление и обработка сухих пятен крови; 

обработка образца цельной крови смесью «ацетонитрил/ацетон/метанол (8:1:1)». Для сравнения 

методов пробоподготовки в каждом эксперименте обрабатывали образец цельной крови объемом 10 

мкл. При проведении пробоподготовки сухих пятен крови диск вырезали полностью. На рис. 46 

представлена диаграмма сравнения выбранных способов пробоподготовки для образца цельной 

крови, содержащей агент OL9-116 в концентрации 2000 нг/мл.  

 

Рисунок 46. Диаграмма значений площади пика, полученных при анализе образцов цельной крови, 

содержащих агент OL9-116 в концентрации 2000 нг/мл, при обработке различными методами. 

 

При обработке сухих пятен крови был получен пик низкой интенсивности, что 

свидетельствует о низкой степени извлечения агента из матрицы. Возможно, это связано с высокой 
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степенью сродства агента к целлюлозе или отсутствием предварительной обработки сухого пятна 

крови [164]. Осаждение образца смесью органических растворителей показала недостаточный 

депротеинизирующий эффект в сравнении с осаждением в присутствии сульфата цинка. В результате 

оптимальным с нашей точки зрения способом пробоподготовки оказалась обработка образца крови 

водным сульфатом цинка (0.2 М) и последующая экстракция образца ацетонитрилом. 

Выбранный способ пробоподготовки был использован для изучения стабильности вещества 

в цельной крови мыши. На рисунке 47 приведен график зависимости относительной концентрации 

вещества от времени выдерживания образца. Видно снижение значений площади пика вещества в 

промежутке от 5 до 10 мин, которое, по всей вероятности, соответствует процессу адсорбции 

вещества на эритроцитах, белках и других компонентах крови. После указанного времени площади 

пика вещества остается неизменной, что говорит о его стабильности в цельной крови мыши и 

отсутствии ферментов, участвующих в биотрансформации агента. 

 
Рисунок 47. График зависимости относительной концентрации OL9-116 от времени при анализе 

его в образцах цельной крови мыши. 

 

2.3.3. Валидация методики количественного определения OL9-116 в цельной крови 

Валидацию методики количественного определения OL9-116 в цельной крови мыши 

проводили по параметрам, представленном в разделе 3.4, согласно требованиям международных 

регуляторных документов.  

Селективность методики была показана при анализе холостых проб крови и образцов, 

содержащих OL9-116. Репрезентативные хроматограммы показаны на рис. 48А, Б. На 
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хроматограмме холостого образца цельной крови (рис. 48А) показано отсутствие пиков веществ, 

совпадающих по времени удерживания с пиком определяемого вещества и внутреннего стандарта. 

Таким образом, подтверждена селективность разработанной аналитической методики, что позволяет 

провести количественное определение OL9-116 в присутствии других компонентов.  

 
Рисунок 48. Хроматограмма холостого образца крови (A) и образца с добавлением OL9-116 в 

концентрации 1000 нг/мл (Б). 

 

Для построения градуировочной зависимости использовали образцы цельной крови, 

содержащие агент OL9-116 в концентрации 15, 30, 100, 200, 400, 500, 1000, 2000, 5000 нг/мл. 

Методика позволяет количественно определить агент в диапазоне 15-5000 нг/мл. Градуировочная 

зависимость показала наилучшее соответствие (r2 = 0,997) при описании уравнением линейной 

регрессии y = 6,112×10-5x – 8,021×10-6 (рис. 49). 
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Рисунок 49. Градуировочная зависимость для количественного определения OL9-116 в цельной 

крови в диапазоне 15-5000 нг/мл. 

 

Нижний предел количественного определения составил 15 нг/мл, а отклонение от 

теоретического значения составило ±8,6%. Результаты обратного расчета концентраций 

градуировочных образцов по полученной кривой приведены в таблице 14. 

 

Таблица 14. Найденные значения концентрации OL9-116 в градуировочных образцах цельной 

крови. 

Концентрации вещества в 
цельной крови, нг/мл 

Найденная 
концентрация±SD, нг/мл 

n=4 
Точность, % 

15 13,7±1,2 91,3 
30 35,5±8,3 115 
100 107±7 107 
200 217±15 108 
400 455±37 114 
500 516±39 103 
1000 1125±17 112 
2000 1889±46 94,43 
5000 4936±262 98,72 

 

Точность и прецизионность методик оценивалась для образцов контроля качества с низкими 

(QCL), средними (QCM) и высокими (QCH) значениями концентраций OL9-116 в цельной крови, не 

совпадающих по значению для градуировочных образцов, а также для образцов LLOQ. Результаты 

по оценке точности анализа образцов контроля качества для биологической матрицы, полученные 
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внутри и между аналитическими циклами не превышали 8,2 и 7,7 % соответственно (табл. 15). 

Прецизионность, измеренная как стандартное отклонение, была ниже 8,4% (внутри дневного цикла) 

и 8,6% (между дневными циклами), что соответствует требованиям к биоаналитическим методикам. 

 

Таблица 15. Результаты анализа образцов контроля качества. 

Типа) и 
концентрация 
образца, нг/мл 

Внутри дневного цикла, n=6 Между дневными циклами, n=6 

Точность 
(%) 

Прецизионность 
(CV, %) 

Точность (%) Прецизионность 
(CV, %) 

LLOQ (15) 107,1 8,4 106,6 8,6 

QCL (50) 96,9 7,5 93,8 6,8 

QCM (2500) 108,2 2,5 107,7 3,2 

QCH (4500) 105,2 8,0 104,6 7,5 
a) QCL, QCM, QCH – образцы контроля качества в низкой, средней и высокой концентрации 

агента соответственно. 

 

Значение степени извлечения OL9-116, измеренное для образцов контроля качества низкой 

(QCL) и высокой (QCH) концентраций, составило 61% и 69%, соответственно, что указывает на 

удовлетворительный депротеинизирующий эффект ZnSO4 и ACN. Матричный фактор, оцененный 

для тех же образцов, составил 82% и 90%, соответственно.  

Оценку стабильности образцов в автосамплере хроматографа проводили на образцах 

контроля качества. По результатам повторного анализа через 24 часа было показано, что значения 

площади пиков не отклоняются более чем на 15% в сравнении со свежеприготовленными образцами 

(рис. 50). 



89 
 

 

Рисунок 50. Хроматограммы образца цельной крови, содержащей OL9-116 (2500 нг/мл, QCH): 

А) анализ свежеприготовленного образца; Б) повторный анализ через 24 часа. 

 

При анализе холостых образцов после измерения градуировочного образца с максимальной 

концентрацией (5000 нг/мл) на хроматограммах отсутствуют пики аналита, что свидетельствует об 

отсутствии переноса вещества в автосамплере хроматографа при анализе серии (рис. 51).  
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Рисунок 51. А) хроматограмма образца цельной крови, содержащей OL9-116 в концентрации 5000 

нг/мл; Б) хроматограмма холостого образца цельной крови, полученная после анализа образца, 

содержащего 5000 нг/мл OL9-116. 

 

Таким образом, была разработана и валидирована методика количественного определения 

агента OL9-116 в цельной крови мышей методом ВЭЖХ-МС/МС. Полученные результаты 

показывают, что методика отвечает требованиям международных регуляторных документов и 

пригодна для количественного определения OL9-116 в крови мышей. 

 

2.3.4. Исследование фармакокинетики агента OL9-116 

Разработанная методика была использована для изучения фармакокинетики OL9-116 при его 

внутрижелудочном введении мышам в дозе 150 мг/кг на группе из шести мышей. На рис. 52 

представлен график зависимости концентрации вещества в крови животных от времени. На рис. 52А 

отражены индивидуальные графики для каждого животного, а на рис. 52Б — усредненный график 

по шести экспериментальным животным. Как видно из графиков, при введении вещества оно 

довольно быстро всасывается, что приводит к увеличению его концентрации. Группу из 6 животных 
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можно условно разделить на две подгруппы: наблюдается, что в первой подгруппе максимальная 

концентрация достигалась через 1,5 часа, а во второй - через 4 часа. Максимальная концентрация 

OL9-116, наблюдаемая для обеих подгрупп, составляла около 4000 нг/мл. После достижения 

максимальной концентрации вещество постепенно выводилось из организма, однако, даже через 24 

часа после введения концентрация вещества в крови была достаточно высокой и составила около 

500 нг/мл.  

 
Рисунок 52. Зависимость концентрации OL9-116 в цельной крови от времени после 

внутрижелудочного введения в дозе 150 мг/кг: А) индивидуальные графики для каждого 

животного; Б) усредненные значения (представлен в виде средних значений ± стандартное 

отклонение). 

 

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для OL9-116 после внутрижелудочного 

введения, представлены в таблице 16. Вещество циркулирует в общем кровотоке по меньшей мере в 

течение 14,2 часов, а период полувыведения составляет в среднем 10,4 часа после однократного 

введения, что может быть достаточно для применения OL9-116 в качестве вспомогательного 

препарата в противоопухолевой терапии. 
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Таблица 16. Фармакокинетические параметры (среднее значение ± стандартное отклонение) для 

OL9-116 после внутрижелудочного введения мышам в дозе 150 мг/кг. 

Параметр Рассчитанное значение 
Т1/2, ч 10,4 ± 3,2 
Тmax, ч 3,4 ± 1,0 
Cmax, нг/мл 4284 ± 958 
AUC0 -∞, нг/мл*ч (4,94 ± 0,69)×104 

MRT0- ∞ , ч 14,2 ± 3,4 
CL, (мг/кг)/(нг/мл)/ч (3,09 ± 0,43)×10-3 

T1/2 – период полувыведения, Tmax– время достижения максимальной концентрации, 

Cmax
 – максимальная концентрация, AUC0-∞ – площадь под кривой зависимости 

концентрации вещества в крови от времени от нуля до бесконечности, MRT0-∞ – 

среднее время нахождения вещества в организме, CL – общий клиренс. 

 

Полученные данные указывают на то, что биодоступность соединения OL9-116, вероятно, 

очень низкая, в сравнении с опубликованными данными по фармакокинетике усниновой кислоты 

[165], поскольку в данной работе при внутрижелудочном введении усниновой кислоты в дозе 5 мг/кг 

максимальная концентрация вещества в крови в среднем составляла 1126 нг/мл. При этом действие 

агента OL9-116 имеет пролонгированный эффект, в отличие от усниновой кислоты. Для расчета 

биодоступности вещества требуется изучить его фармакокинетику и рассчитать соответствующие 

параметры в эксперименте с его внутривенным введением, что будет целью наших дальнейших 

экспериментов.  

При низкой биодоступности агента одним из способов увеличения концентрации в системном 

кровотоке является изменение способа введения вещества. Внутрибрюшинное введение относят к 

парентеральному пути и часто используют в качестве альтернативы внутривенному введению 

мышам. При внутрибрюшинном введении абсорбция вещества происходит, в первую очередь, через 

портальное кровообращение, богатое большой капиллярной сетью, поэтому данный способ обладает 

высокой биодоступностью. Основным отличием внутрибрюшинного способа введения от 

внутрижелудочного является то, что вещество не подвергается инактивации хлористоводородной 

кислотой желудочного сока, ферментами слизистой оболочки тонкой кишки, не образует 

невсасывающиеся комплексы и попадает в печень через воротную вену и далее в системный 

кровоток.  

В предварительном эксперименте группе мышей (n=6) внутрибрюшинно вводили суспензию 

вещества в дозе 150 мг/кг (доза аналогична внутрижелудочному введению). Кровь отбирали через 
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15, 30 минут 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 часа. При введении животным лекарственной формы 

максимальное значение концентрации составило 4,5 мг/мл, что является очень высокими значениями 

для работы на высокочувствительном оборудовании. Увеличение максимальной концентрации в 

1000 раз при внутрибрюшинном введении в сравнении с внутрижелудочным позволило нам 

уменьшить дозу введения в 30 раз для данного способа введения животным.  

Для исследования фармакокинетики OL9-116 при внутрибрюшинном введении группе из 

восьми мышей вводили лекарственную форму в дозе 5 мг/кг. На рис. 53 представлен график 

зависимости концентрации вещества в крови животных от времени. На рис. 53А отражены 

индивидуальные графики для каждого животного, а на рис. 53Б — усредненный график по семи 

экспериментальным животным. Как видно из графиков, при введении вещества оно довольно быстро 

всасывается: через 30 минут с момента введения суспензии концентрация вещества составляет 1950 

нг/мл. Максимальная концентрация OL9-116 в среднем составляет 4418 нг/мл и достигается через 

1,5-2,5 часа после введения. После достижения максимальной концентрации вещество постепенно 

выводилось из организма, однако, спустя 10 часов после введения концентрация вещества в крови 

была достаточно высокой и составила более 1000 нг/мл. При рассмотрении индивидуальных 

фармакокинетических зависимостей (рис. 53А) можно увидеть, что отсутствует стадия выведения 

вещества из организма для некоторых животных (мыши 2, 5). Мы предполагаем, что вещество 

накапливается в тканях и постепенно высвобождается в кровоток. Возможно, стадия выведения OL9-

116 находится в промежутке после 10 часов с момента введения вещества. 
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Рисунок 53. Графики зависимости концентрации OL9-116 в цельной крови от времени после 

внутрибрюшинного введения в дозе 5 мг/кг: А) индивидуальные графики для каждого животного; 

Б) усредненные значения (представлен в виде средних значений ± стандартное отклонение SD). 

 

Фармакокинетические параметры, рассчитанные для OL9-116 после внутрижелудочного 

введения, представлены в таблице 17. Высокие значения стандартных отклонений для рассчитанных 

фармакокинетических параметров связаны с недостатком данных о концентрации на промежутке от 

10 до 24 часов и высокими концентрациями вещества даже спустя 24 часа. Значение общего клиренса 

достаточно мало, что говорит о длительном нахождении вещества в кровотоке. Для расчета 

параметров с меньшей ошибкой важно исследовать фармакокинетику в течение 48 часов, что будет 

являться предметом дальнейшей работы. 
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Таблица 17. Фармакокинетические параметры (среднее значение ± стандартное отклонение) для 

OL9-116 после внутрибрюшинного введения мышам в дозе 5 мг/кг.  

Параметр Рассчитанное значение 
Т1/2, ч 8,55±4,83 
Т max , ч 2,21±0,75 
Cmax , нг/мл 4418±3039 
AUC 0 -∞, нг/мл*ч (3,47±1,78)×104 
MRT 0- ∞ , ч 12±7 
CL, (мг/кг)/(нг/мл)/ч (1,95±1,09)×10-4 

Tmax– время достижения максимальной концентрации, Cmax– максимальная 

концентрация, AUC0-∞ – площадь под кривой зависимости концентрации вещества в 

крови от времени от нуля до бесконечности, MRT0-∞ – среднее время нахождения 

вещества в организме, CL – общий клиренс. 

 

Проводя сравнение двух фармакокинетических зависимостей и рассчитанных параметров для 

внутрижелудочного введения в дозе 150 мг/кг и внутрибрюшинного введения в дозе 5 мг/кг, стоит 

обратить внимание на то, что максимальное значение концентрации достигается через 2 и 3 часа 

после введения суспензий для обоих случаев соответственно. При этом максимальная концентрация 

вещества в крови после внутрибрюшинного введения в сниженной дозе практически совпадает с 

таковой, наблюдающейся при внутрижелудочном введении в дозе 150 мг/кг. Значения площадей под 

кривой для двух усредненных фармакокинетических зависимостей схожи по порядку величины, 

однако, выше при внутрибрюшинном введении. Увеличение площади под кривой может быть 

связано с высокой биодоступностью вещества при данном способе введения. Таким образом, было 

обнаружено, что внутрибрюшинное введение агента OL9-116 значительно повышает его 

биодоступность и позволяет снизить дозу в 30 раз.  

 

2.3.5. Исследование противоопухолевого эффекта OL9-116 в комбинации с топотеканом в 

различных схемах на модели карциномы легких Льюис 

Данные по исследованию противоопухолевого эффекта агента OL9-116 в сочетании с 

топотеканом были получены и предоставлены сотрудниками Лаборатории биоорганической химии 

ферментов ИХБФМ СО РАН под руководством д.х.н., акад. РАН, проф. О.И. Лаврик и сотрудником 

ФИЦ Институт цитологии и генетики, к.б.н. Поповой Н.А. (см. приложение 1).  

Чен и соавторы [166] изучали фармакокинетику топотекана при его введении внутривенно и 

внутрибрюшинно мышам. Было установлено, что при внутрибрюшинном введении вещества в дозе 
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10 мг/кг его максимальная концентрация в крови достигается менее чем через 5 минут, после чего 

происходит резкое снижение содержания. Падение концентрации топотекана в 2 раза происходит 

примерно через 1,5 часа, а через 3-4 часа наблюдается десятикратное снижение (рис. 54). 

 
Рисунок 54. Фармакокинетический профиль топотекана в плазме крови мыши при 

внутрибрюшинном введении в дозе 10 мг/мг (адаптировано из [166]). 

 

Поскольку агент OL9-116 усиливает действие топотекана, что приводит к уменьшению 

метастазов и размеров опухоли, нами была предложена новая схема терапии топотеканом, учитывая 

фармакокинетические особенности OL9-116 и топотекана. Измененная схема заключалась в 

последовательном введении веществ: сначала вводить животным агент OL9-116, после чего через 3 

часа ввести топотекан. Таким образом, максимальное значение концентрации топотекана 

достигается в максимуме концентрации OL9-116, что позволит усилить действие обоих агентов. 

Введение топотекана в сочетании с OL9-116 одновременно (внутрибрюшинно в дозе 5 мг/кг 

и внутрижелудочно 150 мг/кг) приводит к подавлению роста опухоли на 31,2% и 44,3% 

соответственно. Полученные значения по весу первичного опухолевого узла для группы OL9-116 

150 мг/кг + топотекан (одновременно) имеют больший разброс. Таким образом, увеличение дозы 

OL9-116 не оказывает значительного противоопухолевого эффекта при одновременном введении с 

топотеканом. При введении топотекана в момент максимумальной концентрации OL9-116 общий 

противоопухолевый эффект был значительно выше в сравнении с результатами в группах животных, 

которым соединение OL9-116 и топотекан вводили одновременно или применяли топотекан в 

качестве монотерапии. Комбинация OL9-116 внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг с топотеканом, 

введенным через 3 часа, привела к подавлению роста опухоли на 74,5%, что вдвое выше, чем в 

группе, в которой OL9-116 и топотекан вводили одновременно (подавление роста опухоли на 31,2%, 
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рис. 55). Внутрибрюшинное введение OL9-116 в дозе 5 мг/кг в сочетании с топотеканом, введенным 

через 2 часа, подавляет рост опухоли на 54,5%.  

Кроме того, был отмечен рост антиметастатического эффекта при применении новой схемы 

введения OL9-116 и топотекана в сравнении с группами животных, которые получали комбинацию 

веществ одновременно или в качестве монотерапии. 

  
Рисунок 55. Влияние топотекана, OL9-116 и их комбинаций на массу первичного опухолевого 

узла у мышей на 18-ый день после внутримышечной трансплантации карциномы легких Льюиса. 

Значения на графике представляют % снижения массы первичного опухолевого узла. 

 

Таким образом, исследование фармакокинетики OL9-116 позволило скорректировать схему 

введения терапевтического коктейля для достижения максимального терапевтического эффекта в 

экспериментах in vivo. Введение топотекана в максимальной концентрации OL9-116 в крови мышей 

оказалось значительно более эффективным в отношении массы первичного опухолевого узла, его 

размера и количества метастазов в легких, чем одновременное введение веществ и их применение в 

качестве монотерапии. Снижение дозы агента OL9-116 в 30 раз и изменение способа его введения 

оказало сопоставимый противоопухолевый эффект при применении в комбинации с топотеканом, 

введенным через 2 часа, в сравнении с группой животных, которые получали ингибитор TDP1 

внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг и топотекан через 3 часа. 

 



98 
 

2.4. Исследование распределения агента OL9-116 в органах 

2.4.1. Оптимизация условий хроматографического разделения 

Для количественного определения OL9-116 в цельной крови был ранее разработан метод 

ВЭЖХ-МС/МС, описанный в разделе 2.3.1, в котором в качестве внутреннего стандарта 

использовался 2,5-BDPO. Однако в предварительных экспериментах с гомогенатами легких было 

обнаружено, что вещество дает нестабильный аналитический сигнал, что ограничивает его 

использование. Это, вероятно, связано с влиянием матрицы, поэтому при работе с гомогенатами 

тканей в качестве внутреннего стандарта был выбран гидрохлорид 2-адамантиламина (2-Ad). 

Изменение внутреннего стандарта потребовало оптимизации хроматографического метода для 

определения OL9-116. 

Ранее в качестве элюента Б был выбран ацетонитрил, содержащий 0.1 об. % муравьиной 

кислоты. Как нами было показано ранее, использование 2-Ad в качестве внутреннего стандарта не 

позволяет применять его для анализа на обращенно-фазовом сорбенте без разбавления образца 

водой. По этой причине для данного исследования в качестве элюента Б был взят метанол, 

содержащий 0.1 об. % муравьиной кислоты. Предварительные эксперименты показали, что 

применение этого элюента как органического компонента подвижной фазы не приводит к 

уменьшению интенсивности пика OL9-116, более того, при анализе одного и того же образца сигнал 

этого вещества был выше. 

Для уменьшения длительности хроматографического анализа была увеличена скорость 

элюирования с 250 до 300 мкл/мин. Время удерживания OL9-116 составило 5,55 минуты, а 

внутреннего стандарта 4,0 минуты (рис. 56). Общее время анализа, включая стадию 

уравновешивания хроматографической колонки, одного образца составило 8,5 минут, что ускорило 

время анализа на 1,5 минуты. Скорость проведения анализа одного образца является определяющим 

фактором при разработке хроматографического метода, поскольку сокращает длительность анализа 

большой серии образцов. 
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Рисунок 56. Хроматограмма образца гомогената легких мыши в оптимизированных условиях 

хроматографического разделения. 

 

При анализе серии градуировочных образцов печени было обнаружено, что происходит 

перенос внутреннего стандарта. Проверка переноса веществ является одним из пунктов валидации 

биоаналитической методики. Эффект переноса может быть связан как с загрязнением растворителей, 

используемых при пробоподготовке, так и недостаточной промывки иглы автосамплера между 

отбором проб. В качестве промывочного растворителя была использована смесь вода:метанол (1:1). 

При замене промывочного растворителя на чистый ацетонитрил удалось снизить эффект переноса 

аналита и внутреннего стандарта (рис. 57). 
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Рисунок 57. Хроматограмма холостого образца, проанализированного после градуировочной 

серии: А) при использовании смеси метанол-вода (1:1) в качестве промывочного растворителя; Б) 

при использовании ацетонитрила в качестве промывочного растворителя. 

 

Таким образом, была оптимизирована методика хроматографического разделения для 

количественного определения агента OL9-116 в гомогенатах тканей с использованием 2-Ad в 

качестве внутреннего стандарта. 

 

2.4.2. Разработка протокола пробоподготовки образцов тканей легких, печени, почек 

На первом этапе разработки протокола пробоподготовки был выбран и оптимизирован метод 

гомогенизации ткани. Это необходимо для обеспечения однородности образцов, что является 

важным при подготовке для количественного определения ксенобиотиков. Подбор метода 

гомогенизации тканей осуществлялся на образцах легких мышей, так как они представляют собой 

наиболее сложную биологическую матрицу из исследуемых в данной работе.  
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В предварительных экспериментах были исследованы механическая и ультразвуковая 

гомогенизация. Для выбора наиболее подходящего метода четыре точные навески легочной ткани 

поместили в пробирки типа Эппендорф. К каждому образцу добавляли растворитель в соотношении 

1:4. К образцу №1 добавляли физиологический раствор; к образцу №2 добавляли смесь воды и 

ацетонитрила (1:4 об.), а также крупнозернистые частицы оксида алюминия и карбида кремния. 

Гомогенизацию проводили с использованием механического гомогенизатора. К образцу №3 

добавляли физиологический раствор и подвергали ультразвуковой гомогенизации с охлаждением на 

льду. К образцу №4 добавляли смесь воды и ацетонитрила (1:4 об.) и также использовали 

ультразвуковой гомогенизатор с охлаждением образца на льду. Однородность гомогенатов 

оценивали макроскопически.  

Механическая гомогенизация с использованием крупнозернистых частиц оксида алюминия и 

карбида кремния не позволила получить однородный гомогенат: в образцах №1 и №2 

присутствовали крупные частицы ткани, а из-за длительного встряхивания происходило нагревание 

образцов. Охлаждение образцов при механической гомогенизации было невозможным из-за 

конструктивных особенностей используемого оборудования. Такой способ гомогенизации подходит 

для пробоподготовки мягких тканей, таких как мозг, однако неприменим для органов, имеющих в 

своем строении большое количество соединительной ткани (легкие, печень, почки). Неравномерная 

гомогенизация может приводить к получению неоднородного образца и, как следствие, снижению 

степени извлечения аналита и увеличению разброса получаемых результатов анализа. При 

ультразвуковой гомогенизации образец №4 не удалось эффективно гомогенизировать, вероятно, из-

за низкой вязкости системы вода – ацетонитрил. В то же время образец №3 представлял собой 

однородный гомогенат без крупных частиц ткани. На основании полученных данных в качестве 

метода гомогенизации был выбран ультразвуковой метод с использованием физиологического 

раствора, так как он обеспечивал наилучшую однородность гомогената. 

На втором этапе разработки условий пробоподготовки был осуществлен подбор способа 

обработки гомогената ткани. Согласно литературным данным [132,167,168], введение стадий 

высаливания и твердофазной экстракции позволяет удалить мешающие компоненты матрицы. Так, 

в качестве пробоподготовки образца гомогената легких нами был выбран метод QuEChERS 

(кэтчерс). Метод заключается в обработке образца ткани смесью солей в присутствии растворителя 

и последующей твердофазной очисткой образца обращенно-фазным сорбентом. Совместно с 

высаливанием используют полярные органические растворители, совместимые с ВЭЖХ-МС/МС, 

такие как ацетонитрил, изопропанол, ацетон. Несмотря на то, что они хорошо смешивается с водой, 
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существуют методы разделения раствора на два слоя при добавлении солей и/или другого 

органического растворителя [127], поэтому использование метанола в качестве экстрагента не 

представляется возможным.  

При разработке методики мы использовали коммерчески доступный набор QuEChERS. В 

качестве исследуемых растворителей для экстракции были использованы чистый ацетонитрил и 

0,1% раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле. Сравнение площадей пиков OL9-116 при 

использовании указанных экстрагентов показало, что наличие муравьиной кислоты в составе 

увеличивает степень извлечения аналита в 1,56 раз, поэтому в качестве экстрагента при 

пробоподготовке гомогенатов органов был использован 0,1% раствор муравьиной кислоты в 

ацетонитриле. 

Применение ацетонитрила в качестве экстрагента осложняется при работе с выбранным нами 

гидрохлоридом 2-адамантиламина в качестве внутреннего стандарта. Ранее было обнаружено, что 

при хроматографическом анализе образцов 2-адамантиламина, растворенных в ацетонитриле, это 

соединение не удерживается на хроматографической колонке и выходит в области мертвого объема. 

Для предотвращения этого образцы необходимо было разбавлять водой в 10 и более раз, что снижало 

возможности аналитической методики. При использовании метанола как растворителя для 

приготовления образцов, так и в качестве органического элюента для хроматографии, при анализе 

образцов, содержащих 2-Ad, проскока вещества не происходит. По этой причине нами была введена 

стадия упаривания 100 мкл образца в ацетонитриле на вакуумной центрифуге без нагревания и 

последующего растворения его в 1 мл метанола. 

При упаривании образцов в полипропиленовых пробирках на их стенках может происходить 

необратимая адсорбция веществ, что недопустимо в количественном анализе. По этой причине при 

введении в методику стадии упаривания важно, чтобы оно не оказывало влияния ни на аналит, ни на 

внутренний стандарт. Для проверки этого мы приготовили образцы, содержащие одинаковые 

количества OL9-116 и внутреннего стандарта, в чистом метаноле и в чистом ацетонитриле, 

соответственно. Образец в ацетонитриле упарили досуха, остаток перерастворили в эквивалентном 

объеме метанола и проанализировали оба образца. Сравнение площадей пиков обоих веществ после 

анализа показало идентичность образцов, что указывает на отсутствие необратимой адсорбции 

определяемых веществ на стенках полипропиленовых пробирок при упаривании образцов в вакууме. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что ацетонитрил можно использовать в качестве 

экстрагента при количественном определении OL9-116 в тканях в присутствии 2-адамантиламина в 

разработанной методике пробоподготовки. 
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В то же время, введение стадии упаривания увеличивает длительность пробоподготовки 

образцов, что может быть одним из решающих факторов при обработке большой серии, например, 

при изучении фармакокинетики в органах. Интенсивность аналитического сигнала и соотношение 

сигнал/шум (S/N) для образцов с концентрацией десятков мкг/г вещества в тканях позволяет снизить 

интенсивность пика аналита и внутреннего стандарта в 10-100 раз.  

Для проверки гипотезы об уменьшении содержания ацетонитрила в образце без стадии 

упаривания был проведен следующий эксперимент: после пробоподготовки 20 мкл экстракта 

отбирали и разбавляли в 10 раз метанолом. Уменьшение содержания ацетонитрила в образце 

способствовало удерживанию внутреннего стандарта на обращено-фазовом сорбенте колонки.  

Разработка протокола пробоподготовки образцов тканей включает несколько ключевых 

этапов, направленных на улучшение однородности образцов и эффективное извлечение аналита. 

При исследовании способов гомогенизации ткани была подтверждена эффективность 

ультразвуковой гомогенизации с использованием физиологического раствора для легочной ткани. 

Для пробоподготовки был выбран метод QuEChERS с применением 0,1% раствора муравьиной 

кислоты в ацетонитриле, что способствовало увеличению степени извлечения агента OL9-116. 

Также было показано, что при разбавлении полученного экстракта метанолом интенсивность 

сигналов аналита и внутреннего стандарта сопоставима с уровнем при упаривании экстракта в 

вакуумной центрифуге, что позволило разработать быструю и эффективную методику анализа 

агента в тканях органов. 

 

2.4.3. Валидация методик количественного определения OL9-116 в легких, печени, почках 

На следующем этапе работы разработанные методики были валидированы по параметрам, 

указанным в разделе 3.4, согласно требованиям регуляторных документов. Для приготовления 

образцов был использован объединенный гомогенат нескольких органов. Для опухолевых узлов мы 

показали селективность методики и построили градуировочную зависимость для оценки 

содержания аналита, полную валидацию методики мы не проводили в связи с недостатком 

биологической матрицы. 

На первом этапе была продемонстрирована селективность каждой из методик. Для этого 

проводили анализ 3-х холостых образцов каждой из матриц (гомогенаты легких, печени, почек, 

опухолевых узлов) и соответствующих образцов, содержащих OL9-116. Концентрация агента в 

гомогенате легких составляла 5 мкг/г, в гомогенате печени и почек – 1 мкг/г, в гомогенате опухолевых 

узлов – 0,15 мкг/г. Методики являются селективными, поскольку при анализе холостых образцов 
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отсутствуют аналитические сигналы, совпадающие по времени удерживания с аналитом и 

внутренним стандартом. На рис. 58 приведены хроматограммы гомогенатов холостого образца почек 

(рис. 58А) и образца с добавлением соединения OL9-116 до концентрации 1 мкг/г после 

пробоподготовки с использованием внутреннего стандарта (рис. 58Б). Как видно из хроматограмм, 

в холостом образце отсутствуют примеси, дающие сигналы аналита и внутреннего стадарта. 

Аналогичная картина наблюдалась и для остальных исследованных матриц. Таким образом, 

подтверждена селективность разработанных аналитических методик, что позволяет провести 

количественное определение OL9-116 в присутствии других компонентов. 

 
Рисунок 58. Хроматограмма холостого образца гомогената почек (А) и образца, содержащего 

OL9-116 в концентрации 1 мкг/г и внутренний стандарт (Б). 

 

Для построения градуировочных зависимостей использовали образцы гомогената легких, 

содержащие вещество OL9-116 в концентрации 1, 5, 10, 25, 50, 125, 250, 500 мкг/г; образцы 

гомогената печени, содержащие вещество OL9-116 в концентрации 0,5, 1, 5, 10, 25, 50, 250 мкг/г; 

образцы гомогената почек, содержащие вещество OL9-116 в концентрации 0,25, 0,5, 2,5, 5, 10, 25, 
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50, 125, 250 мкг/г; образцы гомогената опухолевых узлов, содержащие вещество OL9-116 в 

концентрации 0,15, 0,25, 0,5, 1, 2,5, 10 мкг/г. Разработанные методики позволяют количественно 

определить OL9-116 в диапазоне концентраций 1–500 мкг/г в легких (r2 = 0,998), 0,5–250 мкг/г в 

печени (r2 = 0,999), 0,25–250 мкг/г в почках (r2 = 0,998), 0,15-10 мкг/г в опухолевых узлах (r2 = 0,999). 

Градуировочные зависимости были построены с использованием регрессии типа Хилл, 

позволяющей аппроксимировать результаты в широком диапазоне концентраций (рис. 59). 
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Рисунок 59. Градуировочная зависимость для количественного определения агента OL9-116: А) в 

гомогенатах легких в диапазоне 1-500 мкг/г; Б) в гомогенатах печени в диапазоне 0,5-250 мкг/г; В) 

в гомогенатах почек в диапазоне 0,25 – 250 мкг/г; Г) в гомогенатах опухолевых узлов в диапазоне 

0,1-10 мкг/г. 

 

Для градуировочных образцов был проведен обратный расчет концентраций по полученным 

зависимостям. Результаты обратного расчета значений концентрации аналита для каждой 

биологической матрицы представлены в таблице 18. 
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Таблица 18. Найденные значения концентрации OL9-116 в градуировочных образцах. 

Матрица 
Концентрация 

OL9-116, 
мкг/г 

Найденная 
концентрация±SD, мкг/г 

n=4 

Относительная 
погрешность, % Точность, % 

Легкие 

1 1,0±0,06 6,4 99,1 
5 5,3±0,13 2,4 106 
10 11±0,56 5,2 107 
25 23±0,63 2,8 90,5 
50 46±4 9,6 92,6 
125 139±0,16 0,1 111 
250 241±22 9,0 96,5 
500 510±31 6,1 102 

Печень 

0,5 0,5±0,04 8,0 100 
1 1,0±0,07 7,0 101 
5 4,9±0,08 1,6 98,7 
10 9,6±0,4 4,4 96,0 
25 27±0,4 1,5 107 
50 48±2,8 5,8 96,1 
250 251±11 4,5 100 

Почки 

0,25 0,3±0,01 4,6 101 
0,5 0,5±0,02 3,2 102 
2,5 2,4±0,03 1,2 94,7 
5 5,3±0,09 1,8 106 
10 9,3±0,08 0,9 92,7 
25 25,2±0,2 0,8 101 
50 54,8±1,7 3,1 110 
125 107,3±0,44 0,4 85,9 
250 278,7±3,07 1,1 112 

Опухолевые 
узлы 

0,15 0,17±0,004 2,3 115 
0,25 0,24±0,009 4,1 95,2 
0,5 0,46±0,02 5,3 92,3 
1 0,98±0,05 5,2 97,8 

2,5 2,49±0,11 4,4 99,7 
10 10,0±0,29 2,8 100,8 

 

Нижний предел количественного определения составил 1 мкг/г для гомогената легких, 0,5 

мкг/г для гомогената печени, 0,25 мкг/г для гомогената почек, 0,15 мкг/г для гомогената опухолевых 

узлов. Средние значения величин сигнал / шум по шести измерениям LLOQ удовлетворяют 

требованиям регуляторных документов и составляют более 10 для каждой биологической матрицы. 

Отклонение результатов анализа внутри цикла и между циклами с применением 

разработанных методик для параметра «точность» не превышала 9,8% (табл. 19). Отклонение 
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результатов для параметра «прецизионность» методик было ниже и составило 8,4% (внутри 

аналитического цикла) и 8,5% (между аналитическими циклами). 

 

Таблица 19. Значения точности и прецизионности для образцов контроля качества легких, печени, 

почек 

Биологичес-
кая матрица 

Типa) образца и 
концентрация 
аналита, мкг/г 

Внутри аналит. цикла, n=6 Между аналит. циклами, n=6 

Точность, 
% 

Прецизион., 
% Точность, % Прецизион., 

% 

Легкие 

LLOQ (1) 96,8 4,5 99,1 6,4 
QCL (2,5) 103 5,4 105,5 5,6 
QCM (200) 93,6 5,2 97,5 8,4 
QCH (400) 94,6 8,4 96,4 8,5 

Печень 

LLOQ (0,5) 99,0 6,0 100 7,3 
QCL (2,5) 104 3,8 103 4,0 
QCM (125) 104 4,3 106 6,7 
QCH (200) 109 3,4 109 5,4 

Почки 

LLOQ (0,25) 100 4,5 100 4,7 
QCL (1) 94,9 7,1 95,1 8,0 
QCM (100) 109 2,5 109 3,1 
QCH (200) 96,8 7,5 94,1 7,0 

a) QCL, QCM, QCH – образцы контроля качества для низкого, среднего и высокого уровня 

концентраций соответственно; LLOQ – образец НПКО. 

 

Рассчитанные значения степеней извлечения OL9-116 из гомогенатов тканей (табл. 20) 

демонстрируют полный депротеинизирующий эффект методики QuEChERS. Значения матричного 

фактора, оцененного для тех же образцов, указывает на незначительное влияние матрицы на аналит. 

 

Таблица 20. Значения степеней извлечения (Rec) и матричного фактора (MF) для образцов контроля 

качества легких, печени и почек 

 Легкие Печень Почки 
Rec, % MF, % Rec, % MF, % Rec, % MF, % 

QCL 107 96,9 89,7 105 91,2 90,2 
QCH 106 106 107 103 94,4 106 

Rec – степень извлечения, MF – матричный фактор 
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Для оценки стабильности образцов в автосамплере использовали серии градуировочных 

образцов для каждой из исследуемых биологических матриц. Результат анализа образцов спустя 24 

часа показал, что концентрация OL9-116 не изменяется в течение суток при нахождении образцов в 

автосамплере хроматографа. При анализе холостых образцов после измерения градуировочного 

образца с максимальной концентрацией на хроматограммах отсутствуют пики аналита, что 

свидетельствует об отсутствии переноса вещества в автосамплере хроматографа при анализе серии. 

Полученные результаты позволяют сделать вывод о пригодности использования 

разработанных методик для количественного определения OL9-116 в гомогенатах легких, печени и 

почек мыши методом ВЭЖХ-МС/МС. 

 

2.4.4. Исследование распределения OL9-116 в легких, печени, почках здоровых животных и 

опухоленосителей 

Разработанные методики были использованы для количественного определения вещества в 

органах здоровых и опухолевых мышей после однократного введения вещества. в дозе 150 мг/кг. 

Животные были разделены на две группы: первая группа – здоровые мыши, а вторая группа – мыши 

с карциномой легких Льюис на 17-й день после трансплантации опухолевых клеток. Суспензию 

вещества вводили двум группам животных внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг. В группе здоровых 

животных органы отбирали через 30 мин, 1, 2, 4, 7, 10, 13, 16, 20, 24, 36 и 48 часов; в группе мышей 

с карциномой легких Льюис органы отбирали через 30 минут, 1, 3, 7, 13 часов после введения 

вещества. Отбор меньшего количества временных точек для мышей с карциномой легких Льюис 

обусловлен недостаточным количеством животных в группе, и выживаемости животных на 17-й 

день исследования. 

Распределение вещества в организме зависит от его способности проникать через клеточную 

мембрану, поэтому липофильные вещества легче проникают в клетку и равномерно распределяются 

в организме, в сравнении с гидрофильными [169]. Установлено, что максимальная концентрация 

OL9-116 в органах здоровых мышей может достигать 100 мкг/г с последующим его распределением 

и выведением. Рассмотрим особенности изменения концентрации вещества с течением времени для 

каждого органа в отдельности. 

Максимальная концентрация агента OL9-116 в легких здоровых животных наблюдается через 

1 час и достигает 140 мкг/г (рис. 60). В единичном случае в образце легких, взятом через 30 минут 

после введения вещества, концентрация OL9-116 была очень высока и, по оценкам, составила 1,9 
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мг/г, что лежит выше диапазона градуировочной зависимости и является выбросом по отношению к 

двум другим точкам. 

 

Рисунок 60. График зависимости концентрации вещества от времени в гомогенатах легких для 

здоровых животных (фиолетовая линия) и мышей с перевитой карциномой легких Льюис (красная 

линия). Представлен в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (SEM). 

 

Большой разброс результатов, представленный стандартной ошибкой среднего (SEM), 

обусловлен небольшим количеством животных, участвующих в эксперименте, и природой ткани 

органа. Максимальная концентрация вещества в легких опухоленосителей достигается через 30 

минут и в среднем составляет 45 мкг/г, что практически в 3 раза меньше, чем в легких группы 

здоровых мышей. Через 1 час после введения концентрация вещества снижалась до 6 мкг/г и 

выходила на плато. Общий вид зависимости концентрации от времени в легких здоровых животных 

и опухоленосителей схож: мы наблюдаем увеличение содержания агента в первый час с момента 

введения вещества, а затем резкое снижение и длительное нахождение в ткани. По-видимому, легкие, 

богатые липидами и имеющие большую поверхность, принимают значительную часть 

амфифильных и липофильных лекарственных веществ, а при падении концентрации действующего 

вещества в крови они медленно высвобождают вещество в кровоток [169]. 

При рассмотрении графика зависимости концентрации вещества от времени в печени для 

здоровых животных наблюдается 2 максимума (рис. 61), при этом у здоровых мышей наблюдается 

локальный максимум около 7 часов, затем спад содержания вещества в ткани с последующим его 

ростом к 13 часам. При исследовании фармакокинетики OL9-116 в цельной крови при 
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внутрижелудочном введении наступала стадия выведения вещества из крови через 5 часов. Мы 

полагаем, что причиной появления второго пика на кривой «концентрация – время» может быть 

кишечно-печеночная рециркуляция [170]. Значения концентрации OL9-116 в печени для здоровых 

мышей и опухоленосителей на промежутке от 30 минут до 3 часов численно схожи. 

 
Рисунок 61. График зависимости концентрации вещества от времени в гомогенатах печени для 

здоровых животных (фиолетовая зависимость) и мышей с перевитой карциномой легких Льюис 

(красная зависимость). Представлен в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего 

(SEM). 

 

При сравнении содержания вещества в печени двух групп животных хотелось бы отметить 

отличие в динамике содержания вещества с течением времени. Данное различие может указывать на 

изменение метаболизма у животных с перевитыми опухолями относительно здоровых мышей. 

Возможно, у опухоленосителей также происходит рост концентрации вещества в тканях после 

изученного промежутка времени. Получение ответа на этот вопрос требует проведения отдельного 

исследования, что будет являться продолжением данной работы. 

На представленной зависимости «концентрация – время» агента OL9-116 в почках здоровых 

мышей наблюдается 3 локальных максимума (рис. 62). Важно отметить, что два максимума 

приходятся на 7 и 13 часов, что схоже с фармакокинетическим профилем в печени. Максимум в точке 

2 часа имеет большой разброс значений и не является достоверным результатом, поскольку 

усреднение значений производилось по трем животным. Несмотря на большой разброс значений 

концентрации вещества в точке 2 часа, высокая концентрация в почках возможна. Из-за 
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особенностей строения сосудистой стенки гломерулярных капилляров, растворенные в крови 

вещества, масса которых не превышает 5000 Да, могут беспрепятственно преодолевать почечный 

барьер [169]. Как и в случае для печени, для фармакокинетических зависимостей в почках здоровых 

и больных животных происходит изменение вида зависимости. Для больных животных отсутствуют 

локальные максимумы: наблюдаем постепенное увеличение концентрации в течение первого часа 

до 20 мкг/г с последующим снижением до 10 мкг/г и выходом на плато. 

 
Рисунок 62. График зависимости концентрации вещества от времени в гомогенатах почек для 

здоровых животных (фиолетовая зависимость) и мышей с перевитой карциномой легких Льюис 

(красная зависимость). Представлен в виде средних значений ± стандартная ошибка среднего 

(SEM). 

Изучение профиля «концентрация-время» для первичных опухолевых узлов являлось 

количественным, однако необходимо отметить, что соответствующая методика не была 

валидирована по всем критериям, которые требуют международные регуляторные документы. Это 

связано с высокой сложностью экспериментов по наработке соответствующего биоматериала 

(опухолевых узлов) на животных. Тем не менее, по построенной градуировочной зависимости мы 

можем оценить уровень концентрации OL9-116 в опухолевой ткани и проследить динамику 

изменения. Общий вид графиков (рис. 63) свидетельствует о нахождении вещества в опухоли по 

крайней мере в течение 13 часов на уровне нескольких мкг/г. 

Для группы животных с перевитой опухолью мы наблюдали повышение концентрации OL9-

116 в течение первого часа после введения до уровня 5-30 мкг/г в зависимости от ткани (легкие, 

печень, почки). Значение концентрации в каждой ткани сохранялось на этом уровне как минимум в 
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течение последующих 12 часов, что демонстрирует фармакокинетический профиль, явно 

отличающийся от профиля здоровых животных. Важно отметить, что для каждой ткани зависимость 

изменения концентрации имеет одинаковых вид: мы не наблюдаем локальных максимумов (за 

исключением гомогенатов легких), а концентрация OL9-116 в течение 12 часов практически не 

изменяется. 

Рисунок 63. Зависимость концентрации вещества от времени в гомогенатах легких, печени, почек 

и первичных опухолевых узлах у мышей с перевитой карциномой легких Льюис. Представлен в 

виде средних значений ± стандартная ошибка среднего (SEM). 

 

Изменение метаболизма животных с перевитыми опухолями относительно здоровых мышей 

может быть связано с изменением транспорта гликопротеинов, которые встречаются в опухолевых 

клетках. P-Гликопротеины способны защищать клетки, тем самым вызывая их резистентность к 

лекарственным препаратам и изменению распределения вещества в организме [171]. Вероятно, это 

является причиной уменьшения биодоступности агента, в результате чего бóльшая часть вещества 

не абсорбируется и выводится из организма в неизменном виде. 

На основании проведенного исследования установлено, что фармакокинетические профили 

вещества OL9-116 существенно различаются у здоровых мышей и мышей с перевитой карциномой 

легких Льюис, а значения максимальной концентрации вещества в органах здоровых выше, чем у 

опухоленосителей. При этом динамика распределения и выведения вещества в органах животных с 



114 
 

карциномой легких Льюис демонстрирует меньшую вариабельность и отсутствие локальных 

максимумов, что может быть связано с изменениями метаболизма и транспорта веществ в 

опухолевой ткани. Выявленные различия фармакокинетики OL9-116 между здоровыми животными 

и опухоленосителями могут быть обусловлены изменением процессов абсорбции, распределения и 

выведения вещества, связанным с изменением метаболизма, включая участие P-гликопротеинов, 

которые могут снижать биодоступность вещества, препятствуя его всасыванию в желудочно-

кишечном тракте, проникновению в клетки и способствуя ускоренному выведению из организма. 

Полученные данные подчеркивают необходимость дальнейших исследований для более глубокого 

понимания механизмов изменения фармакокинетического профиля вещества в условиях 

опухолевого процесса. Это позволит оптимизировать схемы дозирования и повысить эффективность 

вещества OL9-116 при использовании в терапии онкологических заболеваний совместно с 

топотеканом. 
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Глава 3. Экспериментальная часть 
3.1 Материалы 

3.1.1 Реагенты 

Камфецин был синтезирован д.х.н., в.н.с ЛФАВ НИОХ СО РАН Яровой О. И. по методике 

[172] и очищен двойной перегонкой в вакууме. Чистота соединения составила более 99,5% по 

ГХ/МС. Агент KS-389 был синтезирован к.х.н., с.н.с. ЛФАВ НИОХ СО РАН Ковалевой К. С. в 

соответствии с описанной процедурой [10] и очищен методом колоночной хроматографии на 

силикагеле. Чистоту соединения (> 98%) определяли методом ВЭЖХ-УФ. Агент OL9-116 был 

синтезирован д.х.н., в.н.с. ЛФАВ НИХ СО РАН Лузиной О. А. по методике [173] и очищен 

колоночной хроматографией на силикагеле. Чистота соединения была более 95%, согласно данным 

ЯМР. 

Гидрохлорид 2-адамантиламина и 2,5-бис(4-диэтиламинофенил)-1,3,4-оксадиазол, 

используемые в качестве внутренних стандартов, были приобретены у компании Sigma-Aldrich 

(Сент-Луис, Миссури, США).  

Для приготовления растворов, проведения пробоподготовки биологических образцов и 

хроматографии использовали метанол и ацетонитрил градиентной чистоты («Химмед», Москва, 

Россия), муравьиную кислоту («Panreac», Испания). Очищенная вода была подготовлена с 

использованием ультрафиолетовой системы Direct-Q 3 UV system (Millipore S. A. S., France). Сульфат 

цинка был приобретен в компании Merk, Германия.  

Для приготовления лекарственных форм использовали диметилсульфоксид (Sigma, США), 

Твин-80 («Panreac», Испания), 0,9% физиологический раствор (ОАО Производственная 

фармацевтическая компания «Обновление», Новосибирск, Россия). Набор для пробоподготовки 

QuEChERS был приобретен у компании Interlab (Москва, Россия). 

 

3.1.2 Оборудование 

В работе было использовано следующее оборудование: хроматограф Shimadzu LC-20AD 

Prominence, снабженный охлаждаемым автосамплером, термостатом колонки и градиентным 

насосом (Shimadzu Corporation, Япония), масс-спектрометр 3200 QTRAP (ABSCIEX, США), масс-

спектрометр 6500 QTRAP (ABSCIEX, США), хроматографические колонки с обращенно-фазовым 

сорбентом ProntoSil 120-5 C18 AQ (2×75 мм, 5 µм) и ProntoSil 120-5 C8 AQ (2×75 мм, 5 µм, Эконова, 

Новосибирск), весы аналитические Mettler Toledo, шейкер термостатируемый (Biosan), центрифуга 

настольная MiniSpin (Eppendorf AG, Германия), центрифуга настольная с охлаждением до 4°С 5418R 
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(Eppendorf AG, Германия), гомогенизатор Minilys (Bertin Technologies, Франция) для приготовления 

гомогенатов тканей, ультразвуковая баня (Elma Sonic, Германия), ультразвуковой гомогенизатор 

(Q125, QSonica LLC, США), вихревой встряхиватель Vortex (Biosan, Латвия), карточки Whatman 

Protein Saver 903 (Sigma-Aldrich, США) для отбора проб цельной крови, крупнозернистые частицы 

оксида алюминия 1,6 мм и частицы карбида кремния 1,6 мм (MP Biomedicals, Германия) для 

приготовления гомогенатов тканей, дозаторы одноканальные переменного объема 0,1-10 мкл, 2-20 

мкл, 5-50 мкл, 10-100 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл (HTL Lab Solutions, Польша), гематологический 

анализатор BC-2800 Vet (Mindray, КНР). 

 

3.1.3 Рабочие растворы 

Стоковый раствор камфецина (1,0 мг/мл) был приготовлен путем растворения точной навески 

вещества в метаноле. Серией последовательного разбавления стокового раствора метанолом были 

приготовлены рабочие растворы с концентрациями 0,2, 0,5, 0,6, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 80 и 100 мкг/мл. 

Стоковый раствор агента KS-389 (1,0 мг/мл) был приготовлен путем растворения точной 

навески вещества в смеси метанола и ацетона (8:2, по объему). Серией последовательного 

разбавления стокового раствора метанолом были приготовлены рабочие растворы KS-389 с 

концентрациями 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300, 400, 600, 800 нг/мл, 1, 2, 4, 5, 6, 8, 10, 20 мкг/мл. 

Стоковый раствор агента OL9-116 (1,0 мг/мл) был приготовлен путем растворения точной 

навески вещества в ацетонитриле. Серией последовательного разбавления стокового раствора 

ацетонитрилом были приготовлены рабочие растворы с концентрациями 0,15, 0,25, 0,5, 1, 2, 2,5, 5, 

10, 20, 25, 40, 50, 100, 250, 400, 500, 800 мкг/мл. 

Для получения рабочего раствора гидрохлорида 2-адамантиламина с концентрацией 10 

мкг/мл точную навеску вещества растворяли в метаноле, содержащем 0,1% муравьиной кислоты. 

Раствор использовали в качестве внутреннего стандарта для количественного определения 

камфецина в плазме крови крысы. 

Для получения рабочего раствора гидрохлорида 2-адамантиламина с концентрацией 2 мкг/мл 

точную навеску вещества растворяли в ацетонитриле. Раствор использовали в качестве внутреннего 

стандарта для количественного определения OL9-116 в гомогенатах легких, печени, почек, 

опухолевых узлов мыши. 

Точную навеску 2,5-бис(4-диэтиламинофенил)-1,3,4-оксадиазола (2,5-BDPO) растворяли в 

метаноле для получения стокового раствора с концентрацией 1,0 мг/мл. Серией последующих 

разбавлений были получены растворы внутреннего стандарта с концентрациями 200 нг/мл (для 
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количественного определения KS-389 в гомогенатах тканей, OL9-116 в цельной крови), 20 нг/мл (для 

количественного определения KS-389 в цельной крови).  

Рабочие растворы хранились при температуре –18°C. Перед приготовлением образцов 

растворы доводили до комнатной температуры.  

 

3.1.4 Экспериментальные животные 

Для проведения исследований камфецина использовали цельную кровь самцов крыс Вистар 

массой 230-250 г. Исследование фармакокинетики и распределения агента OL9-116 проводили на 

самцах C57BL/6J (C57BL) в возрасте четырех месяцев. Животные были получены из вивария 

Института цитологии и генетики СО РАН. Животных содержали на опилках в пластиковых клетках, 

кормили стандартным рационом («Лабораторкорм», Санкт-Петербург, Россия) и водой ad libitum. 

Работа с животными проводилась в соответствии с приказом Министерства здравоохранения 

Российской Федерации № 199н от 1 апреля 2016 года, правилами «Надлежащей лабораторной 

практики» и положениями Директивы 2010/63/EU Европейского парламента и Совета Европейского 

союза от 22 сентября 2010 года о защите животных, используемых в научных целях.  

Исследование фармакокинетики и распределения агента KS-389 проводили на самцах и 

самках мышей SCID в возрасте 12 недель (SHO-PrkdcscidHrhr), находящихся в SPF статусе. 

Экспериментальные животные содержались в Центре генетических ресурсов лабораторных 

животных Института цитологии и генетики СО РАН (RFMEFI62119X0023) в индивидуально 

вентилируемых клетках семейными группами по 2-4 особи при температуре окружающей среды (22-

24 °C), относительной влажности 30-60% и режиме свет/темнота 12/12 с рассветом в 02:00. Корм и 

вода предоставлялись ad libitum. Исследование было одобрено Межинститутским этическим 

комитетом Института цитологии и генетики СО РАН (протокол №48/2 дата одобрения 18.03.2019) и 

проведено проводили в соответствии с Хельсинкской декларацией 2010/63/EU. 

 

3.1.5 Подготовка биологических образцов 

Для приготовления плазмы крови крыс кровь отбирали у животных после введения анестезии 

в вакутейнеры с гепарином лития путем трансторакальной сердечной пункции, а затем 

центрифугировали для получения плазмы. Контроль гематокрита осуществляли с помощью 

гематологического анализатора.  
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Цельная кровь мышей была отобрана из ретроорбитального синуса в пробирку типа 

Эппендорф, содержащую ЭДТА в качестве антикоагулянта. Отобранную кровь объединяли и 

использовали для приготовления калибровочных растворов и образцов контроля качества. 

Органы были отобраны от животных в пробирки типа Эппендорф, тщательно промыты 0,9% 

физиологическим раствором и заморожены в жидком азоте. Точные навески органов использовали 

для приготовления градуировочных образцов и образцов контроля качества. Образцы хранили при 

температуре –70˚С. 

 

3.2 Эксперименты in vitro 

3.2.1 Приготовление градуировочных образцов и образцов контроля качества для 

биологических жидкостей 

Для построения градуировочной зависимости камфецина в образцах цельной крови образцы 

готовили путем добавления 50 мкл раствора камфецина к 950 мкл усредненной цельной крови. 

Образцы перемешивали на встряхивателе типа Vortex, а затем выдерживали при температуре +4˚C в 

течение 20 минут. В результате были получены образцы для построения градуировочной 

зависимости с концентрациями 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500 и 5000 нг/мл. 

Для построения градуировочной зависимости камфецина в плазме крови образцы готовили 

путем добавления 50 мкл рабочего раствора камфецина к 950 мкл плазмы. Образцы перемешивали 

на встряхивателе типа Vortex, а затем выдерживали при комнатной температуре в течение 30 минут. 

В результате были получены образцы для построения градуировочной зависимости с 

концентрациями 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 2500 и 5000 нг/мл, а также образцы контроля качества 

с концентрациями 30 (QCL), 2500 (QCM), 4000 (QCH) нг/мл.  

Для построения градуировочной зависимости KS-389 в цельной крови образцы готовили 

путем добавления 50 мкл рабочего раствора KS-389 к 950 мкл усредненной цельной крови. Образцы 

перемешивали на встряхивателе типа Vortex, а затем выдерживали при комнатной температуре в 

течение 30 минут. В результате были получены образцы для построения градуировочной 

зависимости с концентрациями 2, 5, 10, 20, 30, 100, 200, 800, 1000 и 2000 нг/мл, а также образцы 

контроля качества с концентрациями 6 (QCL), 1000 (QCM), 1800 (QCH) нг/мл. 

Для построения градуировочной зависимости OL9-116 в цельной крови образцы готовили 

путем добавления 10 мкл рабочего раствора OL9-116 к 90 мкл усредненной цельной крови. Образцы 

перемешивали на встряхивателе типа Vortex, а затем выдерживали при комнатной температуре в 

течение 30 минут. В результате были получены образцы для построения градуировочной 
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зависимости с концентрациями 15, 25, 100, 200, 250, 500, 1000, 2000 и 5000 нг/мл, а также образцы 

контроля качества с концентрациями 50 (QCL), 2500 (QCM), 4500 (QCH) нг/мл. 

 

3.2.2 Приготовление образцов при различных температурах 

К 950 мкл цельной крови добавляли 50 мкл рабочего раствора камфецина. В результате были 

получены образцы крови с концентрациями 50, 250, 1000 и 2500 нг/мл. Образцы аккуратно 

перемешивали на шейкере в течение 15 минут при заданной температуре (+4°C, +25°C, +38°C), а 

затем центрифугировали в течение 10 минут при 1600G при той же температуре. Полученную после 

центрифугирования плазму отбирали и обрабатывали в соответствии с протоколом, приведенным в 

разделе 3.2.5. 

 

3.2.3 Приготовление образцов с различными значениями гематокрита 

Для приготовления образцов с низким значением гематокрита (HCT=24%) 1,25 мл плазмы 

добавляли к 1,25 мл нормальной крови (HCT=46%) и осторожно перемешивали на вихревом 

встряхивателе. Для получения образцов с высоким значением гематокрита (HCT=65%) 3,75 мл 

нормальной крови центрифугировали в течение 15 минут при 1600G. Затем из образца отбирали 1,25 

мл плазмы и осторожно перемешивали для получения однородного образца. Значение гематокрита 

определяли с помощью гематологического анализатора.  

Полученную кровь с различными значениями гематокрита использовали для приготовления 

образцов крови, содержащих камфецин. Для этого к 950 мкл крови добавляли 50 мкл рабочего 

раствора камфецина для получения образцов с концентрациями 50, 250, 1000 и 2500 нг/мл. Образцы 

аккуратно перемешивали на шейкере в течение 15 минут при комнатной температуру, затем 

центрифугировали при 1600G. Полученную после центрифугирования плазму отбирали и 

обрабатывали в соответствии с протоколом, приведенным в разделе 3.2.5. 

 

3.2.4 Приготовление образцов для изучения процессов сорбции 

К 950 мкл цельной крови добавляли 50 мкл рабочего раствора камфецина для получения 

образцов с концентрациями 50, 250, 1000 и 2500 нг/мл. Образцы аккуратно перемешивали на 

шейкере при комнатной температуре в течение 15 минут, затем центрифугировали в течение 10 

минут при 1600G. 250 мкл плазмы отбирали и обрабатывали в соответствии с протоколом, 

приведенным в разделе 3.2.5. После этого к образцу, состоящему из отделенных форменных 

элементов крови, добавляли 250 мкл холостой плазмы и осторожно перемешивали на встяхивателе. 
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Образец снова перемешивали на шейкере в течение 15 минут при комнатной температуре, затем 

центрифугировали в течение 10 минут при 1600G. Образцы плазмы, полученные после повторной 

экстракции, обрабатывали в соответствии с протоколом, приведенным в разделе 3.2.5. 

 

3.2.5 Пробоподготовка образцов плазмы крови 

Для обработки образцов камфецина в плазме крови использовали метод осаждения белков. К 

100 мкл образца плазмы, содержащего камфецин, добавляли 800 мкл 0,1% раствора муравьиной 

кислоты в метаноле и интенсивно перемешивали на Vortex до появления белого осадка. После этого 

к образцу добавляли 100 мкл раствора внутреннего стандарта (2-Ad, 10 мкг/мл) и перемешивали. 

Образцы перемешивали на шейкере в течение 15 минут со скоростью 1400 об/мин, а затем 

центрифугировали в течение 10 минут при 13400 об/мин (MiniSpin, Eppendorf). Супернатант 

отбирали в чистые пробирки. Аликвоту объемом 20 мкл смешивали с 180 мкл воды, переносили в 

виалы и анализировали. 

 

3.2.6 Пробоподготовка образцов цельной крови 

При пробоподготовки образцов камфецина в цельной крови использовали метод сухого пятна. 

Образцы цельной крови объемом 20 мкл, содержащей камфецин, наносили на бумагу Whatman 

Protein saver card 903 и высушивали в течение 3 часов при комнатной температуре. Сухие пятна крови 

вырезали полностью, помещали в индивидуальные пробирки типа Эппендорф объемом 2 мл и 

добавляли 400 мкл раствора 2-адамантиламина в метаноле, содержащем 0,1% муравьиной кислоты. 

Образцы перемешивали на шейкере в течение 30 минут при температуре 24˚C. Супернатант 

отбирали в чистые пробирки и центрифугировали в течение 10 минут при 13400 об/мин (MiniSpin, 

Eppendorf). Супернатант объемом 200 мкл переносили в виалы и анализировали.  

Пробоподготовку образцов KS-389 в цельной крови проводили также методом экстракции 

сухого пятна. Образцы цельной крови объемом 20 мкл, содержащей KS-389, наносили на бумагу 

Whatman Protein saver card 903 и высушивали в течение 3 часов при комнатной температуре. Сухие 

пятна крови вырезали полностью, помещали в индивидуальные пробирки типа Эппендорф объемом 

2 мл и добавляли 400 мкл раствора внутреннего стандарта (2,5-BDPO) с концентрацией 20 нг/мл в 

метаноле. Экстракцию проводили в течение 30 минут на ультразвуковой бане (Elmasonic S 10H, 

Германия). Супернатант переносили в чистые пробирки и центрифугировали в течение 10 минут при 

13400 об/мин (MiniSpin, Eppendorf). Аликвоту образца объемом 200 мкл помещали в виалы и 

анализировали. 



121 
 

При пробоподготовке образцов OL9-116 в цельной крови использовали метод осаждения. К 

10 мкл образца цельной крови добавляли 50 мкл 0.2 M водного раствора сульфата цинка, интенсивно 

перемешивали с помощью Vortex и выдерживали при комнатной температуре в течение 15 минут. 

Образцы повторно встряхивали, добавляли 100 мкл раствора внутреннего стандарта (2,5-BDPO) с 

концентрацией 200 нг/мл, интенсивно перемешивали до выпадения осадка и выдерживали при 

комнатной температуре в течение 1 часа. Образцы центрифугировали в течение 10 минут при 13400 

об/мин (MiniSpin, Eppendorf). Аликвоту образца, объемом 100 мкл, переносили в виалы и 

анализировали. 

 

3.2.7 Приготовление и обработка образцов гомогенатов тканей 

Для приготовления гомогенатов тканей при пробоподготовке образцов KS-389 точные 

навески органов (печень, почки, мозг) массой 20-30 мг были отобраны и помещены в пробирки типа 

Эппендорф. К навескам добавляли крупнозернистые частицы оксида алюминия 1,6 мм и частицы 

карбида кремния 1,6 мм, MP Biomedicals, Германия, и смесь метанол-вода (1:4) из расчета 200 мкл 

растворителя на 10 мг ткани. Образцы гомогенизировали до получения однородной смеси с 

использованием механического гомогенизатора (Minilys, Bertin Technologies) на средней скорости в 

течение 240 секунд.  

К гомогенизированным тканям добавляли рассчитанный объем рабочего раствора KS-389 для 

получения нужного значения концентрации. В результате были получены образцы KS-389 в 

гомогенатах мозга, печени и почек для построения градуировочных зависимостей, а также образцы 

контроля качества. Раствор внутреннего стандарта (2,5-BDPO) с концентрацией 200 нг/мл добавляли 

из расчета 1 мкл раствора на 1 мг ткани. Образцы встряхивали на шейкере в течение 60 минут и 

центрифугировали в течение 10 минут со скоростью 13400 об/мин (MiniSpin, Eppendorf). 

Супернатант отбирали в чистые пробирки. Аликвоту образца объемом 200 мкл помещали в виалы 

для анализа. Для построения градуировочной зависимости рассчитывали концентрацию вещества 

(нг/г ткани) индивидуально для каждого образца исходя из точной навески. Рассчитанные значения 

для каждой матрицы приведены в таблицах 21–23. 

 

 



Таблица 21. Расчеты для обработки градуировочных образцов и образцов контроля качества мозга мыши. 

Тип образца m, мг 
C (KS-389), 

нг/мл 
V(KS-389), мкл 

V (внутр. 
стандарта), мкл 

V(смеси), мкл 
C (KS-389) в 

гомогенате, нг/г 

Градуировочный 

27,30 2 13,5 27 505 1 
29,00 5 11,6 29 539 2 
27,40 20 10,0 27 511 7,3 
22,40 30 10,0 22 416 13 
26,40 50 10,0 26 492 19 
20,70 100 10,4 21 383 50 
23,10 200 10,4 23 429 90 

LLOQ 
22,50 

2 
11,2 23 416 1 

21,70 11,0 22 401 1 

QCL 
23,20 

10 
9,50 23 431 4,1 

23,70 9,60 24 441 4,1 

QCM 
20,60 

100 
9,00 21 382 44 

20,50 9,00 21 381 44 

QCH 
24,90 

200 
9,20 25 464 74 

24,70 9,10 25 460 74 
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Таблица 22. Расчеты для обработки градуировочных образцов и образцов контроля качества печени мыши. 

Тип образца m, мг 
C (KS-389), 

нг/мл 
V(KS-389), мкл 

V (внутр. 
стандарта), мкл 

V (смеси), мкл 
C (KS-389) в 
гомогенате, 

нг/г 

Градуировочный 

30,80 10 16,0 31 569 5,2 
29,20 20 15,0 29 540 10 
25,90 50 10,5 26 482 20 
26,30 100 13,2 26 487 50 
32,70 200 16,4 33 605 100 
29,30 500 11,7 29 545 200 
27,40 1000 11,0 27 510 401 
26,60 2000 12,0 27 493 902 
27,90 3000 16,0 28 514 1720 
28,90 5000 15,0 29 534 2595 

LLOQ 
31,30 

10 
16,2 31 579 5,2 

31,50 16,3 32 582 5,2 
28,60 14,8 29 529 5,2 

QCL 
23,60 

50 
7,90 24 441 17 

23,20 7,80 23 433 17 
24,00 8,00 24 448 17 

QCM 
25,10 

3000 
10,8 25 466 1291 

24,10 10,3 24 448 1282 
24,80 10,6 25 461 1282 

QCH 
26,40 

5000 
10,6 26 491 2008 

27,70 11,1 28 515 2004 
28,70 11,5 29 534 2003 
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Таблица 23. Расчеты для обработки градуировочных образцов и образцов контроля качества почек мыши. 

Тип образца m, мг 
C (KS-389), 

нг/мл 
V (KS-389), мкл 

V (внутр. 
стандарта), мкл 

V(смеси), мкл 
C (KS-389) в 

гомогенате, нг/г 

Градуировочный 

24,40 5 10 24,0 454 2 
23,30 10 11 23,0 432 4,7 
21,30 20 11,7 21,0 393 11 
26,90 50 10,8 27,0 500 20 
21,70 100 10,9 22,0 401 50 
24,40 200 11 24,0 453 90 
24,20 500 9,7 24,0 450 200 
23,60 1000 10,7 24,0 438 453 
28,40 2500 11,4 28,0 528 1004 
25,40 5000 10,2 25,0 472 2008 

LLOQ 
24,50 

5 
10 25,0 456 2 

25,60 10 26,0 476 2 

QCL 
23,80 

20 
8 24,0 444 6,7 

24,90 8,3 25,0 465 6,7 

QCM 
23,60 

2500 
9,5 24,0 439 1006 

25,80 10,4 26,0 480 1008 

QCH 
24,10 

4000 
11 24,0 447 1826 

24,30 11,1 24,0 451 1827 



Для приготовления гомогенатов тканей при пробоподготовке образцов OL9-116 целый орган 

(легкие, печень, почки) и опухолевый узел взвешивали и гомогенизировали в физиологическом 

растворе (1:4, в/о) с использованием ультразвукового гомогенизатора (Q125, QSonica LLC, США) с 

охлаждением на льду. Массовая концентрация гомогената составляла 200 мг ткани на мл. Гомогенаты 

хранили при температуре -70°C. К аликвоте гомогената объемом 100 мкл добавляли 10 мкл рабочего 

раствора OL9-116 и перемешивали с помощью Vortex. Образец выдерживали в течение 15 минут при 

температуре 24˚C. 

Для построения градуировочных зависимостей рассчитывали концентрацию вещества (мкг/г 

ткани) индивидуально для каждого образца исходя из точной навески. Рассчитанные значения для 

гомогенатов легких, печени и почек приведены в таблице 24. 

 

Таблица 24. Расчеты для обработки градуировочных образцов и образцов контроля качества легких, 

печени, почек мыши. 

Матрица Тип образца Концентрация р-ра 
OL9-116, мкг/мл 

Концентрация OL9-
116 в ткани, мкг/г 

Легкие 

Градуировочный 

2 1 
10 5 
20 10 
50 25 
100 50 
250 125 
500 250 
1000 500 

QCL 5 2.5 
QCM 400 200 
QCH 800 400 

Печень Градуировочный 

1 0,5 
2 1 
5 5 
20 10 
50 25 
100 50 
500 250 
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QCL 5 2,5 
QCM 250 125 
QCH 400 200 

Почки 

Градуировочный 

0,5 0,25 

1 0,5 

5 2,5 

10 5 

20 10 

50 25 

100 50 

250 125 

500 250 

QCL 2 1 

QCM 200 100 

QCH 400 200 

Первичные 
опухолевые узлы Градуировочный 

0,3 0,15 
0,5 0,25 
1 0,5 
2 1 
5 2,5 
20 10 

 

Пробоподготовку образцов проводили с использованием метода QuECheRs. К полученному 

образцу добавляли 30 мкл раствора внутреннего стандарта 2-аадамантиламина в ацетонитриле с 

концентрацией 20 мкг/мл, 440 мкл 0,1% раствора муравьиной кислоты в ацетонитриле и 

перемешивали на Vortex. Соль №1 из набора QuECheRs (смесь хлорида натрия и сульфата магния) 

массой 100 мг вносили в пробирку с образцом и встряхивали на шейкере в течение 30 минут. 

Образцы центрифугировали в течение 10 мин со скоростью 13400 об/мин (MiniSpin, Eppendorf). 

Аликвоту супернатанта объемом 300 мкл отбирали в пробирки с сорбентом №2 (этап твердофазной 

экстракции с сорбентом C18) массой 50 мг из набора QuECheRs. Образцы встряхивали на шейкере 

в течение 10 мин, затем центрифугировали течение 10 мин со скоростью 13400 об/мин (MiniSpin, 

Eppendorf). Аликвоту супернатанта объемом 20 мкл смешивали с 180 мкл метанола, переносили в 

виалы для анализа.  
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3.2.8 Исследование стабильности агентов 

Для изучения стабильности камфецина в сухих пятнах крови были приготовлены образцы 

цельной крови с концентрациями 10, 100 и 1000 нг/мл. Для этого к 950 мкл цельной крови добавляли 

50 мкл рабочего раствора камфецина и интенсивно перемешивали на Vortex и выдерживали при 

+4˚C. Образец цельной крови объемом 20 мкл наносили на бумагу Whatman Protein saver card 903 и 

высушивали в течение 3 часов при комнатной температуре. Карты помещали в зип-пакеты с 

осушителем и помещали на хранение при комнатной температуре (+24˚C), в бытовой холодильник 

(+4˚C), в морозильную камеру бытового холодильника (–12˚C) и в кельвинатор (–70˚C). На 7, 14 и 24 

день по 4 образца крови обрабатывали согласно протоколу, описанному в пункте 3.2.6, и 

анализировали. 

Для оценки стабильности KS-389 в цельной крови был приготовлен образец с концентрацией 

KS-389 1000 нг/мл в цельной крови. Для этого к 90 мкл цельной крови мыши добавляли 10 мкл 

рабочего раствора KS-389 с концентрацией 10 мкг/мл. Образец интенсивно перемешивали на Vortex. 

Аликвоты объемом 10 мкл отбирали через 5, 15, 30, 60 и 120 минут и смешивали с 50 мкл смеси 0.2 

М водного раствора сульфата цинка и метанола (2:8 по объему). Образцы перемешивали на шейкере 

в течение 30 минут, центрифугировали в течение 10 минут со скоростью 13400 об/мин (MiniSpin, 

Eppendorf). Аликвоту 40 мкл отбирали и помещали в виалы для анализа.  

Для оценки стабильности KS-389 в цельной крови был приготовлен образец с концентрацией 

KS-389 1000 нг/мл в цельной крови. Для этого к 90 мкл цельной крови мыши добавляли 10 мкл 

рабочего раствора KS-389 с концентрацией 10 мкг/мл. Образец интенсивно перемешивали на Vortex. 

Аликвоты объемом 10 мкл отбирали через 5, 15, 30, 60 и 120 минут и смешивали с 50 мкл смеси 0.2 

М водного раствора сульфата цинка и метанола (2:8 по объему). Образцы перемешивали на шейкере 

в течение 30 минут, центрифугировали в течение 10 минут со скоростью 13400 об/мин (MiniSpin, 

Eppendorf). Аликвоту 40 мкл отбирали и помещали в виалы для анализа.  

Для оценки стабильности OL9-116 в цельной крови был приготовлен образец с 

концентрацией 1000 нг/мл в цельной крови. Для этого к 90 мкл цельной крови мыши добавляли 10 

мкл рабочего раствора OL9-116 с концентрацией 10 мкг/мл. Образец интенсивно перемешивали на 

Vortex. Аликвоты объемом 10 мкл отбирали через 5, 10, 15, 30, 60 и 120 минут, обрабатывали 

согласно методике, приведенной в пункте 3.2.6., и анализировали. 
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3.3 Аналитические методы 

Анализ проводили с использованием хроматографа Shimadzu LC-20AD Prominence, 

снабженным охлаждаемым автосамплером и градиентным насосом. После проведения анализа 

хроматографическую колонку уравновешивали для выполнения следующего анализа. Масс-

спектрометрическую детекцию проводили с применением ионизации электрораспылением в режиме 

MRM в области положительно заряженных ионов. Условия анализа для каждого из веществ 

представлены в соответствующих подразделах. Параметры детектирования аналитов и внутренних 

стандартов в режиме MRM приведены в таблице 25. Управление прибором и сбор информации 

осуществляли с помощью программного обеспечения Analyst 1.6.3 (AB SCIEX), обработка 

хроматограмм велась с использованием программы MultiQuant 2.1 (AB SCIEX). 

 

3.3.1. Условия анализа камфецина 

Для хроматографического разделения была использована колонка ProntoSil 120-5-AQ C18 

(2×75 мм, 5 µм, Эконова, Новосибирск). В качестве подвижной фазы А использовали 0,1% раствор 

муравьиной кислоты в деионизованной воде, в качестве подвижной фазы B – 0,1% раствор 

муравьиной кислоты в метаноле. Хроматографическое разделение проводили в градиентном режиме 

элюирования: 0 мин – 3% B; 0,5 мин – 3% B, 5,5 мин - 100%B; 7,7 мин – 100% B. Уравновешивание 

колонки осуществлялось в течение 2 минут. Скорость потока 200 мкл/мин, объем пробы 50 мкл. 

Общее время анализа составило 9,8 минут. 

Масс-спектрометрическую детекцию проводили на масс-спектрометре 3200 QTRAP (AB 

SCIEX, США). Для анализа были использованы следующие условия: CUR (газовая завеса) = 30 psi, 

CAD (газ для диссоциации, активированной соударениями) = Medium, IS (напряжение на источнике) 

= 5500 В, TEM (температура) = 400°С, GS1 (газ-распылитель) = 40 psi, GS2 (газ-осушитель) = 70 psi, 

EP (входной потенциал) = 12,0 В, Dwell time (время фрагментации) = 80 мс. 

 

3.3.2. Условия анализа KS-389 

Для хроматографического разделения была использована колонка ProntoSil 120-5-AQ C18 

(2×75 мм, 5 µм, Эконова, Новосибирск). В качестве подвижной фазы А использовали 0,1% раствор 

муравьиной кислоты в деионизованной воде, в качестве подвижной фазы B – 0,1% раствор 

муравьиной кислоты в метаноле. Хроматографическое разделение проводили в градиентном режиме 

элюирования: 0 мин - 20% B; 0,5 мин - 20% B; 1 мин – 93%, 4 мин - 97% B; 8 мин - 100% B; 10 мин 



129 
 

– 100% B. Уравновешивание колонки осуществлялось в течение 2,5 минут. Скорость потока 300 

мкл/мин, объем пробы 5 мкл. Общее время анализа составило 12,5 минут. 

Масс-спектрометрическую детекцию проводили на масс-спектрометре 6500 QTRAP (AB 

SCIEX, США). Для анализа были использованы следующие условия: CUR (газовая завеса) = 30 psi, 

CAD (газ для диссоциации, активированной соударениями) = Medium, IS (напряжение на источнике) 

= 5500 В, TEM (температура) = 300°С, GS1 (газ-распылитель) = 30 psi, GS2 (газ-осушитель) = 30 psi, 

EP (входной потенциал) = 10,0 В, Dwell time (время фрагментации) = 80 мс. 

 

3.3.3. Условия анализа агента OL9-116 

Для хроматографического разделения была использована колонка ProntoSil 120-5-AQ C8 

(2×75 мм, 5 µм, Эконова, Новосибирск), термостатируемую при 40˚C. Для анализа образцов цельной 

крови в качестве подвижной фазы А использовали 0,1% раствор муравьиной кислоты в 

деионизованной воде, в качестве подвижной фазы B – 0,1% раствор муравьиной кислоты в 

ацетонитриле. Хроматографическое разделение проводили в градиентном режиме элюирования: 0 

мин - 20% B; 1 мин - 90% B; 3,7 мин – 90% В. Уравновешивание колонки осуществлялось в течение 

1,7 минуты. Скорость потока 350 мкл/мин, объем пробы 10 мкл. Общее время анализа составило 5,5 

минут. 

Масс-спектрометрическую детекцию проводили на масс-спектрометре 6500 QTRAP (AB 

SCIEX, США). Для анализа были использованы следующие условия: CUR (газовая завеса) = 30 psi, 

CAD (газ для диссоциации, активированной соударениями) = High, IS (напряжение на источнике) = 

5500 В, TEM (температура) = 250°С, GS1 (газ-распылитель) = 20 psi, GS2 (газ-осушитель) = 20 psi, 

EP (входной потенциал) = 10,0 В, Dwell time (время фрагментации) = 80 мс. 

Для анализа образцов гомогенатов легких, печени, почек в качестве подвижной фазы А 

использовали 0,1% раствор муравьиной кислоты в деионизованной воде, в качестве подвижной фазы 

B – 0,1% раствор муравьиной кислоты в метаноле. Хроматографическое разделение проводили в 

градиентном режиме элюирования: 0 мин - 5% B; 2 мин - 93% B; 6 мин – 93% В. Уравновешивание 

колонки осуществлялось в течение 2,5 минут. Скорость потока 300 мкл/мин, объем пробы 10 мкл. 

Общее время анализа составило 8,5 минут. 
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Таблица 25. Параметры сканирования веществ в режиме MRM. 

Соединение Родительский 
ион (m/z) 

Дочерний 
ион (m/z) 

Потенциал 
декластери

зации, В 

Энергия 
соударений, 

В 

Потенциал на 
выходе ячейки 

столкновения, В 

Камфецин 196,4 122,2 61 37 8 
153,3 51 37 16 

KS-389 463,5 
135,1 241 75 12 
107,2 231 75 12 
93,0 241 81 10 

OL9-116 590,4 
534,4 231 35 10 
343,4 226 51 6 
219,3 226 57 12 

2,5-BDPO 
(внутренний 

стандарт) 
365,3 

336,2 146 31 18 
322,2 146 35 16 
176,2 146 43 18 

2-Ad 
(внутренний 

стандарт) 
151,2 

93,1 16 35 14 

107,2 21 37 8 

 

3.4 Валидация методик количественного определения 

Параметры валидации для подтверждения пригодности методик для количественного 

определения ксенобиотиков в биологических образцах определяли в соответствии с рекомендациями 

по валидации биоаналитических методик FDA, EMA [18,19]. В процессе валидации была доказана 

применимость разработанных методик: для каждого соединения оценивались критерии 

приемлемости, на основании которых делали вывод о пригодности разработанной методики. 

Пригодность методики оценивали по показателям селективности, градуировочной зависимости, 

нижнего предела количественного обнаружения (LLOQ), точности и прецизионности внутри и 

между циклами, степени извлечения, матричного эффекта, эффекта переноса, и стабильности. 

 

3.4.1. Селективность 

Селективность разработанных методик оценивали путем анализа интерференции в холостых 

образцах, которые сравнивали с образцами контроля качества с содержанием в них исследуемого 

аналита, равным нижнему пределу его количественного определения (на уровне LLOQ). Для оценки 

селективности использовали по 2 холостых образца биологических матриц (цельная кровь, плазма 

крови, гомогенаты мозга, печени, почек, первичный опухолевый узел), проанализированных в 3 

повторах. 
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Селективность разработанной методики считали приемлемой в том случае, если в 

исследуемых холостых образцах отсутствовали интерферирующие пики с временем удерживания, 

характерным для исследуемого аналита. В холостых образцах допускалось наличие незначительной 

интерференции, при условии, что сигнал интерферирующего пика составлял не более 20% от 

нижнего предела количественного определения (уровень LLOQ) для исследуемого аналита. 

 

3.4.2. Градуировочная зависимость и нижний предел количественного определения 

Для описания зависимости отклика аналитического сигнала системы от концентрации 

исследуемых аналитов в соответствующем образце были построены градуировочные зависимости с 

использованием свежеприготовленных стандартов. Каждый из образцов был приготовлен в двух 

повторах. Процедуру повторяли дважды для подтверждения межсерийной сходимости.  

Градуировочные зависимости были построены путем аппроксимации отношения сигналов 

аналит / внутренний стандарт в зависимости от номинальной концентрации вещества на основе 

анализа шести градуировочных образцов, каждый из которых анализировали в трех повторах. 

Градуировочную зависимость считают приемлемой в случае, если при построении зависимости в 

трех аналитических циклах коэффициент корреляции составляет не менее 0,99.  

Для описания параметров градуировочных зависимостей применяли взвешенную регрессию 

типа Хилла, построенную методом наименьших квадратов. Для каждой из градуировочных 

зависимостей определяли уравнение зависимости и коэффициент корреляции. 

Нижний предел количественного определения (LLOQ) был определен как самая низкая 

концентрация вещества в биологической матрице, которая могла быть надежно количественно 

определена с приемлемой правильностью и прецизионностью. Основными критериями для 

определения LLOQ являются точность найденной концентрации в пределах ±20% от номинального 

значения и соотношение сигнала аналита к фоновому шуму (не менее 10:1). 

 

3.4.3. Точность и прецизионность 

Для определения точности и прецизионности методик были использованы образцы LLOQ и 

контроля качества с низким (QCL), средним (QCM) и высоким (QCH) уровнями концентрации 

вещества. Низкий уровень концентрации определялся как трехкратное значение концентрации, 

соответствующей LLOQ. Средний уровень концентрации определялся как 50% от максимального 

значения концентрации в градуировочной зависимости. Высокий уровень концентрации 

определялся как 80% от максимального значения концентрации в градуировочной зависимости. 
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Значения концентраций образцов контроля качества не совпадали со значениями концентраций в 

градуировочной зависимости.  

Каждый из образцов был приготовлен в двух повторах и проанализирован трижды. 

Процедуру повторяли в течение трех последовательных дней для оценки внутри- и межсерийной 

точности и прецизионности результатов. Полученные значения рассчитанных концентраций внутри 

и между сериями должны иметь допустимую погрешность не более 15% от номинального значения, 

а для образцов LLOQ − 20%. Относительное среднеквадратичное отклонение для шести повторов 

должно находиться в пределах ±20% для нижнего предела количественного определения, ±15% для 

остальных концентраций. 

 

3.4.4. Степень извлечения и матричный фактор 

Для оценки степени извлечения и матричного фактора были приготовлены, обработаны и 

проанализированы образцы контроля качества низких и высоких уровней концентраций в двух 

повторах. Значения степени извлечения и матричного фактора рассчитывали по следующим 

уравнениям: 

Rec = S1/S2×100 % 

MF = S2/S3 ×100 %, 

где Rec – степень извлечения вещества, ME – матричный фактор, S1 – площадь пика вещества в 

соответствующей матрице, S2 – площадь пика вещества, добавленного после проведения всех этапов 

пробоподготовки холостой матрицы, S3 – площадь пика вещества в чистом растворителе, 

соответствующая концентрации вещества с учетом всех этапов разбавления в течение проведения 

пробоподготовки. 

 

3.4.5. Стабильность и эффект переноса 

Стабильность образцов оценивали путем анализа растворов контроля качества с низкой и 

высокой концентрациями в трех повторах. Образцы помещали в автосамплер и выдерживали при 

24°С в течение 24 часов. Спустя сутки образцы анализировали повторно и фиксировали изменение 

площади пика вещества. Образцы считали стабильными в случае, если средняя концентрация 

исследуемого аналита в образцах контроля качества после их хранения в предназначенных условиях 

была в пределах ±15% от их номинальных значений. 

Эффект переноса оценивали путем анализа холостого образца после образца с максимальной 

концентрацией агента из градуировочной серии. Величину эффекта переноса считали приемлемой, 
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если перенос в холостом образце, который хроматографировали после образца из градуировочной 

серии, составлял не более 20% от нижнего предела количественного определения исследуемого 

аналита (LLOQ).  

 

3.5 Эксперименты in vivo 

3.5.1 Приготовление лекарственных форм 

Для изучения фармакокинетики и распределения агента KS-389 была приготовлена 

лекарственная форма для введения мышам. Для этого 6,5 мг вещества смешивали с 200 мкл Твин-80 

и встряхивали на шейкере в течение 30 минут. К полученной смеси порционно добавляли 9,8 мл 

физиологического раствора и перемешивали на шейкере до получения однородной суспензии.  

Для изучения фармакокинетики агента OL9-116 была приготовлена лекарственная форма. Для 

этого 750 мг вещества растворяли в 150 мкл ДМСО и перемешивали. К раствору добавляли 100 мкл 

Твин-80 и перемешивали на шейкере до получения однородной суспензии. Полученную суспензию 

смешивали с 750 мкл физиологического раствора при порционном добавлении и перемешивали. 

 

3.5.2 Исследование фармакокинетики 

Для проведения эксперимента по изучению фармакокинетики агента KS-389 

свежеприготовленную лекарственную форму вводили внутрибрюшинно группе мышей (n=6) в дозе 

5 мг/кг. Образцы крови отбирали из хвостовой вены через 30 минут, 1, 2, 3, 4, 5, 6 и 24 часа после 

введения вещества. Аликвоту образца цельной крови объемом 10 мкл наносили на бумагу Whatman 

Protein Saver Card 903. Образцы сухих пятен крови высушивали на воздухе в течение 3 часов и 

обрабатывали в соответствии с методикой, описанной в разделе 3.2.6.  

Для исследования фармакокинетики агента OL9-116 группе мышей (n=6) вводили 

лекарственную форму внутрижелудочно с помощью зонда в дозе 150 мг/кг. Цельную кровь объемом 

10 мкл отбирали из хвостовой вены через 30 минут, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 и 24 часа. При 

исследовании фармакокинетики агента OL9-116 группе мышей (n=8) вводили суспензию 

внутрибрюшинно в дозе 5 мг/кг. Цельную кровь объемом 10 мкл отбирали из хвостовой вены через 

15, 30 минут, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 часа. Аликвоту образца крови объемом 10 мкл 

обрабатывали в соответствии с разработанной методикой, описанной в разделе 3.2.6.  

Фармакокинетические параметры для агентов (T1/2, Tmax, Cmax, AUC0–∞, MRT0–∞, CL) были 

рассчитаны с помощью программного обеспечения PKSolver [174]. Полученные данные 

представлены в виде средних значений ± стандартное отклонение (SD). 
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3.5.3 Исследование распределения 

Для исследования распределения агента KS-389 использовали такие органы, как мозг, печень 

и почки. Лекарственную форму вводили внутрибрюшинно группе мышей (n=14) в дозе 5 мг/кг. 

После введения вещества в каждой временной точке двух животных подвергали эвтаназии, цельные 

органы отбирали, промывали в физиологическом растворе и замораживали в жидком азоте. Отбор 

органов осуществлялся через 1, 2, 3, 4, 5, 26 и 24 часа. Органы хранили при температуре –70˚C. 

Образцы тканей отбирали после полной разморозки и обрабатывали в соответствии с методикой, 

описанной в разделе 3.2.7. 

Для исследования распределения агента OL9-116 использовали такие органы, как легкие, 

печень, почки, первичные опухолевые узлы. Лекарственную форму вводили внутрижелудочно 

группе здоровых мышей (n=36) в дозе 150 мг/кг. После введения вещества в каждой временной точке 

трех животных подвергали эвтаназии, цельные органы отбирали через 30 минут, 1, 2, 4, 7, 10, 13, 16, 

20, 24, 36, 48 часов, промывали в физиологическом растворе и замораживали в жидком азоте. Группе 

животных (n=15) с трансплантированной карциномой легких Льюис (LLC) вводили лекарственную 

форму внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг на 17 день после трансплантации. После введения 

вещества в каждой временной точке трех животных подвергали эвтаназии, цельные органы отбирали 

через 30 минут, 1, 3, 7, 13 часов, промывали в физиологическом растворе и замораживали в жидком 

азоте. Органы хранили при температуре –70˚C. Образцы тканей отбирали после полной разморозки 

и обрабатывали в соответствии с методикой, описанной в разделе 3.2.7. 
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Заключение 
Масс-спектрометрия в сочетании с жидкостной хроматографией является практически 

универсальным методом для анализа ксенобиотиков в биологических матрицах. Развитие методов 
пробоподготовки не только биологических жидкостей, но и тканей позволяют наиболее полно 
извлекать аналит и устранять мешающее влияние компонентов биологической матрицы.  

В работе было продемонстрировано применение различных методов пробоподготовки, 
описанных в литературном обзоре, таких как осаждение белков, экстракция сухого пятна крови, а 
также механическая гомогенизация тканей. Кроме того, в ходе работы были использованы методы 
твердофазной и жидко-жидкостной экстракции в рамках поиска наиболее оптимального способа 
пробоподготовки цельной крови. Разработанные методики количественного определения камфецина 
и агентов KS-389 и OL9-116 могут быть адаптированы для аналогичных исследований при 
проведении клинических исследований. Применимость разработанных методик была 
продемонстрирована в рамках проведения доклинических исследований веществ: изучения 
фармакокинетики, распределения и стабильности агентов in vitro.  

Исследование стабильности камфецина в сухих пятнах крови позволяет установить срок 
хранения и транспортировки образцов до 5 дней при охлаждении и не более 1 месяца в условиях 
глубокой заморозки. В рамках проведенного исследования было показано, что камфецин обратимо 
сорбируется на форменных элементах крови, а его распределение между компонентами крови 
позволяет использовать плазму для количественного определения вещества при проведении 
клинических испытаний.  

Исследование фармакокинетики и распределения агента KS-389, ингибитора TDP1 на основе 
дегидроабиетиновой кислоты, позволило доказать его проникновение через гематоэнцефалический 
барьер, что является важным при терапии глиомы. Дальнейшие исследования фармакологических 
эффектов, а также использование модели ксенотрансплантата опухолевых клеток позволят 
разработать применимость вещества для терапии опухолей и режим дозировки и его введения. 

Последовательное исследование фармакокинетики агента OL9-116, ингибитора TDP1 на 
основе усниновой кислоты, позволило обоснованно снизить его дозу в 30 раз при изменении способа 
введения мышам. При этом сравнение фармакокинетики OL9-116 и топотекана привело к изменению 
схемы введения препаратов и усилению противоопухолевого эффекта на модели карциномы легких 
Льюис. Одним из интересных и перспективных исследований с применением масс-
спектрометрических подходов является исследование фармакометаболомики агента, поскольку в 
настоящее время достаточно мало известно о метаболических изменениях, связанных с 
противоопухолевым лечением разрабатываемыми или рекомендованными препаратами in vivo.  
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Выводы 
1. Разработанные методики количественного определения камфецина в плазме крови крысы, а 

также производных дегидроабиетиновой (агента KS-389) и усниновой (агента OL9-116) кислот в 

цельной крови и органах мышей полностью соответствуют критериям валидации и могут быть 

использованы в доклинических исследованиях. 

2. Установлено, что длительное хранение образцов сухих пятен крови, содержащих камфецин, 

возможно только в условиях глубокой заморозки. Обнаружено, что в ходе хранения образцов при  

–12°С более 14 дней, а также при комнатной температуре и +4°С более 5 дней происходит их 

деградация, что может привести к получению некорректных результатов анализа. 

3. Показано, что камфецин обратимо сорбируется на форменных элементах крови, а его 

распределение между компонентами крови практически не зависит от значений концентрации, 

температуры и гематокрита. 

4. Установлены фармакокинетические параметры для агента KS-389 при внутрибрюшинном 

введении мышам в дозе 5 мг/кг, в частности, показано, что среднее значение максимальной 

концентрации вещества в крови Cmax составляет 52 ± 11 нг/мл, а среднее время ее достижения 

Tmax = 75 ± 36 мин. Обнаружено, что агент KS-389 проникает через гематоэнцефалический барьер, 

накапливается в печени и почках, при этом соотношение концентрации в ткани к концентрации в 

крови может достигать 40. 

5. Показано, что внутрибрюшинное введение соединения OL9-116 позволяет снизить дозу в 30 

раз для достижения значений Cmax и AUC, аналогичных внутрижелудочному введению. На 

основании полученных фармакокинетических параметров OL9-116 сформулированы рекомендации 

по введению агента, позволившие усилить противоопухолевый эффект топотекана в отношении 

карциномы легких Льюис. 

6. Обнаружено, что распределение соединения OL9-116 в органах мышей с перевитой 

карциномой легких Льюис существенно отличается от такового у здоровых животных. У 

опухоленосителей установлено трехкратное снижение с сохранением стабильных уровней значений 

концентраций для печени, почек и первичного опухолевого узла в течение 12 часов. 
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Приложение 1. Исследование противоопухолевого эффекта OL9-116 в 

комбинации с топотеканом 
Данные по исследованию противоопухолевого эффекта агента OL9-116 в сочетании с 

топотеканом были получены и предоставлены сотрудниками Лаборатории биоорганической химии 

ферментов ИХБФМ СО РАН под руководством д.х.н., акад. РАН, проф. О.И. Лаврик. 

В исследовании использовались самки мышей C57BL с массой тела ~19-21 г. Мыши 

содержались в пластиковых клетках с подстилкой из древесной стружки и имели свободный доступ 

к воде и пище. В качестве экспериментальных моделей опухолей использовали карциному легкого 

Льюиса (LLC). Трансплантируемая опухоль была получена из банка клеток Института цитологии и 

генетики (Новосибирск, Россия). Модель мыши LLC является наиболее распространенной моделью 

рака легкого; клетки LLC остаются туморигенными и способны метастазировать в легкое у мышей 

линии C57BL. Перед трансплантацией опухолевую ткань измельчали и ресуспендировали в 0,9% 

NaCl. LLC вводили в правое бедро мышей в количестве 800 000 клеток в 0,2 мл на мышь. Все 

эксперименты с мышами проводились в соответствии с протоколами, утвержденными 

Межинститутской комиссией по биоэтике Института цитологии и генетики СО РАН № 21.11 от 30 

мая 2014 г., и директивой 2010/63/EU. Противоопухолевые и антиметастатические эффекты агента 

OL9-116, используемого в качестве монотерапии или в комбинации с топотеканом в модели LLC 

Животных разделили на 7 групп по 6-7 особей в каждой, лечение проводили один раз через 7 дней 

после пересадки опухоли. Лечение проводили однократно через 7 дней после трансплантации 

опухоли: 

- Группа 1 – (intact control) - мышам этой группы инокулировали опухоль, вводили 0,2 мл 

физиологического раствора внутрибрюшинно;  

- Группа 2 – (DMSO-Tween-80) мышам вводили однократно внутрижелудочно с помощью 

зонда 200 мкл раствора, содержащего физраствор, Tween-80 (10%) и DMSO (15%), растворитель для 

7; 

- Группа 3-(Tpc)-мышам однократно внутрибрюшинно вводили 200 мкл водного раствора 

топотекана в разовой дозе 1 мг/кг; 

- Группа 4- (Tpc + OL9-116 5 mg/kg simultaneously) -мыши получали топотекан однократно, 

как описано для группы 3, и соединение OL9-116 в виде 200 мкл суспензии (Tween-80 (10%) и DMSO 

(15%) в физиологическом растворе) однократно внутрибрюшинно в дозе 5 мг/кг. Вещества 

вводились одновременно; 
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- Группа 5 – (Tpc + OL9-116 150 mg/kg simultaneously) -мыши получали топотекан однократно, 

как описано для группы 3, и соединение OL9-116 в виде 200 мкл суспензии (Tween-80 (10%) и DMSO 

(15%) в физиологическом растворе) однократно внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг. Вещества 

вводились одновременно; 

- Группе 6 – (OL9-116 5 mg/kg + Tpc after 2h) -мыши получали соединение OL9-116 в виде 200 

мкл суспензии (Tween-80 (10%) и DMSO (15%) в физиологическом растворе) однократно 

внутрибрюшинно в дозе 5 мг/кг и спустя 2 часа топотекан, как описано для группы 3; 

- Группа 7 – (OL9-116 150 mg/kg + Tpc after 3h) -мыши получали соединение OL9-116 в виде 

200 мкл суспензии (Tween-80 (10%) и DMSO (15%) в физиологическом растворе) однократно 

внутрижелудочно в дозе 150 мг/кг и спустя 3 часа топотекан, как описано для группы 3; 

- Группа 8 – (OL9-116 5 мг/кг) -мышам вводили только соединение OL9-116, как описано для 

группы 4; 

- Группа 9 – (OL9-116 150 мг/кг) -мышам вводили только соединение OL9-116, как описано 

для группы 5. 

Вещества вводили в виде однократной инъекции в объеме 0,2 мл на 13-й день после пересадки 

опухоли. Противоопухолевый эффект оценивали Действие препаратов оценивали по размеру 

опухолевых узлов в течение эксперимента (измерения проводила на 7, 9, 12, 14, 16 день после 

трансплантации опухолевых клеток при помощи штангенциркуля), весу опухоли (на 18 день после 

эвтаназии животных), печени и селезёнки, в том числе подсчитали количество метастазов в лёгких 

всех животных. Метастазы подсчитывали после фиксации в 10% формалине под микроскопом МБИ-

3 (ЛОМО, Санкт-Петербург, СССР) при трехкратном увеличении. 

  



156 
 

Приложение 2. Разрешение на проведение клинических испытаний 
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