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ÓÄÊ 615.1

ÊÎËÈ×ÅÑÒÂÅÍÍÎÅ ÎÏÐÅÄÅËÅÍÈÅ ÃÈÌÀÍÒÀÍÀ Â ÏËÀÇÌÅ
ÊÐÎÂÈ ÊÐÛÑ
Å.À. Ëèòâèí, Ä.Â. Áàñòðûãèí, Ã.Á. Êîëûâàíîâ, Å.Â. Áëûíñêàÿ, Ê.Â. Àëåêñååâ
(Ó÷ðåæäåíèå Ðîññèéñêîé àêàäåìèè ìåäèöèíñêèõ íàóê ÍÈÈ ôàðìàêîëîãèè
èì. Â.Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ; e-mail: zlanomar@gmail.com)

Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ãèìàíòàíà â áèîæèäêîñòÿõ (ïëàçìà
êðîâè êðûñ). Ïðè ïîìîùè âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè ñ ìàññ-ñïåêòðî-
ìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì ïðîâåäåí àíàëèç ñ ïðèìåíåíèåì âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Ìåòîä
âàëèäèðîâàí ïî ïîêàçàòåëÿì ëèíåéíîñòè, òî÷íîñòè è ïðàâèëüíîñòè. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ
ìåòîäà ñîñòàâëÿåò 2,5 íã/ìë.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãèìàíòàí, âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ ñ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì, êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå.

Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíàÿ ôîðìóëà ãèìàíòàíà ãèäðîõëîðèäà

Ãðóïïà ïðîèçâîäíûõ àäàìàíòàíà, ÿâëÿþùèõñÿ äåé-
ñòâóþùèìè âåùåñòâàìè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ,
äîñòàòî÷íî õîðîøî èçó÷åíà è âêëþ÷àåò â ñåáÿ òàêèõ
ïðåäñòàâèòåëåé, êàê ìåìàíòèí, ðèìàíòàäèí, äîïàìàí-
òèí, òðîìàíòàäèí, âèëäàãðèïòèí è êàðìàíòàäèí.

Îäíèì èç ïðîèçâîäíûõ àäàìàíòàíà, êîòîðîå íàøëî
ïðèìåíåíèå â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííîãî âåùåñòâà,
ñòàë àìàíòàäèí. Ïåðâîíà÷àëüíî îí èñïîëüçîâàëñÿ êàê
ïðîòèâîâèðóñíûé ïðåïàðàò, ýôôåêòèâíûé â áîðüáå ñ
âèðóñîì ãðèïïà À2. Ïîçæå áûë îáíàðóæåí åãî àíòè-
ïàðêèíñîíè÷åñêèé ýôôåêò. Â îòëè÷èå îò L-äîïû –
êëàññè÷åñêîãî àíòèïàðêèíñîíèêà – àìàíòàäèí äåé-
ñòâóåò áûñòðåå, à åãî ïîáî÷íîå äåéñòâèå ñâåäåíî ê
ìèíèìóìó.

Â Ó÷ðåæäåíèè Ðîññèéñêîé àêàäåìèè ìåäèöèíñêèõ
íàóê ÍÈÈ ôàðìàêîëîãèè èì. Â.Â. Çàêóñîâà ÐÀÌÍ
ðàçðàáîòàíî íîâîå ïðîèçâîäíîå àäàìàíòàíà – ãè-
ìàíòàí (ðèñ. 1) – ïîòåíöèàëüíîå ïðîòèâîïàðêèíñîíè-
÷åñêîå ñðåäñòâî (N-(2-àäàìàíòèë) ãåêñàìåòèëåíèìè-
íî ãèäðîõëîðèä), îáëàäàþùåå âûñîêîé àêòèâíîñòüþ
è øèðîêèì ñïåêòðîì àíòèïàðêèíñîíè÷åñêèõ ýôôåêòîâ
[1, 2]. Âåùåñòâî íå ïîãëîùàåò â ÓÔ-ñâåòå, íå îáëà-

äàåò ëåòó÷èìè ñâîéñòâàìè, óñòîé÷èâî ê äåðèâàòèçà-
öèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè
êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ãèìàíòàíà â áèîïðîáàõ
äëÿ ïîñëåäóþùåãî èçó÷åíèÿ åãî ôàðìàêîêèíåòèêè è
îöåíêè áèîäîñòóïíîñòè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ìàòåðèàëû
Ãèìàíòàíà ãèäðîõëîðèä (îïûòíàÿ ïàðòèÿ 597), ñèí-

òåçèðîâàííûé â ÎÒÎ ÃÓ ÍÈÈ ôàðìàêîëîãèè
èì. Â.Â. Çàêóñîâà. Òðàìàäîëà ãèäðîõëîðèä, “Ñëîâà-
êîôàðìà” (SN 3360404). Âîäà äëÿ ÂÝÆÕ (“Merck”,
Ãåðìàíèÿ), àöåòîíèòðèë ñâåðõ÷èñòûé äëÿ ìàññ-ñïåêò-
ðîìåòðèè (“Merck”, Ãåðìàíèÿ). Âñå îñòàëüíûå ðåà-
ãåíòû áûëè àíàëèòè÷åñêîé ñòåïåíè ÷èñòîòû.

Èñïîëüçîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíûå ðàçâåäåíèÿ ðàáî-
÷èõ ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ ãèìàíòàíà ãèäðîõëîðèä îò
50 íã/ìë äî 10 ìêã/ìë, ðàñòâîðåííûõ â âîäå. Â êà÷å-
ñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëè òðàìàäîëà
ãèäðîõëîðèä. Åãî ðàáî÷èé ðàñòâîð (IS) áûë ïðèãîòîâ-
ëåí ðàçâåäåíèåì 0,1 ã ñóáñòàíöèè â âîäå äî ïîëó÷å-
íèÿ êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë.

Ìîäåëüíûå îáðàçöû áûëè ïðèãîòîâëåíû â èíòàêò-
íîé ïëàçìå êðûñ. Ê 0,9 ìë ïëàçìû ïðèáàâëÿëè 0,1 ìë
êàæäîãî èç ðàçâåäåíèé ãèìàíòàíà è ñìåøèâàëè. Èç-
âëå÷åíèå ãèìàíòàíà èç ïëàçìû êðîâè ïðîâîäèëè ïó-
òåì îñàæäåíèÿ áåëêîâ ïëàçìû àöåòîíèòðèëîì. Â ýê-
ñòðàêöèîííóþ ïðîáèðêó âíîñèëè 0,45 ìë ïîëó÷åííîé
ïëàçìû êðîâè, ïðèáàâëÿëè 1,5 ìë àöåòîíèòðèëà è
0,05 ìë IS, à çàòåì öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå
15 ìèí ïðè 8000 îá/ìèí. Ñóïåðíàòàíò îòäåëÿëè, è
àëèêâîòó (15 ìêë) ââîäèëè â ïåòëþ õðîìàòîãðàôà.
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Ïðåöèçèîííîñòü è ïðàâèëüíîñòü ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè

Puc. 2. Ìàññ-õðîìàòîãðàììà îáðàçöà, ñîäåðæàùåãî ãèìàíòàí â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë è IS â êîíöåíòðàöèè 50 íã/ìë:
1 – îáùèé èîííûé òîê îáðàçöà; 2 – èçîëèðîâàííûé èîí ñ  m/z  = 234; 3 – èçîëèðîâàííûé èîí ñ  m/z  = 264 (IS);

4 – ìàññ-ñïåêòð õðîìàòîãðàììû â òî÷êå âûõîäà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà, 5 – ìàññ-ñïåêòð õðîìàòîãðàììû â òî÷êå
âûõîäà ãèìàíòàíà

Âçÿòî (íã/ìë) Íàéäåíî (íã/ìë) (ñðåäíåå±SD) Ïðåöèçèîííîñòü (%) Ïðàâèëüíîñòü (%) 

2,5 2,3±0,03 14,2 92 

5 5,4±0,05 12,8 107 

25 24,9±0,07 5,6 99,6 

50 49,6±0,1 4,7 99,2 

100 102,1±0,21 4,3 101,9 

250 247,3±0,65 3,6 98,7 

500 498,4±0,9 2,7 99,5 

 



239ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2011. Ò. 52. ¹ 3

Ðèñ. 3. Ìàññ-õðîìàòîãðàììà îáðàçöà êîíòðîëüíîé ïëàçìû: 1 –  îáùèé èîííûé òîê îáðàçöà; 2 – èçîëèðîâàííûé èîí ñ
m/z  = 234; 3 – èçîëèðîâàííûé èîí ñ  m/z  = 264 (IS); 4 – ìàññ-ñïåêòð õðîìàòîãðàììû â òî÷êå âûõîäà ãèìàíòàíà

Èäåíòèôèêàöèÿ ïðîâåäåíà íà îñíîâàíèè äàííûõ ìàññ-
ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà.

Ìåòîäû
Àíàëèç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà âûñîêîýô-

ôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè íà õðîìàòîãðà-
ôå “Agilient Technologies”, ñåðèè 1200 (ÑØÀ), ñ
ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì (êîëîíêà
“Phenomenex” (ÑØÀ) Ñ18 (150×2,1), äèàìåòð ÷àñòèö
5 ìêí). Ïîäâèæíàÿ ôàçà: ðàñòâîð À è ðàñòâîð Â â

ñîîòíîøåíèè 1:1. Ðàñòâîð À – 25 ìë 0,1 Ì ðàñòâîðà
àöåòàòà àììîíèÿ è 2,5 ìë êîíöåíòðèðîâàííîé ìóðà-
âüèíîé êèñëîòû, ðàçâåäåííûå â 0,5 ë âîäû. Ðàñòâîð
Â – 25 ìë 0,1 Ì ðàñòâîðà àöåòàòà àììîíèÿ è 2,5 ìë
êîíöåíòðèðîâàííîé ìóðàâüèíîé êèñëîòû, ðàçâåäåííûå
â 0,5 ë àöåòîíèòðèëà. Ñêîðîñòü ïîòîêà 0,4 ìë/ìèí.
Ñêîðîñòü ïîäà÷è àçîòà 12 ë/ìèí, òåìïåðàòóðà èñïàðè-
òåëÿ 350°Ñ, íàïðÿæåíèå íà êàïèëëÿðå 3500 Â. Äåòåê-
òèðîâàíèå ïðîâîäèëè â ðåæèìå ïîçèòèâíîé èîíèçàöèè
ïî ïîëíîìó èîííîìó òîêó. Îïðåäåëÿëè ìîëåêóëÿðíûå
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QUANTITATIVE DEFINITION OF HIMANTANE IN PLASMA OF BLOOD
OF RATS

E.A.  Litvin, D.V.  Bastrygin, G.B.  Kolyvanov, E.V.  Blynskaya, K.V.  Alekseev

The technique of quantitative definition of himantane in bioliquids (plasma of blood of rats) is
developed. By means of a highly effective liquid chromatography with the mass spectrometer
detector the analysis is carried out with application of the internal standard. A method validation
on indicators of linearity, accuracy and correctness. The limit of detection of a method makes 2,5
ng/ml.

Key words: himantane, liquid chromatography with the mass spectrometer detector,
quantitative definition.
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èîíû â ñîîòâåòñòâèè ñ ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé èñêîìûõ
âåùåñòâ, äëÿ ãèìàíòàíà öåëåâîå îòíîøåíèå ìàññû ê
çàðÿäó ñîñòàâëÿëî 234 m/z, äëÿ IS – 264 m/z.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèÿ
Êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ïðåïàðàòà ïðîâîäèëè

ìåòîäîì âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà. Âàëèäàöèþ ìåòîäà
ïðîâîäèëè â ñîãëàñèè ñ ðóêîâîäñòâîì ïî âàëèäàöèè
àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê äëÿ ïðîèçâîäèòåëåé ëåêàðñòâ
[3]. Ëèíåéíîñòü ìåòîäèê îöåíèâàëàñü ïî 7 êàëèáðîâî÷-
íûì ñòàíäàðòàì (2,5; 5; 25; 50; 100; 250; 500 íã/ìë).
Ïîëó÷åíû êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå ïðè èñïîëüçîâàíèè
àëãîðèòìà ëèíåéíîé ðåãðåññèè íàèìåíüøèõ êâàäðà-
òîâ â ñèñòåìå êîîðäèíàò “ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè õðî-
ìàòîãðàôè÷åñêîãî ïèêà ãèìàíòàíà ê ïëîùàäè õðîìà-
òîãðàôè÷åñêîãî ïèêà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà – êîíöåí-

òðàöèÿ ãèìàíòàíà”. Â èçó÷àåìîì äèàïàçîíå êîíöåíò-
ðàöèé (Ñ) îòìå÷åíà ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü ìåæäó
êîíöåíòðàöèåé àíàëèçèðóåìûõ ñîåäèíåíèé è ñîîòâåò-
ñòâóþùåé ïëîùàäüþ ïèêîâ, óñðåäíåííîå çíà÷åíèå êî-
òîðûõ îïèñûâàåòñÿ ñëåäóþùèì óðàâíåíèåì:

  R = –0,214⋅106 + 0,027⋅106⋅Cx (r = 0,9993),

ãäå R – ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî
ïèêà ãèìàíòàíà è ïëîùàäè õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ïèêà
òðàìàäîëà. Âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îöåíèâàëàñü ïî ïà-
ðàìåòðàì ïðåöèçèîííîñòè è ïðàâèëüíîñòè (òàáëèöà).
Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ãèìàíòàíà äëÿ ðàçðàáîòàííîãî
ìåòîäà ñîñòàâëÿåò 2,5 íã/ìë. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ãè-
ìàíòàíà â ñðåäíåì ñîñòàâèëî 4,7 ìèí, à âíóòðåííåãî
ñòàíäàðòà – 3,9 ìèí. Îïðåäåëåíî, ÷òî êîýêñòðàêòèâ-
íûå âåùåñòâà íå ìåøàþò îïðåäåëåíèþ (ðèñ. 2, 3).
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