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ÃÁÎÓ ÂÏÎ “Ïåðìñêàÿ ãîñóäàðñòâåííàÿ ôàðìàöåâòè÷åñêàÿ àêàäåìèÿ” ÌÇ ÐÔ, Ïåðìü, Ðîññèÿ

Ïðîâåäåíî êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå çîëïèäåìà â êðîâè ìåòîäîì ÃÕ/ÌÑ, â êà÷åñòâå

âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà èñïîëüçîâàëñÿ èìèïðàìèíà ãèäðîõëîðèä. Êîýôôèöèåíò ìíîæå-

ñòâåííîé ðåãðåññèè r äëÿ ïîëó÷åííîé êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé ñîñòàâèë 0,999. Ïðèâåäåíà

ìåòðîëîãè÷åñêàÿ îöåíêà ìåòîäèêè ïî âîñüìè ñòàòèñòè÷åñêèì ïàðàìåòðàì. Îïðåäåëåíà

ýôôåêòèâíîñòü ýêñòðàêöèè çîëïèäåìà èç ìîäåëüíîé êðîâè íà òðåõ óðîâíÿõ êîíöåíòðà-

öèé, ïðè ýòîì âûõîä èññëåäóåìîãî âåùåñòâà íàáëþäàëñÿ â ïðåäåëàõ 96 – 99 %. Ïðîâåäå-

íà âàëèäàöèîííàÿ îöåíêà ìåòîäèêè ïî ïîêàçàòåëÿì: ñïåöèôè÷íîñòü, ïðåäåë îáíàðóæå-

íèÿ, ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ, ëèíåéíîñòü, àíàëèòè÷åñêàÿ îáëàñòü ìåòîäè-

êè, ïðàâèëüíîñòü, ïðåöèçèîííîñòü (ïîâòîðÿåìîñòü è âíóòðèëàáîðàòîðíàÿ ïðåöèçèîí-

íîñòü). Ïðè ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêå ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû íàõîäÿòñÿ â ïðåäåëàõ

ïðèåìëåìîñòè. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè ñîñòàâèë 24 íã/ìë; ïðåäåë êîëè-

÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ — 72,7 íã/ìë.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: çîëïèäåì; êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå; âàëèäàöèÿ.

Çîëïèäåì — ýòî ñíîòâîðíûé ïðåïàðàò, êîòîðûé â

ïîñëåäíèå ãîäû íàøåë øèðîêîå ïðèìåíåíèå â Ðîññèé-

ñêîé Ôåäåðàöèè [1]. Ñîãëàñíî ôàðìàêîýïèäåìèîëîãè-

÷åñêèì äàííûì, ïðåäñòàâëåííûì àâòîðàìè èç ðàçíûõ

ñòðàí, íàáëþäàåòñÿ ïîñòîÿííûé ðîñò ÷àñòîòû óïîò-

ðåáëåíèÿ çîëïèäåìà äëÿ ëå÷åíèÿ èíñîìíèè. Òàê, àâñò-

ðàëèéñêèå èññëåäîâàòåëè [2] îòìå÷àþò, ÷òî ïðèìåíå-

íèå ïðåïàðàòà âîçðîñëî çà ïåðèîä 2003 – 2007 ãã. ïðàê-

òè÷åñêè â 2 ðàçà (ñ 11,3 äî 20,3 % îòíîñèòåëüíî

ïðî÷èõ ñíîòâîðíûõ ïðåïàðàòîâ). Àâòîðû èç Ãåðìàíèè

[3] óêàçûâàþò íà óâåëè÷èâøååñÿ â 2,6 ðàçà ÷èñëî óïà-

êîâîê ïðåïàðàòà, âûïèñàííûõ âðà÷àìè íà ïåðâè÷íîì

ïðèåìå çà ïåðèîä 1993 – 2007 ãã. Äðóãèå àâòîðû [4] îò-

ìå÷àþò, ÷òî çîëïèäåì çàíèìàåò íà Òàéâàíå âòîðîå ìå-

ñòî â ðåéòèíãå ïðåïàðàòîâ äëÿ òåðàïèè èíñîìíèè (ïî-

ñëå ëîðàçåïàìà). Ïî äàííûì Íàöèîíàëüíîé àìáóëà-

òîðíîé ìåäèöèíñêîé ñëóæáû Ñîåäèíåííûõ Øòàòîâ,

çîëïèäåì ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ÷àñòî íàçíà÷àåìûì ïðå-

ïàðàòîì ïðè áåññîííèöå ñðåäè ëèö ñòàðøå 65 ëåò [5].

Èç-çà îñîáåííîñòåé ôàðìàêîäèíàìèêè (âçàèìîäåéñò-

âèå ñ ïåðâûì ïîäòèïîì áåíçîäèàçåïèíîâûõ ðåöåïòî-

ðîâ (BZ
1
)) [6] è ôàðìàêîêèíåòèêè çîëïèäåìà (áûñòðîå

äîñòèæåíèå ïèêîâîé êîíöåíòðàöèè â êðîâè, êîðîòêèé

ïåðèîä ïîëóâûâåäåíèÿ) [7], à òàêæå ïîòåíöèðîâàíèÿ

ñåäàòèâíîãî ýôôåêòà ïðè ñîâìåñòíîì ïðèåìå ñ äðóãè-

ìè ïñèõîòðîïíûìè ïðåïàðàòàìè, àëêîãîëåì è êîôåè-

íîì, çîëïèäåì íå ðàç ïðèìåíÿëñÿ â êðèìèíàëüíîé ñðå-

äå äëÿ ñîâåðøåíèÿ ïðîòèâîïðàâíûõ äåéñòâèé [8].

Îïèñàíû ñëó÷àè çëîóïîòðåáëåíèÿ äàííûì ïðåïàðàòîì

ñ ðàçâèòèåì ôèçè÷åñêîé è ïñèõè÷åñêîé çàâèñèìîñòè

[9]. Ïîýòîìó èäåíòèôèêàöèÿ äàííîãî ïðåïàðàòà â áèî-

ëîãè÷åñêîì ìàòåðèàëå ñ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêîé ñî-

äåðæàíèÿ åãî â êðîâè ÷ðåçâû÷àéíî âàæíà äëÿ õèìè-

êî-òîêñèêîëîãè÷åñêîãî è ñóäåáíî-õèìè÷åñêîãî àíàëè-

çà. Äëÿ ýòîé öåëè ñóùåñòâóþò ìåòîäèêè ñ

èñïîëüçîâàíèåì ãàçîâîé [10, 11] è æèäêîñòíîé [12, 13]

õðîìàòîãðàôèè ñ ïðèìåíåíèåì ðàçëè÷íûõ ìåòîäîâ äå-

òåêòèðîâàíèÿ, èììóíîàíàëèç [14]. Ïðèìåíåíèå òîé

èëè èíîé ìåòîäèêè çàâèñèò îò òåõíè÷åñêîãî è ìàòåðè-

àëüíîãî îñíàùåíèÿ ëàáîðàòîðèè, ñëîæèâøèõñÿ òðàäè-

öèîííûõ ïðåäïî÷òåíèé. Ðàíåå íàìè ðàçðàáîòàíà è

îïèñàíà ìåòîäèêà [15] êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

çîëïèäåìà â îáðàçöàõ öåëüíîé êðîâè, ïðåäóñìàòðè-

âàþùàÿ ïðîâåäåíèå òâåðäîôàçíîé ýêñòðàêöèè (ÒÔÝ) ñ

ïîñëåäóþùåé ãàçîâîé õðîìàòîãðàôèåé è ìàññ-ñïåê-

òðîìåòðèåé (ÃÕ/ÌÑ). Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà äàåò âàëèäà-

öèîííóþ îöåíêó ïðåäñòàâëåííîé ìåòîäèêè.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Äëÿ ÃÕ-ÌÑ èñïîëüçîâàëè ãàçîâûé õðîìàòîãðàô

Agilent 7820, ìàññ-ñåëåêòèâíûé äåòåêòîð Agilent 5975

Agilent, ÑØÀ, êîëîíêà êàïèëëÿðíàÿ ÍÐ-5MS, âíóò-

ðåííèé äèàìåòð 0,25 ìì, äëèíà 30 ì, òîëùèíà ïëåíêè

0,25 ìêì. Äëÿ ÒÔÝ ïðèìåíÿëè: ñèñòåìó ñ âàêóóìíîé

êàìåðîé íà 12 ïîçèöèé (Supelico), íàñîñ íèçêîãî âàêóó-

ìà AIR CADET, ÑØÀ, êàðòðèäæè Sampli Q Evidex —

200 ìã-3 ìë Agilent, ÑØÀ.

Èññëåäîâàëè çîëïèäåìà òàðòðàò (ïîðîøîê-ñóáñòàí-

öèÿ, Èñïàíèÿ, ÍÄ 42-13447-05), ìåëèïðàìèí (àìïóëû

ñ ñîäåðæàíèåì èìèïðàìèíà ãèäðîõëîðèäà 12,5 ìã/ìë,

EGIS PHARMACEUTICALS); ðåëàíèóì (àìïóëû 2 ìë

ñ ñîäåðæàíèåì äèàçåïàìà 5 ìã/ìë, Polfa, Ïîëüøà); áó-

ôåðíûé ðàñòâîð — 1/15 Ì ôîñôàòíûé áóôåð ðÍ 6,0;

îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè: äèõëîðìåòàí (õ.÷.), ïðî-

ïàíîë-2 (õ.÷.), 95 % ýòàíîë (õ.÷.), ãåêñàí (î.õ.÷.), ýòèë-

àöåòàò (õ.÷.), 99,6 % ìåòàíîë (õ.÷.); ïðî÷èå ðåàêòèâû:

àììèàêà ðàñòâîð êîíöåíòðèðîâàííûé 25 % (ÃÔ XII),

àçîò (î.ñ.÷.), ãåëèé (î.ñ.÷.).

Ïîäãîòîâêà ïðîá. Ê îáðàçöàì êðîâè îáúåìîì

500 ìêë ïðèáàâëÿëè ïî 25 ìêë ðàñòâîðà âíóòðåííåãî

ñòàíäàðòà èìèïðàìèíà ãèäðîõëîðèäà (0,02 ìã/ìë), ïî
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3 ìë 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà ðÍ 6,0 è öåíòðèôóãè-

ðîâàëè ïðè 3000 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Äàëåå ïðî-

âîäèëè ÒÔÝ ïî ñõåìå: êîíäèöèîíèðîâàíèå ñîðáåíòà

îñóùåñòâëÿëè ïîñëåäîâàòåëüíûì ïðîìûâàíèåì 2 ìë

95 % ýòàíîëà è 2 ìë 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà ðÍ 6,0.

Çàãðóçêó àíàëèçèðóåìîãî îáðàçöà êðîâè îñóùåñòâëÿëè

ñî ñêîðîñòüþ 1 ìë/ìèí, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè ñîðáåíò

ïîñëåäîâàòåëüíûì ïðîïóñêàíèåì ÷åðåç íåãî ðàñòâî-

ðîâ îáúåìàìè ïî 1 ìë: 1/15 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà ðÍ

6,0; 0,1 Ì ðàñòâîðà óêñóñíîé êèñëîòû è 10 % ýòàíîëà.

Ýëþèðîâàíèå ïåðâîíà÷àëüíî îñóùåñòâëÿëè ñìåñüþ

ýòèëàöåòàò – í-ãåêñàí (1:3) äâàæäû ïîðöèÿìè ïî 2 ìë

(ýëþàò I) è äàëåå ïðîìûâàëè ïàòðîí 2 ìë ìåòàíîëà.

Ïîñëåäóþùåå ýëþèðîâàíèå ïðîâîäèëè â îòäåëüíûé

ôëàêîí ñî ñêîðîñòüþ 1 ìë/ìèí ñìåñüþ äèõëîðìåòàí –

ïðîïàíîë-2 – 25 % ðàñòâîð àììèàêà (4:1:0,1) äâàæäû

ïîðöèÿìè ïî 2 ìë (ýëþàò II). Ýëþàò II èñïàðÿëè äîñóõà

â òîêå àçîòà ïðè 60 °C. Ê ïîëó÷åííîìó ñóõîìó îñòàòêó

ïðèáàâëÿëè 200 ìêë ýòèëàöåòàòà, ñîäåðæàùåãî äèàçå-

ïàì (0,001 ìã/ìë) â êà÷åñòâå âíåøíåãî ñòàíäàðòà,

1 ìêë ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà ââîäèëè â èíæåêòîð õðî-

ìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðà.

Ðåæèì ðàáîòû ãàçîâîãî õðîìàòîãðàôà ñ ìàññ-ñåëåê-

òèâíûì äåòåêòîðîì. Ñêîðîñòü ïîòîêà ãàçà-íîñèòåëÿ

(ãåëèé) ÷åðåç êîëîíêó 1,5 ìë/ìèí, ðåæèì ðàáîòû

split/splitless (äåëåíèå ïîòîêà 15:1, ñ çàäåðæêîé âêëþ-

÷åíèÿ 1 ìèí ïîñëå ââîäà ïðîáû). Òåìïåðàòóðà èñïàðè-

òåëÿ õðîìàòîãðàôà è èíòåðôåéñà äåòåêòîðà çàäàâàëàñü

300 è 280 °C. Òåìïåðàòóðà êîëîíêè íà÷àëüíàÿ 70 °C â

òå÷åíèå 1 ìèí è ïðîãðåâ äî 230 °C ñî ñêîðîñòüþ ïðî-

ãðàììèðîâàíèÿ 40 ãðàä/ìèí, çàòåì ïðîãðåâ äî 300 °C

ñî ñêîðîñòüþ ïðîãðàììèðîâàíèÿ 20 ãðàä/ìèí; âû-

äåðæêà ïðè êîíå÷íîé òåìïåðàòóðå 2,5 ìèí. Ðåãèñòðà-

öèÿ ìàññ-ñïåêòðîâ ïðîâîäèëàñü â ðåæèìå ñåëåêòèâíî-

ãî èîííîãî ìîíèòîðèíãà (SIM) ïî èîíàì ñ âåëè÷èíàìè

m/z äëÿ çîëïèäåìà — 235, 307, 219, èìèïðàìèíà —

234, 235, 280 (âíóòðåííèé ñòàíäàðò) è äèàçåïàìà

(âíåøíèé ñòàíäàðò) — 256, 283. Îáðàáîòêó õðîìàòî-

ãðàìì ñ öåëüþ èäåíòèôèêàöèè êîìïîíåíòîâ ïðîá ïðî-

âîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû ChemStation

G1701DA.

Ïîñòðîåíèå êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé. Ïîñòðîåíèå

êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè ïðîâîäèëè ïóòåì ïîëó÷åíèÿ

è àíàëèçà êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ, êîòîðûå ãîòîâè-

ëè äîáàâëåíèåì ê 0,5 ìë “õîëîñòîé” ïðîáû öåëüíîé

êðîâè ýòàíîëüíûõ ðàñòâîðîâ, ñîäåðæàùèõ ïî 20; 75;

125; 250 è 750 íã çîëïèäåìà, è èìèïðàìèíà ãèäðîõëî-

ðèäà â êà÷åñòâå âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà â êîëè÷åñòâå

500 íã. Èññëåäîâàëèñü ïî 2 ïðîáû äëÿ êàæäîé êîíöåí-

òðàöèè.

Ïðîâåäåíèå âàëèäàöèè ìåòîäèêè ïðîâîäèëè ñîãëàñ-

íî Ãîñóäàðñòâåííîé ôàðìàêîïåå XII èçäàíèÿ [16]. Äëÿ

âàëèäàöèè ãîòîâèëè ìîäåëüíûå îáðàçöû êðîâè íà 3
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Ðèñ. 1. Ïðèìåð îáçîðíîé õðîìàòîãðàììû, ïîëó÷åííîé ïðè èñ-

ñëåäîâàíèè îáðàçöà êðîâè, íå ñîäåðæàùåé çîëïèäåì (ïèê ñî

âðåìåíåì óäåðæèâàíèÿ 7,395 ìèí — èìèïðàìèí).

Var2 vs.Var1

Var2 = – ,0978+ ,00803*Var1

Êîððåëÿöèÿ :r=,99936

Êîíöåíòðàöèÿ çîëïèäåìà â êðîâè, íã/ìë
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Ðèñ. 2. Êàëèáðîâî÷íûé ãðàôèê ñ äîïîëíèòåëüíûìè òî÷êàìè, ñîîòâåòñòâóþùèìè êîíöåíòðàöèè çîëïèäåìà â êðîâè âáëèçè ïðåäåëà

îáíàðóæåíèÿ.



óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèè çîëïèäåìà ïî 3 îáðàçöà äëÿ êà-

æäîãî çíà÷åíèÿ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ìåòðîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåòîäèêè. Ðå-

çóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â

ìîäåëüíûõ îáðàçöàõ êðîâè ìåòîäîì ÃÕ/ÌÑ ïðåäñòàâ-

ëåíû â òàáë. 1, ãäå � — ïðèíÿòîå îïîðíîå çíà÷åíèå

êîíöåíòðàöèè çîëïèäåìà; f — ÷èñëî ñòåïåíåé ñâîáî-

äû; s2 — äèñïåðñèÿ; s — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå; s
x
–

— îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå ñðåäíåãî

ðåçóëüòàòà (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), %; t (P, f ) (òàáë.)

— òàáëè÷íûé êðèòåðèé Ñòüþäåíòà ïðè çàäàííîì

óðîâíå âåðîÿòíîñòè p è ÷èñëó ñòåïåíåé ñâîáîäû f; �

x — ïîëóøèðèíà äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà ñðåäíåãî

çíà÷åíèÿ; � — îòíîñèòåëüíàÿ îøèáêà (ïîãðåøíîñòü)

ñðåäíåãî ðåçóëüòàòà, %; t
âû÷

— âû÷èñëåííûé êðèòåðèé

Ñòüþäåíòà; 	 — ñèñòåìàòè÷åñêàÿ îøèáêà.

Âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî ïðè ïðîâåäåííûõ èññëåäîâà-

íèÿõ |� – x | > 0 äëÿ êàæäîãî óðîâíÿ êîíöåíòðàöèé çîë-

ïèäåìà, òî íåîáõîäèìî áûëî ðåøèòü âîïðîñ î íàëè÷èè

èëè îòñóòñòâèè ñèñòåìàòè÷åñêîé îøèáêè, äëÿ ýòîãî

âû÷èñëÿëè êðèòåðèé Ñòüþäåíòà ïî ôîðìóëå:

t
x n

s
âû÷

�

�| |�

. (1)

Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ t
âû÷

îöåíèâàëè ïðè p = 95 % è

f = n – 1 = 14, ïðè ýòîì, äëÿ ìîäåëüíûõ îáðàçöîâ êðîâè

ñ êîíöåíòðàöèåé 150 è 500 íã/ìë ðåàëèçîâàëîñü íåðà-

âåíñòâî t
âû÷

> t
òàáë

. Ïîýòîìó ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû

ïðè ýòîé êîíöåíòðàöèè îòÿãîùåíû ñèñòåìàòè÷åñêîé

îøèáêîé, âåëè÷èíó êîòîðîé 	 ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìó-

ëå (2), ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

	

�

�

�

�| |x
100 %. (2)

Ýôôåêòèâíîñòü ýêñòðàêöèè (âûõîä) çîëïèäåìà (R ).

Ðåçóëüòàòû èçîëèðîâàíèÿ çîëïèäåìà èç èññëåäóåìûõ

îáðàçöîâ êðîâè ñ èñïîëüçîâàíèåì ÒÔÝ â òàáë. 2.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàíèè ÒÔÝ íàáëþäà-

åòñÿ âûñîêàÿ ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ çîëïèäåìà èç êðîâè,

áëèçêàÿ ê 100 %.

Îïðåäåëåíèå ñïåöèôè÷íîñòè ìåòîäèêè äëÿ îáíà-

ðóæåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè ìåòîäîì ÃÕ/ÌÑ ïðîâîäè-

ëè ïî ñõåìå: èññëåäîâàëè 5 îáðàçöîâ êðîâè ëèö, ïðåä-

âàðèòåëüíî íå ïðèíèìàâøèõ çîëïèäåì. Îáðàçöû ãîòî-

âèëè ïî âûøåîïèñàííûì ìåòîäèêàì, äàëåå èõ â

ñëó÷àéíîì ïîðÿäêå àíàëèçèðîâàëè ìåòîäîì ÃÕ/ÌÑ

êàê â ðåæèìå ïîëíîãî ñêàíèðîâàíèÿ ìàññ 45 – 450 à.å.,

òàê è â ðåæèìå SIM. Íà êàæäîé ïîëó÷åííîé õðîìàòî-

ãðàììå ïî õàðàêòåðèñòè÷åñêèì èîíàì ñ âåëè÷èíàìè

m/z 235, 307 è 219 ïðîâîäèëè àíàëèç ó÷àñòêîâ, ñîîò-

âåòñòâóþùèõ âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ çîëïèäåìà â ïðå-

äåëàõ � 5 % (15,40 � 0,77) ìèí — äëÿ ðåæèìà Scan è

(9,73 � 0,49) ìèí — äëÿ ðåæèìà SIM). Íà âñåõ õðîìà-

òîãðàììàõ â óêàçàííîì èíòåðâàëå âðåìåí óäåðæèâà-

íèÿ íå íàáëþäàëè ïîñòîðîííèõ ïèêîâ ñ ñîîòíîøåíèåì

ñèãíàë/øóì áîëüøèì 3:1. Òàêèì îáðàçîì, äîêàçàíî,

÷òî íè êîìïîíåíòû ìàòðèöû, íè âîçìîæíûå ïðèìåñè,

íå èñêàæàþò ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

(ðèñ. 1).

Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ (ÏÎ) è ïðåäåë êîëè÷åñò-

âåííîãî îïðåäåëåíèÿ (ÏÊÎ) çîëïèäåìà â êðîâè. ÏÎ

è ÏÊÎ äëÿ ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

çîëïèäåìà â êðîâè ðàññ÷èòûâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êà-

Õèìèêî-ôàðìàöåâòè÷åñêèé æóðíàë. Òîì 49, ¹ 8, 2015 51

Ò à á ë è ö à 1

Ìåòðîëîãè÷åñêàÿ îöåíêà ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè (n = 15, p = 95 %)

�, íã/ìë f x s
2

s s
x

–
, % t (P, f ) òàáë. �x � t

âû÷ 	, %

150 14 157,95 513,29 22,656 14,3 2,15 12,58 7,96 9,91 38,6

500 543,70 5967,56 77,250 14,2 42,88 7,89 2,19 8,74

1500 1577,52 34137,4 184,763 11,7 102,57 6,50 1,62 -

Ò à á ë è ö à 3

Õàðàêòåðèñòèêè ñîáëþäåíèÿ ëèíåéíîñòè ïðè êîëè÷åñòâåííîì

îïðåäåëåíèè çîëïèäåìà â êðîâè

Îáúåì âûáîðêè,

n = 5

Êîíöåíòðàöèÿ ìîäåëüíîãî îáðàçöà êðîâè, íã/ìë

40 150 250 500 1500

Âåëè÷èíà ÀÑ 0,3126 0,9649 1,5986 3,8950 12,0080

Êîýôôèöèåíò

êîððåëÿöèè, r

0,999

Òàíãåíñ óãëà

íàêëîíà ïðÿ-

ìîé (íàêëîí), b

0,00813

Òî÷êà ïåðåñå-

÷åíèÿ ñ îñüþ

îðäèíàò, a

– 0,2129

Îñòàòî÷íàÿ

ñóììà êâàäðà-

òîâ îòêëîíåíèé

0,03106

Ò à á ë è ö à 2

Ýôôåêòèâíîñòü ýêñòðàêöèè çîëïèäåìà èç îáðàçöîâ ìîäåëüíîé

êðîâè

¹ ïðîáû

R, %

150 íã/ìë 500 íã/ìë 1500 íã/ìë

1 100,212 94,81662 114,0456

2 91,2548 95,28679 82,71029

3 90,5392 102,3197 93,69478

4 104,6668 97,15002 102,6618

5 93,56654 91,95916 93,72303

6 98,97796 94,33791 106,0756

R , % 96,54 95,98 98,82

s 5,63 3,53 11,05

sx
–
, % 5,83 3,68 11,18



ëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé è ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ àíà-

ëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà (ÀÑ).

ÏÎ è ÏÊÎ äëÿ êðîâè áûëè âàëèäèðîâàíû ïóòåì

àíàëèçà 5 îáðàçöîâ ìîäåëüíîé êðîâè ñ êîíöåíòðàöèÿ-

ìè, ïðåäïîëîæèòåëüíî áëèçêèìè ê ïðåäåëó îáíàðóæå-

íèÿ: 10, 20, 30, 40 è 50 íã/ìë. Ïîëó÷åííàÿ ãðàôè÷åñêàÿ

çàâèñèìîñòü èíòåíñèâíîñòè ÀÑ îò êîëè÷åñòâà çîëïè-

äåìà â êðîâè ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2 è îïèñûâàåòñÿ

óðàâíåíèåì ìíîæåñòâåííîé ðåãðåññèè:

y x� �0 00803 0 0978, , . (3)

Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ è ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îï-

ðåäåëåíèÿ [18] çîëïèäåìà â êðîâè äàëåå ðàññ÷èòûâàëè

ïî ôîðìóëàì:

ÏÎ � 3 3,
S

b
; ÏÊÎ �10

S

b
,

ãäå S — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå àíàëèòè÷åñêîãî ñèã-

íàëà; b — êîýôôèöèåíò ÷óâñòâèòåëüíîñòè, ïðåäñòàâ-

ëÿþùèé ñîáîé îòíîøåíèå àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ê

îïðåäåëÿåìîé âåëè÷èíå (òàíãåíñ óãëà íàêëîíà êàëèá-

ðîâî÷íîé ïðÿìîé). ÏÎ è ÏÊÎ çîëïèäåìà â êðîâè ñî-

ñòàâèëè:

ÏÊÎ � 
 �10
0 0583905

0 00803
72 7

,

,
, íã/ìë;

ÏÎ � 
 �3 3
0 0583905

0 00803
24 0,

,

,
, íã/ìë.

Àíàëèòè÷åñêàÿ îáëàñòü ìåòîäèêè è ëèíåéíîñòü.

Èçó÷åíèå ëèíåéíîñòè ïðîâîäèëè íà 5 óðîâíÿõ êîíöåí-

òðàöèè çîëïèäåìà (â äèàïàçîíå 40 – 1500 íã/ìë) ïóòåì

õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ çîë-

ïèäåìà â îáðàçöàõ ìîäåëüíîé êðîâè ïîñëå ÒÔÝ; êðè-

òåðèé ïðèåìëåìîñòè: êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè äîë-

æåí îòâå÷àòü óñëîâèþ r � 0,99. Ïðè ñòàòèñòè÷åñêîé

îáðàáîòêå ëèíåéíîé çàâèñèìîñòè ïîëó÷åííûõ çíà÷å-

íèé ÀÑ1 îò êîíöåíòðàöèè çîëïèäåìà ïî óðàâíåíèþ (3)

êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ëèíåéíîãî ðåãðåññèîííîãî

ãðàôèêà — 0,999. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-

òîâ (òàáë. 3) ìîæíî óòâåðæäàòü î ñîáëþäåíèè ëèíåé-

íîñòè â äèàïàçîíå ïðèìåíåíèÿ ìåòîäèêè.

Àíàëèòè÷åñêàÿ îáëàñòü ìåòîäèêè ìîæåò áûòü óñòà-

íîâëåíà ïî äèàïàçîíó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ,

óäîâëåòâîðÿþùèõ ëèíåéíîé ìîäåëè ñ ó÷åòîì ÏÊÎ. Ó

âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-

íèÿ çîëïèäåìà â êðîâè àíàëèòè÷åñêàÿ îáëàñòü ñîîò-

âåòñòâóåò äèàïàçîíó êîíöåíòðàöèé 70 – 1500 íã/ìë,

ïðè ýòîì íèæíèé óðîâåíü êîíöåíòðàöèè çîëïèäåìà

îãðàíè÷èâàþòñÿ íàéäåííûìè äëÿ íåãî ÏÊÎ.

Îïðåäåëåíèå ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè. Ïðàâèëü-

íîñòü àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðå-

äåëåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè äîêàçûâàëè íà âñåì äèàïà-

çîíå åå ïðèìåíåíèÿ. Îïðåäåëåíèÿ ïðîâîäèëèñü ïóòåì

àíàëèçà ìîäåëüíûõ îáðàçöîâ êðîâè ñ êîíöåíòðàöèÿìè

150, 500 è 1500 íã/ìë. Îöåíêà ïðîâîäèëàñü ïóòåì ðàñ-

÷åòà ðàçíîñòè ìåæäó ñðåäíèì è ïðèíÿòûì îïîðíûì

çíà÷åíèåì ñ ó÷åòîì ñîîòâåòñòâóþùèõ äîâåðèòåëüíûõ

èíòåðâàëîâ ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ. Ðåçóëüòàòû 9 èñïûòà-

íèé (ïî 3 êîíöåíòðàöèè, ïåðåêðûâàþùèõ ðàáî÷èé
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Ò à á ë è ö à 4

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â îáðàçöàõ ìîäåëüíîé êðîâè äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè

Ïîêàçàòåëü

Êîíöåíòðàöèÿ çîëïèäåìà â îáðàçöå

150 íã/ìë 500 íã/ìë 1500 íã/ìë

¹ îïðåäåëåíèÿ 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Íàéäåííàÿ êîí-

öåíòðàöèÿ çîë-

ïèäåìà, íã/ìë

148,42 161,18 150,34 520,94 501,80 487,88 1485,44 1511,86 1781,68

Ñðåäíåå çíà÷å-

íèå, x, íã/ìë

153,31 503,54 1592,99

Ñèñòåìàòè÷åñêàÿ

ïîãðåøíîñòü,

íã/ìë

– 4,89 7,87 – 2,97 17,4 – 1,74 – 15,66 – 107,55 – 81,13 188,69

Ñòàíäàðòíîå îò-

êëîíåíèå, s

6,880 16,599 163,941

Êîýôôèöèåíò âà-

ðèàöèè, sx
–
, %

4,5 3,3 10,3

Êðèòåðèé Ñòüþ-

äåíòà, (0,05,

n– 1
)

4,30

Ïîëóøèðèíà äî-

âåðèòåëüíîãî

èíòåðâàëà,

íã/ìë

17,08 41,21 407,00

Äîâåðèòåëüíûé

èíòåðâàë, íã/ìë

54,71 � 3,49 152,19 � 29,82 391,20 � 84,43

Êðèòåðèé ïðèåì-

ëåìîñòè

1,23 1,98 0,75 1,82 0,18 1,63 1,14 0,86 1,99

1
ÀÑ ðàâåí îòíîøåíèþ ïëîùàäè ïèêà èîííîãî ôðàãìåíòà ñ âå-

ëè÷èíîé m/z 235 çîëïèäåìà ê ïëîùàäè ïèêà èîííîãî ôðàã-

ìåíòà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà (èìèïðàìèí) ñ m/z 234.



äèàïàçîí, ñ 3-êðàòíûì îïðåäåëåíèåì äëÿ êàæäîé êîí-

öåíòðàöèè) ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 4.

Òàêèì îáðàçîì, ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñ èñïîëü-

çîâàíèåì ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîë-

ïèäåìà â êðîâè ìîæíî ñ÷èòàòü ïðàâèëüíûìè, ò.ê. íàé-

äåííûå çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé, ïðèíèìàåìûå çà èñ-

òèííûå, ëåæàò âíóòðè äîâåðèòåëüíîãî èíòåðâàëà

ñîîòâåòñòâóþùåãî ñðåäíåãî ðåçóëüòàòà àíàëèçà, ïîëó-

÷åííîãî ýêñïåðèìåíòàëüíî ïî ñîîòâåòñòâóþùåé ìåòî-

äèêå. Êðîìå òîãî, ïðàâèëüíîé ïðèçíàåòñÿ ìåòîäèêà,

êîãäà åå ñèñòåìàòè÷åñêàÿ ïîãðåøíîñòü íåçíà÷èìà, à

ýòî ñîáëþäàåòñÿ ïðè óñëîâèè, åñëè âûïîëíÿåòñÿ íåðà-

âåíñòâî ( )d n s
i

< t (P, f ) [17]. Â äàííîì ñëó÷àå ýòà

âåëè÷èíà çíà÷èòåëüíî ìåíüøå (íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå

0,37 – 2,00), ÷åì òàáëè÷íîå çíà÷åíèå êðèòåðèÿ Ñòüþ-

äåíòà, ðàâíîå 4,30 (ïðè çàäàííîé äîâåðèòåëüíîé âåðî-

ÿòíîñòè p = 95 % è ÷èñëå ñòåïåíåé ñâîáîäû f = n – 1).

Îïðåäåëåíèå ïðåöèçèîííîñòè ìåòîäèêè (ïîâòî-

ðÿåìîñòü è ïðîìåæóòî÷íàÿ ïðåöèçèîííîñòü). Äëÿ

ïîäòâåðæäåíèÿ ïîâòîðÿåìîñòè (ñõîäèìîñòè) áûëè

ïðîàíàëèçèðîâàíû 9 îáðàçöîâ ìîäåëüíîé êðîâè â 3 ðå-

ïëèêàõ äëÿ êàæäîé êîíöåíòðàöèè. Ïðîáîïîäãîòîâêà è

àíàëèç áûëè ïðîâåäåíû â îäèí äåíü, îäíèìè îïåðàòî-

ðîì è íà îäíîé è òîé æå àïïàðàòóðå. Êðèòåðèé ïðèåì-

ëåìîñòè: êîýôôèöèåíò âàðèàöèè äîëæåí áûòü íå áîëü-

øå 15 % [18].

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèé è ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàê-

òåðèñòèêè, ïðåäñòàâëåííûå â òàáë. 5, ïîçâîëÿþò ñäå-

ëàòü âûâîä î ïîäòâåðæäåíèè ïðåöèçèîííîñòè ìåòîäè-

êè íà óðîâíå ïîâòîðÿåìîñòè, ò.ê. êîýôôèöèåíò âàðèà-

öèè äëÿ âñåõ èññëåäîâàíèé ñîñòàâèë 6,2 – 10,9 %.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöèçèîí-

íîñòè ïî îäíîìó ôàêòîðó (âðåìÿ) ãîòîâèëè è àíàëèçè-

ðîâàëè ñåðèè îáðàçöîâ â òå÷åíèå 5 äíåé. Êàæäûé äåíü

èññëåäîâàëè 9 îáðàçöîâ ìîäåëüíîé êðîâè ñ äîáàâêîé

çîëïèäåìà â 3 êîíöåíòðàöèÿõ, êàæäóþ èç êîòîðûõ ïî-

âòîðÿëè ïî 3 ðàçà.

Ðåçóëüòàòû, ïîäòâåðæäàþùèå âíóòðèëàáîðàòîðíóþ

ïðåöèçèîííîñòü ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-

íèÿ çîëïèäåìà â êðîâè, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 6. Êàê

âèäíî èç òàáëèöû, êîýôôèöèåíò âàðèàöèè íà âñåõ

óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèè íå ïðåâûñèë 15 %.

Ïðîâåäåííûå âàëèäàöèîííûå èñïûòàíèÿ ïîäòâåð-

äèëè ñîîòâåòñòâèå ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ çîëïèäåìà óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì è ïîçâî-

ëÿþò íàäåæíî îïðåäåëÿòü ñîäåðæàíèå äàííîãî ñíî-

òâîðíîãî ñðåäñòâà â îáðàçöàõ êðîâè.

Òàêèì îáðàçîì, ïðåäñòàâëåííàÿ ìåòîäèêà êîëè÷åñò-

âåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â êðîâè ñîîòâåòñòâóåò

íåîáõîäèìûì êðèòåðèÿì ïðèåìëåìîñòè, îáëàäàåò âû-

ñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ è ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ìîæåò

óñïåøíî ïðèìåíÿòüñÿ äëÿ îöåíêè ñòåïåíè òÿæåñòè èí-
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Ò à á ë è ö à 5

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â îáðàçöàõ ìîäåëüíîé êðîâè äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîâòîðÿåìîñòè ìåòîäèêè

Ïîêàçàòåëü

Êîíöåíòðàöèÿ çîëïèäåìà â îáðàçöå, íã/ìë

150 500 1500

¹ îïðåäåëåíèÿ 1 2 3 1 2 3 1 2 3

Íàéäåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ

çîëïèäåìà, íã/ìë

144,02 130,92 162,5 443,48 414,3 479,72 1573,28 1395,46 1452,32

Ñðåäíåå çíà÷åíèå, x, íã/ìë 145,81 445,83 1473,69

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, s 15,866 32,773 90,815

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè, sx
–
, % 10,9 7,4 6,2

Êðèòåðèé Ñòüþäåíòà, (0,05, n – 1
) 4,30

Ïîëóøèðèíà äîâåðèòåëüíîãî

èíòåðâàëà, íã/ìë

39,39 81,36 225,46

Äîâåðèòåëüíûé èíòåðâàë, íã/ìë 145,81 � 39,39 445,83 � 81,36 1473,69 � 225,46

Ò à á ë è ö à 6

Ðåçóëüòàòû êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ çîëïèäåìà â îáðàçöàõ ìîäåëüíîé êðîâè äëÿ îïðåäåëåíèÿ âíóòðèëàáîðàòîðíîé ïðåöè-

çèîííîñòè ìåòîäèêè

Êîíöåíòðàöèÿ

çîëïèäåìà â

îáðàçöå, íã/ìë

¹

îïðåäåëåíèÿ

Íàéäåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ çîëïèäåìà, íã/ìë
Ñðåäíåå çíà÷å-

íèå, x , íã/ìë

Ñòàíäàðòíîå

îòêëîíåíèå, s

Êîýôôèöèåíò

âàðèàöèè, s
x

–
,

%1 äåíü 2 äåíü 3 äåíü 4 äåíü 5 äåíü

150 1 150,22 144,02 148,42 182,2 136,98 157,95 22,656 14,3

2 214,24 130,92 161,18 157,94 126,56

3 189,10 162,5 150,34 147,77 154,98

500 1 561,32 443,48 520,94 647,54 581,02 543,70 77,250 14,2

2 550,02 414,3 501,8 590,70 631,92

3 489,88 479,72 487,88 690,02 564,92

1500 1 1178,32 1573,28 1485,44 1629,14 1517,02 1577,52 184,763 11,7

2 1818,82 1395,46 1511,86 1636,44 1733,34

3 1912,56 1452,32 1781,68 1475,28 1561,84



òîêñèêàöèè â òîêñèêîëîãè÷åñêîé è ñóäåáíî-ìåäèöèí-

ñêîé ïðàêòèêå.

Ë È Ò Å ÐÀÒ Ó ÐÀ

1. Î. Â. Êîòîâà, È. Â. Ðÿáîêîíü, Ëå÷àùèé âðà÷, ¹ 5, (2013).

http: // www.lvrach.ru / 2013 / 05 / 15435695 /

2. S. A. Hollingworth and D. J. Siskind, Pharmacoepidemiol.

Drug Safety, 19(3), 280 – 288 (2010).

3. F. Hoffmann, W. Scharffetter and G. Glaeske, Der. Nervenarzt.,

80(5), 578 – 583 (2009).

4. W. F. Huang and I. C. Lai, Drugs & Aging, 22(11), 957 – 965

(2005).

5. D. F. Kripke, R. D. Langer and L. E. Kline1, BMJ Open, 2(1),

e000850 (2012).

6. P. Kovacic and R. Somanathan, Oxid. Med. Cell Longev., 2(1)

52 – 57 (2009).

7. P. Guinebault, C. Dubruc, P. Hermann and J. P. Thenot, J. Chro-

matogr. B, 383(1), 208 – 211 (1986).

8. B. Levine, S. C. Wu, J. E. Smialek, J. Forensic. Sci., 44(2),

369 – 371 (1999).

9. P. Oulis, G. Nakkas and V. G. Masdrakis, Clin. Neuropharma-

col., 34(2), 90 – 91 (2011).

10. Y. Gaillard, J. P. Gay-Montchamp and M. Ollagnier, J. Chroma-

togr., 622(2), 197 – 208 (1993).

11. T. P. Rohrig, L. A. Harryman and M. C. Norton, Methods Mol.

Biol., 603, 519 – 526 (2010).

12. L. Sun, L. Zhang, Q. Xu, et al., Chinese J. Chromatogr., 28(1),

38 – 42 (2010).

13. V. Ascalone, L. Flaminio, P. Guinebault, et al., J. Chromatogr.

B: Biomed. Sci. Appl., 581(2), 237 – 250 (1992).

14. L. Reidy, W. Gennaro, B. W. Steele and H. C. Walls, J. Anal.

Toxicol., 32(8), 688 – 694 (2008).

15. Å. À. Êðûëîâà, Þ. À. Õîìîâ, Ñ. Ñ. Êàòàåâ, Âåñòíèê ÐÓÄÍ,

¹ 4, 264 – 268 (2010).

16. Ãîñóäàðñòâåííàÿ ôàðìàêîïåÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè XII,

Ò. 1, “Íàó÷íûé öåíòð ýêñïåðòèçû ñðåäñòâ ìåäèöèíñêîãî

ïðèìåíåíèÿ”, Ìîñêâà (2008).

17. È. Ë. Êíóíÿíö (ðåä.), Áîëüøàÿ ðîññèéñêàÿ ýíöèêëîïåäèÿ,

Ìîñêâà (2003), c. 476.

18. Ðóêîâîäñòâî äëÿ ïðåäïðèÿòèé ôàðìàöåâòè÷åñêîé ïðî-

ìûøëåííîñòè: ìåòîäè÷åñêèå ðåêîìåíäàöèè, Ñïîðò è êóëü-

òóðà, Ìîñêâà (2007).

Ïîñòóïèëà 01.07.14

VALIDATION OF THE METHOD OF QUANTITATIVE DETERMINATION

OF ZOLPIDEM IN WHOLE BLOOD BY GAS CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY

E. A. Krylova
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1
, Y. A. Khomov

2
, and O. N. Dvorskaya

2
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Perm Regional Bureau of Forensic Medical Examination, Perm, 614977 Russia;
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Perm State Pharmaceutical Academy, Perm, 614990 Russia

A method for the quantitative determination of zolpidem in whole blood by GC/MS has been developed and validated. Imipramine hydrochloride is used as

the internal standard. The multiple regression coefficient for the obtained calibration straight line is r – 0.999. The proposed technique is metrologically as-

sessed with respect to eight statistical parameters. The efficiency of zolpidem extraction from the model blood at three levels of concentration has been deter-

mined. The recovery of target substance was achieved within 96<|>– 99%. The technique is assessed with respect to specificity, limit of detection (LOD), li-

mit of quantitation (LOQ), linearity, analytical area, correctness, and precision (repeatability and intralaboratory precision). The obtained results are within

acceptable limits for statistical processing. The LOD of zolpidem in whole blood is 24.0 ng/mL and the LOQ is 72.7 ng/mL.

Keywords: zolpidem; quantitative determination; validation.
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