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Â îáçîðå ðàññìîòðåíû ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ìåòîäû âûÿâëåíèÿ ôàðìàöåâòè÷åñêè àêòèâ-

íûõ ñóáñòàíöèé, â ÷àñòíîñòè èíãèáèòîðîâ ôîñôîäèýñòåðàçû-5 (ÔÄÝ-5), â áèîëîãè÷åñêè

àêòèâíûõ äîáàâêàõ ê ïèùå. Ïîêàçàíà íåîáõîäèìîñòü èñïîëüçîâàíèÿ íàèáîëåå èíôîðìà-

òèâíûõ ïîäõîäîâ äëÿ âûÿâëåíèÿ çàðåãèñòðèðîâàííûõ â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, à òàêæå èõ ñòðóêòóðíî ìîäèôèöèðîâàííûõ àíàëîãîâ ñ íåóñòàíîâ-

ëåííîé áåçîïàñíîñòüþ è ýôôåêòèâíîñòüþ â ñîñòàâå ÁÀÄ ê ïèùå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èäåíòèôèêàöèÿ; êîëè÷åñòâåííûé àíàëèç; èíãèáèòîðû ÔÄÝ-5; áèîëî-

ãè÷åñêè àêòèâíûå äîáàâêè ê ïèùå; ôàëüñèôèêàöèÿ.

Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ñèíòåòè÷åñêèå

ôàðìàöåâòè÷åñêèå ñóáñòàíöèè íåçàêîííî âêëþ÷àþò â

ñîñòàâ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ äîáàâîê (ÁÀÄ), íåîá-

õîäèìû ýôôåêòèâíûå ìåòîäû îáíàðóæåíèÿ ñèíòåòè-

÷åñêèõ ñóáñòàíöèé, â ÷àñòíîñòè, èíãèáèòîðîâ ôîñôî-

äèýñòåðàçû-5 (ÔÄÝ-5), â ðàçëè÷íûõ ïèùåâûõ îáúåê-

òàõ, ãäå èõ áûòü íå äîëæíî.

Öåëüþ íàñòîÿùåé ñòàòüè ÿâëÿåòñÿ îáçîð è àíàëèç

ñóùåñòâóþùèõ ìåòîäîâ èäåíòèôèêàöèè è êîëè÷åñò-

âåííîãî îïðåäåëåíèÿ íåçàäåêëàðèðîâàííûõ ñèíòåòè-

÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñîñòàâå áèîëîãè÷åñêè

àêòèâíûõ äîáàâîê ê ïèùå.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èñïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ìåòî-

äû äëÿ êà÷åñòâåííîé îöåíêè ñîäåðæàíèÿ íåçàäåêëàðè-

ðîâàííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñîñòàâå ÁÀÄ. Â çàâè-

ñèìîñòè îò îñíàùåííîñòè ëàáîðàòîðèè è öåëåé èññëå-

äîâàíèÿ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêèå, èììóíîôåðìåíòíûå ìåòîäû, áèîòåñòèðîâàíèå,

ìåòîä ñïåêòðîñêîïèè èîííîé ïîäâèæíîñòè, ðàçëè÷-

íûå âàðèàíòû êîëåáàòåëüíîé ñïåêòðîñêîïèè èëè ðåíò-

ãåíîâñêàÿ äèôðàêòîìåòðèÿ, à òàêæå ðàçëè÷íûå âàðèàí-

òû ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè è ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ.

Ñïåêòðîìåòðèÿ èîííîé ïîäâèæíîñòè (ÑÈÏ) — ìå-

òîä, ïðåäíàçíà÷åííûé äëÿ ðàçäåëåíèÿ è èäåíòèôèêà-

öèè õèìè÷åñêèõ âåùåñòâ. Îñíîâàí íà ðàçëè÷èÿõ ïîä-

âèæíîñòè âåùåñòâ â áóôåðíîì ãàçå-íîñèòåëå. Ïîä-

âèæíîñòü èîíîâ çàâèñèò îò ðàçìåðà, ôîðìû è çàðÿäà

ìîëåêóëÿðíîãî èîíà. Âñëåäñòâèå âûñîêîé ñêîðîñòè,

÷óâñòâèòåëüíîñòè, ñåëåêòèâíîñòè è íèçêîé ñòîèìîñòè

ÑÈÏ áûë ïðåäëîæåí êàê ñêðèíèíã-ìåòîä äëÿ âûÿâëå-

íèÿ ïðèìåñåé èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 è èõ àíàëîãîâ

[1, 2]. Äëÿ 8 èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 áûëè óñòàíîâëåíû

êîýôôèöèåíòû ïîäâèæíîñòè èîíîâ (îò 0,8257 äî

1,2876 ñì
2

/(Â � ñ)) è íà îñíîâå ïîëó÷åííûõ äàííûõ

áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû 26 äîáàâîê (15 îáðàçöîâ ïî-

êàçàëè ïîëîæèòåëüíûé ðåçóëüòàò íà ñîäåðæàíèå èíãè-

áèòîðîâ ÔÄÝ-5). Ïðè ñðàâíåíèè ðåçóëüòàòîâ ñ äàííû-

ìè, ïîëó÷åííûìè ïðè àíàëèçå òåõ æå îáðàçöîâ ìåòî-

äîì õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðèè, áûëî óñòàíîâëåíî,

÷òî ðåçóëüòàòû ÑÈÏ è ÂÝÆÕ-ÌÑ ïîëíîñòüþ êîððåëè-

ðóþò [2]. Ýòî îòêðûâàåò øèðîêèå âîçìîæíîñòè äëÿ

ïðèìåíåíèÿ ÑÈÏ â êà÷åñòâå ýêñïðåññ-ìåòîäà îöåíêè

êà÷åñòâà ÁÀÄ. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ìåòîä ÑÈÏ íå

ïîçâîëÿåò äèôôåðåíöèðîâàòü ñòðóêòóðíî ñõîæèå âå-

ùåñòâà, íàïðèìåð, ãîìîñèëäåíàôèë è ìåòèëèçîñèëäå-

íàôèë, îäíàêî äàåò îäíîçíà÷íûé îòâåò î íàëè÷èè èí-

ãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â îáðàçöå [1].

Ðàçëè÷íûå âàðèàíòû êîëåáàòåëüíîé ñïåêòðîñêîïèè,

òàêèå êàê ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ (èíôðàêðàñíàÿ ñïåêòðî-

ñêîïèÿ), ÁÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ (ñïåêòðîñêîïèÿ â áëèæ-

íåé èíôðàêðàñíîé îáëàñòè), ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ ñ Ôó-

ðüå-ïðåîáðàçîâàíèåì (FTIR), ðàìàíîâñêàÿ ñïåêòðîñêî-

ïèÿ (ñïåêòðîñêîïèÿ êîìáèíàöèîííîãî ðàññåÿíèÿ) èëè

èõ êîìáèíàöèè èñïîëüçóþòñÿ êàê ñêðèíèíã-ìåòîäû

äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîääåëîê çàðåãèñòðèðîâàííûõ ëåêàðñò-

âåííûõ ñðåäñòâ (ËÑ) — èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 [3]. Óñòà-

íîâëåíèå ïîäëèííîñòè ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ òàêæå

÷ðåçâû÷àéíî àêòóàëüíî, ïîñêîëüêó, ïî äàííûì Pfizer,

77 % îáðàçöîâ ËÑ “Âèàãðà”, ïðîäàâàåìîãî ÷åðåç èí-
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òåðíåò, îêàçûâàþòñÿ ïîääåëêîé, ñîäåðæàùåé ìåíåå

50 % îò çàÿâëåííîãî êîëè÷åñòâà ñèëäåíàôèëà [4, 5].

ÁÈÊ-ñïåêòðîñêîïèÿ îáåñïå÷èâàåò áîëåå âûñîêóþ

âåðîÿòíîñòü îïðåäåëåíèÿ è áîëåå ïðîñòóþ ïðîáîïîä-

ãîòîâêó (ïî ñðàâíåíèþ ñ ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèåé). Ïðè èñ-

ïîëüçîâàíèè ýòîãî ìåòîäà ñî ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîò-

êîé äàííûõ ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ñîçäàâàòü “îòïå-

÷àòêè ïàëüöåâ”, êîòîðûå ïîìîãàþò äèôôåðåíöèðîâàòü

ïîäëèííûå è ïîääåëüíûå ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà, ñî-

äåðæàùèå èíãèáèòîðû ÔÄÝ-5 [6]. Íà îñíîâàíèè ðàç-

ëè÷èé ðàìàíîâñêèõ ñïåêòðîâ âñïîìîãàòåëüíûõ âå-

ùåñòâ ñ ïîìîùüþ ìåòîäà àíàëèçà ãëàâíûõ êîìïîíåíò

(PCA) ïðîâîäèëîñü îïðåäåëåíèå îðèãèíàëüíûõ è ïîä-

äåëüíûõ ôîðì ËÑ “Âèàãðà” [7].

Ìåòîä ÍÏÂÎ (íàðóøåííîãî ïîëíîãî âíóòðåííåãî

îòðàæåíèÿ) ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè ñ Ôóðüå-ïðåîáðàçîâà-

íèåì áûë èñïîëüçîâàí äëÿ âûÿâëåíèÿ ïðîïîêñèôåíè-

ëàèëäåíàôèëà è ïðîïîêñèôåíèëòèîàèëäåíàôèëà [8].

Ïðåèìóùåñòâîì ìåòîäà ÍÏÂÎ ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îáû÷-

íî íå òðåáóåòñÿ ïðîâîäèòü ýêñòðàêöèþ îáðàçöîâ (ïðî-

èçâîäèòñÿ ëèøü óäàëåíèå âîäû), ïîñëå ÷åãî ðàñòèòåëü-

íûå ÁÀÄ èëè ïèùåâûå ïðîäóêòû ìîãóò áûòü ïðîàíà-

ëèçèðîâàíû.

Ìåòîäû êîëåáàòåëüíîé ñïåêòðîñêîïèè èãðàþò âàæ-

íóþ ðîëü â îáíàðóæåíèè èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñîñòà-

âå îáîëî÷åê êàïñóë ÁÀÄ. Â 2012 ã. â Íèäåðëàíäàõ áûëà

ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà ðàìàíîâñêîé ñïåêòðîñêîïèè ñ

âèçóàëèçàöèåé, êîòîðàÿ ïîçâîëèëà îïðåäåëÿòü íàëè÷èå

òàäàëàôèëà â ñîäåðæèìîì è â ðàñòâîðåííîì âèäå â ñî-

ñòàâå æåëàòèíîâîé ìàòðèöû êàïñóëû [9]. Ïîçäíåå áûë

ïðåäëîæåí ñïîñîá âûÿâëåíèÿ òàäàëàôèëà ñ ïîìîùüþ

ÍÏÂÎ ÈÊ-ñïåêòðîñêîïèè [10].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ òàêæå àêòèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ

èììóíîôåðìåíòíûå ìåòîäû áûñòðîé îöåíêè íàëè÷èÿ

ïðèìåñåé â ÁÀÄ [11 – 13]. Äëÿ îäíîâðåìåííîãî îïðå-

äåëåíèÿ íåáîëüøèõ, àíàëîãè÷íûõ ïî ñòðóêòóðå ìîëå-

êóë î÷åíü óäîáåí íåïðÿìîé èììóíîôåðìåíòíûé àíà-

ëèç (indirect ELISA) [11], îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâà-

íèè ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, ñïåöèôè÷íûõ äëÿ

îáùèõ ñòðóêòóð îïðåäåëåííûõ êëàññîâ ìîëåêóë. Áûëî

ñîçäàíî ãðóïïîâîå ñïåöèôè÷åñêîå ìîíîêëîíàëüíîå

àíòèòåëî äëÿ ñêðèíèíãà âàðäåíàôèëà è äâóõ åãî àíà-

ëîãîâ, ïèïåðèäåíàôèëà è äåñóëüôîâàðäåíàôèëà. Äîñ-

òîèíñòâàìè ìåòîäà ÿâëÿþòñÿ áûñòðîòà è ÷óâñòâèòåëü-

íîñòü (ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ — 0,08 ìã/ã âàðäåíàôèëà â

ðàñòèòåëüíûõ ÁÀÄ). Åãî ñïåöèôè÷íîñòü áûëà ïîä-

òâåðæäåíà ïàðàëëåëüíûìè èçìåðåíèÿìè ìåòîäîì

ÂÝÆÕ ñ ÓÔ-äåòåêòèðîâàíèåì. Àíòèòåëî ïðîÿâëÿëî

ìèíèìàëüíóþ ïåðåêðåñòíóþ ðåàêòèâíîñòü ñ ñèëäåíà-

ôèëîì è òàäàëàôèëîì [11]. Òàêæå áûë ðàçðàáîòàí ìå-

òîä èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà äëÿ áûñòðîãî îïðå-

äåëåíèÿ ñèëäåíàôèëà â ôóíêöèîíàëüíûõ ïðîäóêòàõ:

äëÿ ïîëèêëîíàëüíîãî àíòèòåëà áûëà õàðàêòåðíà âûñî-

êàÿ ñïåöèôè÷íîñòü è ÷óâñòâèòåëüíîñòü, ÷òî ïîçâîëÿëî

îáíàðóæèâàòü äî 0,60 � 0,02 íã/ìë ñèëäåíàôèëà [12].

Â ðàáîòå [13] ñîîáùàåòñÿ î ñîçäàíèè àíòèòåë, ñïåöè-

ôè÷íûõ äëÿ ñòðóêòóðû òàäàëàôèëà è åãî àíàëîãîâ.

Ñêðèíèíã 60 îáðàçöîâ ÁÀÄ ê ïèùå ïîêàçàë íàëè÷èå

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â 5 èç íèõ íà óðîâíå 10 – 20 ìã/ã,

ïðàâèëüíîñòü ïîäòâåðæäàëè àíàëèçîì âñåé âûáîðêè

ïðîá ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÓÔ-ÌÑ/ÌÑ. Áëàãîäàðÿ íåâûñî-

êîé ñòîèìîñòè àíàëèçà, òàêèå ìåòîäû ìîãóò óñïåøíî

ïðèìåíÿòüñÿ â äàëüíåéøåì äëÿ ñêðèíèíãà ÁÀÄ íà íà-

ëè÷èå ñèíòåòè÷åñêèõ ïðèìåñåé èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5.

Ïîñëå ðàçðàáîòêè ñïåöèàëüíûõ íàáîðîâ (PDE-Glo
�

Phosphodiesterase Assay è äð.) ñòàëî âîçìîæíûì ïðî-

âåäåíèå áèîòåñòèðîâàíèÿ, îñíîâàííîãî íà èçìåíåíèè

àêòèâíîñòè ôîñôîäèýñòåðàçû (ïðè íàëè÷èè èíãèáèòî-

ðîâ ÔÄÝ-5 â îáðàçöå ëþìèíåñöåíöèÿ ðàñòâîðà ñíèæà-

åòñÿ) [14]. Åñëè ñòåïåíü ñíèæåíèÿ ñîîòâåòñòâóåò èëè

ïðåâîñõîäèò òàêîâóþ ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà, ñîäåðæà-

ùåãî ñèëäåíàôèë, îáðàçåö íóæäàåòñÿ â äàëüíåéøåì

èññëåäîâàíèè [15]. Âìåñòå ñ òåì, ïðè íàëè÷èè â ñîñòà-

âå íàòóðàëüíûõ ðàñòèòåëüíûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ïî-

òåíöèàëüíî âîçìîæíî ïîëó÷åíèå ëîæíîïîëîæèòåëü-

íîãî ðåçóëüòàòà.

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ïîääåëüíûõ è êîíòðàôàêòíûõ ïðî-

äóêòîâ ëèöåíçèðîâàííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, çàðåãè-

ñòðèðîâàííûõ â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, ïðè-

ìåíÿëè ìåòîä ðåíòãåíîâñêîé äèôðàêöèîííîé ñïåêòðî-

ìåòðèè (ÐÄÑ) [16, 17]. ÐÄÑ ïîêàçàëà ñåáÿ áûñòðûì è

íàäåæíûì ìåòîäîì äëÿ âûÿâëåíèÿ ôàëüñèôèêàòîâ ËÑ

“Âèàãðà” íà îñíîâàíèè îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîãî âåùå-

ñòâà è íàïîëíèòåëåé [16]. Ñ ïîìîùüþ ïîäõîäà, îáúå-

äèíèâøåãî ðåíòãåíîôëóîðåñöåíòíóþ ñïåêòðîìåòðèþ

è ìåòîäû ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ, áûëè óñ-

òàíîâëåíû õàðàêòåðíûå íåîðãàíè÷åñêèå “îòïå÷àòêè

ïàëüöåâ” äëÿ 41 êîììåð÷åñêîãî îáðàçöà, ñîäåðæàùåãî

ñèëäåíàôèëà öèòðàò èëè òàäàëàôèë, à òàêæå äëÿ 56 èõ

ôàëüñèôèêàòîâ [17].

Ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè (ÌÑ), êàê ïðàâèëî, èñ-

ïîëüçóåòñÿ â ñî÷åòàíèè ñ ðàçëè÷íûìè ìåòîäàìè ðàçäå-

ëåíèÿ ñëîæíûõ ñìåñåé (ÃÕ, ÂÝÆÕ, ÂÝÒÑÕ è äð.). Ñ

ïîìîùüþ ýòîãî ìåòîäà óñòàíàâëèâàþò ìîëåêóëÿðíóþ

ìàññó âåùåñòâà è ñòðîåíèå åãî ìîëåêóë, îïðåäåëÿþò

åãî ýëåìåíòíûé ñîñòàâ. Êàê àíàëèòè÷åñêèé ìåòîä ÌÑ

îáëàäàåò èñêëþ÷èòåëüíî âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ

è ïîçâîëÿåò îáíàðóæèâàòü ñëåäîâûå êîëè÷åñòâà èíãè-

áèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñëîæíûõ ìíîãîêîìïîíåíòíûõ ìàò-

ðèöàõ, òàêèõ êàê ÁÀÄ ê ïèùå. Ìåòîä îñíîâàí íà èîíè-

çàöèè ìîëåêóë, ðàçäåëåíèè èîíîâ â ãàçîâîé ôàçå, êîòî-

ðîå ïðîèñõîäèò â çàâèñèìîñòè îò ñîîòíîøåíèÿ ìàññû

è çàðÿäà è ðåãèñòðàöèè ðàçäåëåííûõ èîíîâ. Â ïðîöåñ-

ñå èîíèçàöèè îáðàçóþòñÿ ìîëåêóëÿðíûå, ïñåâäîìîëå-

êóëÿðíûå è êëàñòåðíûå èîíû â çàâèñèìîñòè îò èñ-

ïîëüçóåìîãî ìåòîäà èîíèçàöèè. Ôðàãìåíòíûå (îñêî-

ëî÷íûå, èëè äî÷åðíèå) èîíû — èîíû, êîòîðûå

îáðàçóþòñÿ ïðè ðàñïàäå ìîëåêóëÿðíûõ, ïñåâäîìîëåêó-

ëÿðíûõ è êëàñòåðíûõ èîíîâ. Íåîáõîäèìî ïîìíèòü,

÷òî èíòåðïðåòàöèÿ ìàññ-ñïåêòðîâ îñíîâûâàåòñÿ öåëè-

êîì íà ýìïèðè÷åñêîì ïîäõîäå, ò.å. íà ïðàâèëàõ è çàêî-

íîìåðíîñòÿõ ôðàãìåíòàöèè, âûÿâëåííûõ ïðè ìàññ-

ñïåêòðîìåòðè÷åñêîì èññëåäîâàíèè ðàçëè÷íûõ êëàññîâ

îðãàíè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé. Â çàâèñèìîñòè îò èñïîëü-

çóåìîãî ìåòîäà èîíèçàöèè ïðèåìû èíòåðïðåòàöèè

äàííûõ ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àþòñÿ.

Áëàãîäàðÿ íàëè÷èþ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðè÷åñêèõ äåòåêòîðîâ (êâàäðóïîëüíûé, òðîéíîé
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êâàäðóïîëüíûé, òèïà “ëèíåéíàÿ ëîâóøêà”, âðåìÿïðî-

ëåòíûé è îðáèòàëüíàÿ èîííàÿ ëîâóøêà (Îðáèòðýï) è

ò.ä.), à òàêæå ïîÿâëåíèþ íîâûõ ìåòîäîâ èîíèçàöèè

âîçìîæíîñòè ÌÑ ïîñòîÿííî ðàñøèðÿþòñÿ.

Çàðåãèñòðèðîâàííûå ñ ïîìîùüþ “ìÿãêèõ” ìåòîäîâ

èîíèçàöèè ìàññ-ñïåêòðû îáû÷íî ëèáî íå ñîäåðæàò,

ëèáî ñîäåðæàò íåçíà÷èòåëüíîå ÷èñëî ôðàãìåíòíûõ

èîíîâ. Ñ îäíîé ñòîðîíû, ýòî ñóùåñòâåííî óïðîùàåò

îïðåäåëåíèå îñíîâíîé õàðàêòåðèñòèêè îðãàíè÷åñêîãî

ñîåäèíåíèÿ — ìîëåêóëÿðíîé ìàññû (à ïðè èñïîëüçî-

âàíèè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ è

áðóòòî-ôîðìóëû), à ñ äðóãîé — ïðàêòè÷åñêè íå ïîçâî-

ëÿåò óñòàíàâëèâàòü ñòðóêòóðó ñîåäèíåíèÿ. Äîïîëíè-

òåëüíóþ èíôîðìàöèþ î ñòðóêòóðå ìîæíî ïîëó÷èòü èç

òàíäåìíûõ ìàññ-ñïåêòðîâ. Òàíäåìíûé ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòð — ìàññ-ñïåêòðîìåòð, èìåþùèé â ñâîåì ñîñòàâå

íåñêîëüêî ìàññ-àíàëèçàòîðîâ. Ïðè ýòîì íåîáõîäèìî

ðàçëè÷àòü òàíäåìíóþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ â ïðî-

ñòðàíñòâå è òàíäåìíóþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèþ âî âðå-

ìåíè. Â ïåðâîì ñëó÷àå òàêîé ìàññ-ñïåêòðîìåòð ôèçè-

÷åñêè îáëàäàåò íåñêîëüêèìè ìàññ-àíàëèçàòîðàìè. Ê

òàêèì ïðèáîðàì îòíîñÿòñÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðû ñ òðîé-

íûì êâàäðóïîëüíûì ìàññ-àíàëèçàòîðîì (òðèïëêâàä,

QQQ) è ãèáðèäíûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðû (íàïðèìåð,

ìàññ-ñïåêòðîìåòðû, ñî÷åòàþùèå êâàäðóïîëüíûé è

âðåìÿïðîëåòíûé ìàññ-àíàëèçàòîðû, Q-TOF). Òàíäåì-

íàÿ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ âî âðåìåíè ïîäðàçóìåâàåò,

÷òî îäèí è òîò æå ìàññ-àíàëèçàòîð â ðàçëè÷íûå ïðîìå-

æóòêè âðåìåíè ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ â ðàçëè÷íîì êà-

÷åñòâå. Ê òàêèì ïðèáîðàì ìîæíî îòíåñòè ìàññ-ñïåê-

òðîìåòðû ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè èîííûõ ëîâóøåê.

Èçó÷åíèå äî÷åðíèõ èîíîâ ïîçâîëÿåò ñóùåñòâåííî

óïðîñòèòü èäåíòèôèêàöèþ ñîåäèíåíèÿ, â íàñòîÿùèé

ìîìåíò ñóùåñòâóþò ìàññ-ñïåêòðàëüíûå áàçû äàííûõ,

ñîäåðæàùèå òàêèå òàíäåìíûå ìàññ-ñïåêòðû. Îäíàêî

òàíäåìíûå ìàññ-ñïåêòðû ìîãóò ñóùåñòâåííî âàðüèðî-

âàòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé

è òèïîâ ïðèìåíÿåìîãî îáîðóäîâàíèÿ. Âûÿâëåíèå õà-

ðàêòåðèñòè÷íûõ äî÷åðíèõ èîíîâ äëÿ íåèçâåñòíûõ àíà-

ëîãîâ è óæå èçó÷åííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ïîçâîëÿåò

ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè ïðåäïîëîæèòü íàëè÷èå

îïðåäåëåííûõ ñõîæèõ ôðàãìåíòîâ â èõ ñòðóêòóðå.

Àêòèâíî ðàçðàáàòûâàþòñÿ è ââîäÿòñÿ â ïðàêòèêó

èñïîëüçîâàíèÿ ýêñïðåññíûå ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèå

ìåòîäû, ïðåäóñìàòðèâàþùèå èîíèçàöèþ îáðàçöà ïðè

àòìîñôåðíîì äàâëåíèè, êàê, íàïðèìåð, òâåðäîòåëüíûé

àíàëèç ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè (atmospheric solid

analysis probe, ASAP) [3] èëè ìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ

DART [18], êîòîðûå ïðåäîñòàâëÿþò âîçìîæíîñòü ïðÿ-

ìîãî àíàëèçà îáðàçöîâ áåç ïðåäâàðèòåëüíîé ïðîáî-

ïîäãîòîâêè. Ýòè ìåòîäû óäîáíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ïðî-

âåäåíèÿ ñêðèíèíãà, ò.å. áûñòðîãî âûÿâëåíèÿ ñèíòåòè-

÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñëîæíîé, êàê ïðàâèëî,

ìíîãîêîìïîíåíòíîé ìàòðèöå ÁÀÄ. Â ðàáîòå [19] ìå-

íåå ÷åì çà 20 ìèí áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû 13 îáðàç-

öîâ ÁÀÄ è ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ íà íàëè÷èå ñèëäå-

íàôèëà, òàäàëàôèëà è âàðäåíàôèëà. Îäíàêî ýòè ìåòî-

äû íå ïîäõîäÿò äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

àíàëèçèðóåìûõ âåùåñòâ è îáíàðóæåíèÿ ïðèìåñåé, ñî-

äåðæàùèõñÿ â ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâàõ [3]. Â Ôàðìàêî-

ïåå ÑØÀ ìåòîä ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè DART

ïðåäëîæåí äëÿ ýêñïðåññ-îïðåäåëåíèÿ íåçàäåêëàðèðî-

âàííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñîñòàâå ÁÀÄ [15].

Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ÁÀÄ íà ñîäåðæàíèå

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ÷àùå âñåãî ïðèìåíÿåòñÿ ñî÷åòà-

íèå ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ ðàçëè÷íûìè õðîìàòîãðàôè-

÷åñêèìè ìåòîäàìè ðàçäåëåíèÿ.

Òîíêîñëîéíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ (ÒÑÕ) — ïðîñòîé è

äåøåâûé ìåòîä, ïðèìåíÿåìûé äëÿ ïðåäâàðèòåëüíîé

èäåíòèôèêàöèè èçâåñòíûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, äëÿ

êîòîðûõ äîñòóïíû ñòàíäàðòíûå îáðàçöû [20, 21]. Âìå-

ñòå ñ òåì, ñðàâíèòåëüíî íåâûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü

ÒÑÕ îãðàíè÷èâàåò âîçìîæíîñòè ýòîãî ìåòîäà. Â ðàáî-

òå [21] ïðåäëîæåíà ìåòîäèêà ÒÑÕ äëÿ îäíîâðåìåííîãî

îïðåäåëåíèÿ 8 èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, â òîì ÷èñëå 3 íàè-

áîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ (òàäàëàôèë, âàðäåíàôèë,

ñèëäåíàôèë), à òàêæå õîíãäåíàôèëà, ãîìîñèëäåíàôè-

ëà, ãèäðîêñèãîìîñèëäåíàôèëà, ïñåâäîâàðäåíàôèëà è

àìèíîòàäàëàôèëà.

Òàê êàê èíãèáèòîðû ÔÄÝ-5 ñîäåðæàò àçîò, ñîîòâåò-

ñòâóþùèå èì çîíû íà ÒÑÕ-ïëàñòèíå ìîãóò áûòü îáíà-

ðóæåíû ïóòåì îáðàáîòêè ïðîÿâëÿþùèìè ðåàãåíòàìè,

òàêèìè êàê ðåàêòèâ Äðàãåíäîðôà [22, 23]. Äëÿ ïîâû-

øåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ñêðèíèíãà áûëà ðàçðàáîòàíà

ìåòîäèêà âûñîêîýôôåêòèâíîé òîíêîñëîéíîé õðîìàòî-

ãðàôèè (ÂÝÒÑÕ) èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 [24, 25]. Ïðè èñ-

ïîëüçîâàíèè ÂÝÒÑÕ ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíèÿ óâå-

ëè÷èâàåòñÿ êàê âñëåäñòâèå óâåëè÷åíèÿ ïëîùàäè ðàçäå-

ëà ïîäâèæíîé è íåïîäâèæíîé ôàç çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ

äèàìåòðà ÷àñòèö ñîðáåíòà, òàê è áëàãîäàðÿ áîëüøåé

îäíîðîäíîñòè ðàçìåðîâ ýòèõ ÷àñòèö, ñíèæàþòñÿ ïðå-

äåëû îáíàðóæåíèÿ è êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

àíàëèçèðóåìûõ âåùåñòâ â 10 – 100 ðàç, à òàêæå ïîÿâ-

ëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü îöåíêè ïîëóêîëè÷åñòâåííîãî ñî-

äåðæàíèÿ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ïóòåì äåíñèòîìåòðè÷å-

ñêîãî àíàëèçà ïÿòåí [24, 25]. Â öåëîì, ÒÑÕ è ÂÝÒÑÕ

ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ âûÿâëåíèÿ èçâåñòíûõ

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ïðè îáÿçàòåëüíîì íàëè÷èè ñòàí-

äàðòíûõ îáðàçöîâ îïðåäåëÿåìûõ ñîåäèíåíèé, îäíàêî

ýòè ìåòîäû íåïðèìåíèìû â ñëó÷àå èäåíòèôèêàöèè íî-

âûõ àíàëîãîâ, äëÿ êîòîðûõ íå ñóùåñòâóåò ñòàíäàðòíûõ

îáðàçöîâ. Â Ôàðìàêîïåå ÑØÀ ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçî-

âàòü ÂÝÒÑÕ â ñî÷åòàíèè ñ âèäèìûì, ÓÔ- è ÌÑ-äåòåê-

òîðàìè [15].

Ïðåïàðàòèâíàÿ ÒÑÕ èñïîëüçóåòñÿ êàê âñïîìîãà-

òåëüíûé ìåòîä äëÿ âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè àíàëîãîâ èí-

ãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ñ íåóñòàíîâëåííîé ñòðóêòóðîé, êî-

òîðûå çàòåì èññëåäóþòñÿ êîìïëåêñîì âñåõ èìåþùèõ-

ñÿ â íàëè÷èè ìåòîäîâ àíàëèçà ïðè îáÿçàòåëüíîì

èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ êîìáèíàöèé ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ (â òîì ÷èñëå òàíäåìíîé)

è ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ íà ðàçëè÷íûõ ÿäðàõ [22, 26, 27].

Ãàçîâàÿ õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðèÿ (ÃÕ-ÌÑ), íå-

ñìîòðÿ íà áîëåå íèçêóþ ïî ñðàâíåíèþ ñ ÂÝÆÕ-ÌÑ

ñòîèìîñòü, ðåäêî èñïîëüçóåòñÿ äëÿ èäåíòèôèêàöèè è

êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ÁÀÄ,

÷òî ñâÿçàíî ñ íèçêîé òåðìîëàáèëüíîñòüþ öåëåâûõ ñî-

åäèíåíèé è ñëîæíîñòüþ ïîëó÷åíèÿ ïðèãîäíûõ äëÿ
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àíàëèçà ïðîèçâîäíûõ ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ñèëè-

ëèðóþùèõ ðåàãåíòîâ [28]. Ïðåäëîæåíû ìåòîäèêè îá-

íàðóæåíèÿ 3 èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 (ñèëäåíàôèë, òàäà-

ëàôèë è âàðäåíàôèë), à òàêæå ðÿäà ïðîèçâîäíûõ ñèë-

äåíàôèëà [29 – 31]. Ïðîâåäåííîå èññëåäîâàíèå 26

ðàñòèòåëüíûõ ÁÀÄ ê ïèùå â Ðóìûíèè ïîêàçàëî íàëè-

÷èå íåçàäåêëàðèðîâàííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â 23 %

îáðàçöîâ [32]. Ìåòîä ÃÕ-ÌÑ ïðåäîñòàâëÿåò ïîëåçíóþ

èíôîðìàöèþ äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòðóêòóðû íåèçâåñò-

íûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí

äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðåçóëüòàòîâ èäåíòèôèêàöèè íàðÿ-

äó ñ ÂÝÆÕ-ÌÑ. ÃÕ-ÌÑ èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ ñòðóêòóðû ïèïåðèäèíàôèëà [33], íîðàöåòèëäåíà-

ôèëà [34], ìåòèçîñèëäåíàôèëà [35], äåñóëüôîâàðäåíà-

ôèëà [36] è òèîìåòèëèçîñèëäåíàôèëà [37].

Âûñîêîýôôåêòèâíàÿ æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ

(ÂÝÆÕ) ñ ðàçëè÷íûìè äåòåêòîðàìè (äèîäíî-ìàòðè÷-

íûì, ðåôðàêòîìåòðè÷åñêèì, ôëóîðåñöåíòíûì, ìàññ-

ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì è äð.) ìîæåò èñïîëüçîâàòüñÿ êàê

äëÿ êà÷åñòâåííîãî, òàê è äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà

ôàëüñèôèêàòîâ ÁÀÄ, ñîäåðæàùèõ íåçàäåêëàðèðîâàí-

íûå ñèíòåòè÷åñêèå èíãèáèòîðû ÔÄÝ-5. Êàê ïðàâèëî,

äëÿ ðàçäåëåíèÿ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ïðèìåíÿþò õðî-

ìàòîãðàôè÷åñêèå êîëîíêè ñ îáðàùåíî-ôàçîâûì ñîð-

áåíòîì – îêòàäåöèëñèëèêàãåëåì (Ñ18), â êà÷åñòâå ìî-

áèëüíîé ôàçû — ñìåñü àöåòîíèòðèëà è âîäû (ïðåä-

ïî÷òèòåëüíî ñ äîáàâëåíèåì äîïàíòîâ, òàêèõ êàê

ìóðàâüèíàÿ êèñëîòà, ôîðìèàò àììîíèÿ, àöåòàò àììî-

íèÿ è ò.ä.) [38]. Óñïåøíîå îáíàðóæåíèå èíãèáèòîðîâ

ÔÄÝ-5 âî ìíîãîì çàâèñèò îò ïðàâèëüíîé ïðîáîïîäãî-

òîâêè. Ïðè âûáîðå ðàñòâîðèòåëÿ äëÿ ýêñòðàêöèè íåîá-

õîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî òàäàëàôèë ïëîõî ðàñòâîðèì â

âîäå è áîëüøèíñòâå îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé, çà

èñêëþ÷åíèåì õëîðîôîðìà, â êîòîðîì îí ðàñòâîðèì

óìåðåííî [3, 15].

Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñîçäàíà è ïîñòîÿííî ïîïîë-

íÿåòñÿ áèáëèîòåêà ÓÔ-ñïåêòðîâ èçó÷åííûõ èíãèáèòî-

ðîâ ÔÄÝ-5. Â Ôàðìàêîïåå ÑØÀ ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëü-

çîâàòü êîëîíêó Zorbax SB-C18 (L1, 2,1 ìì � 150 ìì,

5 ìêì) è ñìåñü ìóðàâüèíîé êèñëîòû â âîäå è ìóðàâüè-

íîé êèñëîòû â àöåòîíèòðèëå â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé

ôàçû, ðàñõîä ýëþåíòà — 0,2 ìë/ìèí, àíàëèòè÷åñêàÿ

äëèíà âîëíû — 290 íì. Ïðè ýòèõ óñëîâèÿõ îïðåäåëÿ-

þòñÿ 64 èíãèáèòîðà ÔÄÝ-5 [15]. Äëÿ èõ èäåíòèôèêà-

öèè èñïîëüçóþòñÿ ÓÔ-ñïåêòðû, âðåìåíà óäåðæèâàíèÿ

è îòíîñèòåëüíûå âðåìåíà óäåðæèâàíèÿ, ñîâïàäàþùèå

ñ òàêîâûìè äëÿ ðåôåðåíòíûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5. Íà-

áîð ýòèõ äåñêðèïòîðîâ ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöèðîâàòü

ñîåäèíåíèÿ, íàïðèìåð, ñòðóêòóðíî ïîõîæèå èíãèáèòî-

ðû, òàêèå êàê ãèäðîêñèàöåòèëäåíàôèë è àöåòèëäåíà-

ôèë, èìåþò ñõîæèå ÓÔ-ñïåêòðû, íî ðàçíîå âðåìÿ

óäåðæèâàíèÿ [3]. Ïðèìåíåíèå óëüòðàâûñîêîýôôåêòèâ-

íîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÓÂÝÆÕ) ïîçâîëÿåò

çíà÷èòåëüíî ñîêðàòèòü âðåìÿ, íåîáõîäèìîå äëÿ àíàëè-

çà: âûÿâëåíèå 3 ëåêàðñòâåííûõ èíãèáèòîðîâ è 5 àíà-

ëîãîâ ÔÄÝ-5 çàíèìàåò ìåíåå 4,5 ìèí [39]. Âìåñòå ñ

òåì, áîëåå âûñîêàÿ ñòîèìîñòü ÓÂÝÆÕ îãðàíè÷èâàåò

âîçìîæíîñòü åå øèðîêîãî ïðèìåíåíèÿ. ÂÝÆÕ ñ

ÓÔ-äåòåêòèðîâàíèåì ñïîñîáíà ýôôåêòèâíî îáíàðó-

æèâàòü è ïðîâîäèòü èäåíòèôèêàöèþ ëèøü èçâåñòíûõ

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, îäíàêî â âûÿâëåíèè íîâûõ àíà-

ëîãîâ èãðàåò ëèøü âñïîìîãàòåëüíóþ ðîëü.

Ñî÷åòàíèå ÂÝÆÕ-ÌÑ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç êëþ÷åâûõ

ìåòîäîâ äëÿ îáíàðóæåíèÿ èçâåñòíûõ è âíîâü ñîçäàí-

íûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5. Ïîëó÷èëî ðàñïðîñòðàíåíèå

èñïîëüçîâàíèå â ðàáîòå ñî÷åòàíèÿ ÂÝÆÕ-ÓÔ-ÌÑ

[40]. Ïðåäåëû îáíàðóæåíèÿ èíãèáèòîðîâ ïî ðàçíûì

ìåòîäèêàì âàðüèðóåòñÿ îò 0,02 íã äî 1,4 ìã/ã â çàâèñè-

ìîñòè îò ïðîáîïîäãîòîâêè, ñëîæíîñòè ìàòðèöû è ïðè-

áîðíûõ âîçìîæíîñòåé [38]. Øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ ìå-

òîä èîíèçàöèè ýëåêòðîðàñïûëåíèåì [20, 41, 42]. Â

Ôàðìàêîïåå ÑØÀ ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü ìàññ-

ñïåêòðîìåòð òèïà “èîííàÿ ëîâóøêà” ñ èîíèçàöèåé ýëåê-

òðîðàñïûëåíèåì, ïîäêëþ÷åííûé ïîñëåäîâàòåëüíî ïî-

ñëå ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêîãî äåòåêòîðà [15].

Äëÿ óñòàíîâëåíèÿ ñòðóêòóðû íåèçâåñòíûõ àíàëîãîâ

ïðèìåíÿþòñÿ òàêèå âàðèàíòû ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè,

êàê ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ, ÂÝÆÕ-ÌÑ, ÂÝÆÕ ñ LTQ

Orbitrap XL FTMS, ÂÝÆÕ ñ ìàññ-àíàëèçàòîðîì èîí-

íî-öèêëîòðîííîãî ðåçîíàíñà ñ ïðåîáðàçîâàíèåì Ôó-

ðüå (ÌÑ ÈÖÐ) è äð. [3, 26, 38, 41 – 45]. Àêòèâíî èñ-

ïîëüçóþòñÿ ðàçëè÷íûå ðåæèìû ðàáîòû ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðîâ: ðåãèñòðàöèÿ âûáðàííûõ èîíîâ (selected ion

monitoring, SIM), ñêàíèðîâàíèå èîíîâ-ïðåäøåñòâåí-

íèêîâ, ñêàíèðîâàíèå èîíîâ-ïðîäóêòîâ, ðåãèñòðàöèÿ

âûáðàííûõ ðåàêöèé (selected reaction monitoring,

SRM) èëè ìîíèòîðèíã ìíîæåñòâåííûõ ðåàêöèé

(multiple reactions monitoring, MRM) [44, 46].

Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ëåêàðñòâåííûõ èíãèáèòîðîâ

ÔÄÝ-5 ñèëäåíàôèëà, âàðäåíàôèëà è èõ íåëèöåíçèðî-

âàííûõ àíàëîãîâ ãîìîñèëäåíàôèëà, àöåòèëäåíàôèëà è

ãèäðîêñèãîìîñèëäåíàôèëà â êàïñóëàõ è â ïðåìèêñàõ

áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä ÂÝÆÕ-ÓÔ-ÌÑ/ÌÑ â ðåæèìå

MRM [44]. Ñòðóêòóðà äâóõ àíàëîãîâ òàäàëàôèëà

(2-ãèäðîêñèïðîïèëíîðòàäàëàôèë è í-áóòèëíîðòàäàëà-

ôèë), îáíàðóæåííûõ ïðè ðóòèííîì ñêðèíèíãå ÁÀÄ,

áûëà óñòàíîâëåíà ñ ïîìîùüþ ñîâîêóïíîñòè ìåòîäîâ

ÂÝÆÕ-MÑ/ÌÑ è ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ [47]. Âî âðåìÿ

ðóòèííîãî ñêðèíèíãà îáðàçöîâ ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÓÔ

áûë îáíàðóæåí èíãèáèòîð ÔÄÝ-5, ÓÔ-ñïåêòð êîòîðî-

ãî áûë ïðàêòè÷åñêè èäåíòè÷åí òàäàëàôèëó, îäíàêî ïî-

ñëåäóþùèé àíàëèç ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ-Q-TOF

(ÌÑ/ÌÑ) è ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ ïîçâîëèë ïðîâåñòè

èäåíòèôèêàöèþ íîâîãî àíàëîãà, ïîëó÷èâøåãî íàçâà-

íèå òðàíñ-áèñïðåãîìîòàäàëàôèë [48]. Ñòðóêòóðà èíãè-

áèòîðîâ ÔÄÝ-5 (ïèïåðèäåíàôèëà, àèëäåíàôèëà è íîð-

àöåòèëäåíàôèëà) áûëà óñòàíîâëåíà ñ ïîìîùüþ

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàçðåøåíèÿ [33, 34].

Ìàññ-ñïåêòðîìåòð òèïà “Îðáèòðýï” ïðèìåíÿëè äëÿ

îäíîçíà÷íîé èäåíòèôèêàöèè è îòíåñåíèÿ ñòðóêòóðû

èçîìåðíûì àíàëîãàì ñèëäåíàôèëà è òèîñèëäåíàôèëà

ïî òî÷íûì ìàññàì ôðàãìåíòíûõ èîíîâ [41]. Ñ ïîìî-

ùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè èîííî-öèêëîòðîííîãî ðåçî-

íàíñà ñ ïðåîáðàçîâàíèåì Ôóðüå (ÈÖÐ) áûëà ïðîâåäå-

íà îäíîçíà÷íàÿ èäåíòèôèêàöèÿ ñèëäåíàôèëà, ãèäðî-

êñèàöåòèëäåíàôèëà è ïèïåðèäèíîàöåòèëäåíàôèëà,

èìåþùèõ ñõîæèå äî÷åðíèå èîíû â èõ òàíäåìíûõ

ìàññ-ñïåêòðàõ [49]. Âûñîêàÿ ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîá-
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íîñòü è òî÷íîñòü èçìåðåíèÿ ìàññû äåëàåò ìàññ-ñïåê-

òðîìåòðû ñ àíàëèçàòîðàìè “Îðáèòðýï” è ÈÖÐ îäíèìè

èç íàèáîëåå ïåðñïåêòèâíûõ ìåòîäîâ óñòàíîâëåíèÿ

ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà è òî÷íîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññû

íîâûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ìàêñèìàëüíîé èíôîðìàöèè î ñòðóê-

òóðå íîâûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ðàçðàáîòàíà ñèñòåìà

èíôîðìàöèîííî-çàâèñèìîãî ñêàíèðîâàíèÿ (IDA,

information dependent acquisition) [50]. IDA — ñèñòåìà

èñêóññòâåííîãî èíòåëëåêòà, â êîòîðîé äâà è áîëåå ðå-

æèìà ñêàíèðîâàíèÿ ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ïîñëå-

äîâàòåëüíî. Ñíà÷àëà ïðîèçâîäèòñÿ îáçîðíîå ñêàíèðî-

âàíèå (ìîíèòîðèíã ìíîæåñòâåííûõ ðåàêöèé èëè ñêà-

íèðîâàíèå èîíîâ-ïðåäøåñòâåííèêîâ) äëÿ ñîçäàíèÿ

“èíôîðìàöèè” íà îñíîâå çàäàííûõ êðèòåðèåâ îòáîðà

èîíîâ, à çàòåì íà îñíîâå èíôîðìàöèè, ïîëó÷åííîé ïðè

îáçîðíîì ñêàíèðîâàíèè, ïðîâîäèòñÿ âòîðîå ñêàíèðî-

âàíèå — èîíîâ-ïðîäóêòîâ. Âìåñòå ñ èäåíòèôèêàöèåé

èçâåñòíûõ êîìïîíåíòîâ èñïîëüçîâàíèå IDA ïîçâîëÿåò

ñäåëàòü ïðîãíîç î ñòðóêòóðå íåèçâåñòíûõ àíàëîãîâ.

Òàêîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèé ïîäõîä óñïåøíî îï-

ðîáîâàí íà 22 èíãèáèòîðàõ ÔÄÝ-5 [50]. Ïîäõîä, ñî÷å-

òàþùèé îäíîâðåìåííóþ ðåãèñòðàöèþ ìîëåêóëÿðíûõ

èîíîâ ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè âûñîêîãî ðàç-

ðåøåíèÿ è òàíäåìíûõ ñïåêòðîâ, à òàêæå èñïîëüçîâà-

íèå ñîçäàííîé àâòîðàìè áèáëèîòåêè èíãèáèòîðîâ

ÔÄÝ-5 ïðåäëîæåíû â ðàáîòå [51].

Ñïåêòðîñêîïèÿ ÿäåðíîãî ìàãíèòíîãî ðåçîíàíñà

(ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ) ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç íàèáîëåå ýô-

ôåêòèâíûõ ìåòîäîâ äëÿ èäåíòèôèêàöèè èçâåñòíûõ èí-

ãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 è íåçàìåíèìà äëÿ îáíàðóæåíèÿ íî-

âûõ àíàëîãîâ è îïðåäåëåíèÿ èõ ñòðóêòóðû. Ýòîò ìåòîä

îáëàäàåò äâóìÿ äîñòîèíñòâàìè, íåäîñòóïíûìè íèêà-

êîìó äðóãîìó õèìè÷åñêîìó èëè ôèçè÷åñêîìó ìåòîäó

àíàëèçà. Ïåðâîå — êàæäûé àòîì ìîëåêóëû îáåñïå÷è-

âàåò ïîÿâëåíèå â ñïåêòðå îòäåëüíîãî ñèãíàëà. Âòîðîå

— ïëîùàäü ýòîãî ñèãíàëà ëèíåéíî ñâÿçàíà ñ ñîäåðæà-

íèåì ñîîòâåòñòâóþùåé êîìïîíåíòû â âåùåñòâå, ò.å.

ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà ÷èñëó ÿäåð, îòâåòñòâåííûõ çà

ýòîò ñèãíàë. Ïîýòîìó êîëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ â

ßÌÐ îñóùåñòâëÿþòñÿ ïðÿìûì èçìåðåíèåì ïëîùàäåé

îòäåëüíûõ ñèãíàëîâ âåùåñòâà èëè ñðàâíåíèåì ñ ïëî-

ùàäÿìè ñèãíàëà ðàñòâîðèòåëÿ ëèáî êîëè÷åñòâåííî

ââåäåííîé äîáàâêè. Ìåòîä êîëè÷åñòâåííîé ñïåêòðî-

ñêîïèè ßÌÐ îôèöèàëüíî ïðèçíàí ïåðâè÷íûì ìåòî-

äîì êîëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé è ðåêîìåíäîâàí äëÿ

øèðîêîãî èñïîëüçîâàíèÿ â ýòèõ öåëÿõ.

Â ñèëó ðàçëè÷íûõ ïðè÷èí, â îñíîâíîì, èç-çà âûñî-

êîé ñòîèìîñòè îáîðóäîâàíèÿ, à òàêæå ñóùåñòâåííûõ

çàòðàò â îáñëóæèâàíèè ñïåêòðîìåòðîâ ßÌÐ ñî ñâåðõ-

ïðîâîäÿùèìè ìàãíèòàìè ýòîò ìåòîä èñïîëüçóåòñÿ

ðåæå, íåæåëè õðîìàòîãðàôè÷åñêèå, ìàññ-ñïåêòðàëü-

íûå èëè èíûå ìåòîäû. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà íåîá-

õîäèìî áîëüøåå êîëè÷åñòâî îáðàçöà âñëåäñòâèå ìåíü-

øåé ÷óâñòâèòåëüíîñòè îáîðóäîâàíèÿ [3]. Îäíàêî áëà-

ãîäàðÿ ðàçðàáîòêå íîâûõ ìåòîäèê ðåãèñòðàöèè

ñïåêòðîâ è îáðàáîòêè ïîëó÷åííûõ äàííûõ, à òàêæå ñó-

ùåñòâåííîãî óëó÷øåíèÿ õàðàêòåðèñòèê ñïåêòðîìåò-

ðîâ ßÌÐ (â ÷àñòíîñòè, çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ êðèîäàò-

÷èêîâ) ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà âîçðîñëà â ïîñëåäíèå

ãîäû íà ïîðÿäîê.

Ñîâìåñòíî ñ õðîìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé ñïåêòðî-

ñêîïèÿ ßÌÐ ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòðóêòóðû

îáíàðóæåííûõ âåùåñòâ, ñõîæèõ ïî õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ñ èçâåñòíûìè èíãèáèòîðàìè

ÔÄÝ-5 [45, 47, 52, 53]. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè è óñòàíîâ-

ëåíèÿ ñòðóêòóðû àíàëîãîâ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 èñ-

ïîëüçóþòñÿ ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ
1

Í è
13

Ñ, îäíîìåðíàÿ

ñïåêòðîñêîïèÿ 1D (DEPT, NOE), à òàêæå êîìïëåêñ ýêñ-

ïåðèìåíòîâ ñ ïðèìåíåíèåì ìåòîäà äâóìåðíîé êîððå-

ëÿöèîííîé ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ (COSY, NOESY,

HMQC, HMBC è äð.).

Îòäåëüíî ñëåäóåò óïîìÿíóòü ïðî èñïîëüçîâàíèå

äèôôóçèîííî-óïîðÿäî÷åííîé ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ

(diffusion ordered spectroscopy, DOSY). Ñïåêòðû DOSY

ñîðòèðóþò ìîëåêóëû ïî èõ äèôôóçèè â ðàñòâîðå, ïî-

ýòîìó èíäèâèäóàëüíûå êîìïîíåíòû â ñëîæíîé ñìåñè,

îáëàäàþùèå ðàçëè÷íûìè êîýôôèöèåíòàìè äèôôóçèè,

ïðîÿâëÿþòñÿ â ñïåêòðàõ ßÌÐ DOSY ðàçäåëüíî

[54, 55]. Êîìïîíåíòû ñ âûñîêîé ìîëåêóëÿðíîé ìàññîé

èìåþò ïðè ýòîì áîëåå íèçêèå êîýôôèöèåíòû äèôôó-

çèè. Òàêèì îáðàçîì, ïðîèñõîäèò íåêîå “âèðòóàëüíîå

ôðàêöèîíèðîâàíèå” îáðàçöà. Äâóìåðíóþ ïðîòîííóþ

ñïåêòðîñêîïèþ ßÌÐ DOSY ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçî-

âàòü äëÿ ïðåäñòàâëåíèÿ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ

è ÁÀÄ ê ïèùå â êà÷åñòâå “îòïå÷àòêîâ ïàëüöåâ”. Òàêèå

“îòïå÷àòêè ïàëüöåâ” áóäóò ñîäåðæàòü èíôîðìàöèþ

êàê îá àêòèâíûõ èíãðåäèåíòàõ, òàê è î âñïîìîãàòåëü-

íûõ âåùåñòâàõ è ïðèìåñÿõ, ÷òî äåëàåò DOSY ìåòîäîì,

ïîçâîëÿþùèì àíàëèçèðîâàòü ëåêàðñòâåííûå ñðåäñòâà

è ÁÀÄ êàê åäèíîãî öåëîãî [54, 55]. Ïîìèìî óñòàíîâëå-

íèÿ ñòðóêòóðû âåùåñòâ, ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ ìîæåò

áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

ñîäåðæàíèÿ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 áåç èñïîëüçîâàíèÿ

ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ îïðåäåëÿåìûõ ñîåäèíåíèé ïðè

óñëîâèè óñòàíîâëåíèÿ èõ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû. Ñ ïî-

ìîùüþ 2D- è 3D-DOSY 1H ßÌÐ áûëè ïðîàíàëèçèðî-

âàíû 17 ðàñòèòåëüíûõ ÁÀÄ, â 8 áûëè îáíàðóæåíû

ñèíòåòè÷åñêèå èíãèáèòîðû ÔÄÝ-5 [56]. Ïðîâåäåííûé

àíàëèç 150 îáðàçöîâ ÁÀÄ ê ïèùå ïîêàçàë íàëè÷èå èí-

ãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â 61 % îáðàçöîâ è èíûõ íåçàäåêëà-

ðèðîâàííûõ ËÑ â 5,5 % ñëó÷àåâ, ïðè÷åì â íåêîòîðûõ

îáðàçöàõ áûëî íàéäåíî äî 4 ðàçëè÷íûõ èíãèáèòîðîâ

ÔÄÝ-5 [57]. Â Ôàðìàêîïåå ÑØÀ ïðåäëàãàåòñÿ ìåòîäè-

êà âûÿâëåíèÿ ëåêàðñòâåííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 â ñî-

ñòàâå ÁÀÄ ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ
1

H ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ ñèëäåíàôèëà

öèòðàòà, òàäàëàôèëà è âàðäåíàôèëà ãèäðîõëîðèäà

[15].

Çàêëþ÷åíèå

Â ñâÿçè ñ âûñîêèì ïîòðåáèòåëüñêèì ñïðîñîì, îòíî-

ñèòåëüíîé äåøåâèçíîé è ïðîñòîòîé ïðîèçâîäñòâà ïîä-

äåëêà ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ — èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 è

ïðîäàæà íåçàäåêëàðèðîâàííûõ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5

ïîä âèäîì ÁÀÄ ê ïèùå èëè ôóíêöèîíàëüíûõ ïðîäóê-

òîâ ïèòàíèÿ ñòàëà øèðîêî ðàñïðîñòðàíåííîé â ìèðå
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ïðîáëåìîé. Äëÿ åå ðåøåíèÿ â áîëüøèíñòâå ñòðàí Åâ-

ðîïû, Àìåðèêè è Àçèè ðàçðàáîòàíî ìíîæåñòâî ðàç-

ëè÷íûõ ìåòîäèê èäåíòèôèêàöèè èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5

â ñëîæíûõ ìàòðèöàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïëåêñà ôè-

çèêî-õèìè÷åñêèõ ìåòîäîâ (ÑÈÏ, êîëåáàòåëüíàÿ, ðåíò-

ãåíîâñêàÿ è ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèÿ, èììóíîëîãè÷åñêèé

àíàëèç, áèîòåñòèðîâàíèå, õðîìàòîãðàôèÿ â ñî÷åòàíèè

ñ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé èëè ñïåêòðîôîòîìåòðèåé). Ñó-

ùåñòâóþùèå ìåòîäû ïîçâîëÿþò ïðîâîäèòü êàê êà÷åñò-

âåííîå, òàê è êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå èíãèáèòî-

ðîâ ÔÄÝ-5, à òàêæå òåõ èõ àíàëîãîâ, äëÿ êîòîðûõ îò-

ñóòñòâóþò ñòàíäàðòíûå îáðàçöû. Èäåàëüíûé ïîäõîä ê

âûÿâëåíèþ è êîëè÷åñòâåííîìó îïðåäåëåíèþ ñîäåðæà-

íèÿ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 äîëæåí áûòü ñïåöèôè÷íûì,

÷óâñòâèòåëüíûì, âîñïðîèçâîäèìûì è íåäîðîãèì, à

òàêæå îáåñïå÷èâàòü áûñòðîå îïðåäåëåíèå ðàçëè÷íûõ

èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 è èõ àíàëîãîâ ñ ìèíèìàëüíîé

ïðîáîïîäãîòîâêîé. Ýòî ïðåäîïðåäåëÿåò âûáîð ñòðàòå-

ãèè äëÿ ðåøåíèÿ äàííîé ïðîáëåìû è èñïîëüçîâàíèå

òåõ èëè èíûõ ìåòîäîâ ôèçèêî-õèìè÷åñêîãî àíàëèçà, â

ïåðâóþ î÷åðåäü, â çàâèñèìîñòè îò îñíàùåííîñòè àíà-

ëèòè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè. Âûñîêàÿ ñòîèìîñòü è çà÷àñ-

òóþ îòñóòñòâèå ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ äëÿ ìíîãèõ

àíàëîãîâ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5 ÿâëÿåòñÿ ñåðüåçíîé ïðå-

ãðàäîé íà ïóòè ðåøåíèÿ ïðîáëåìû. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ

ïðåäïðèíèìàþòñÿ ïîïûòêè ñîçäàíèÿ ìåæäóíàðîäíûõ

áàç äàííûõ, âêëþ÷àþùèõ õèìè÷åñêóþ ñòðóêòóðó è

ðàçëè÷íûå äåñêðèïòîðû èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5. Íàèáî-

ëåå èíôîðìàòèâíûé ïîäõîä ê ðåøåíèþ ïðîáëåìû —

èñïîëüçîâàíèå ñîâîêóïíîñòè ìåòîäîâ ìàññ-ñïåêòðî-

ìåòðèè è ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ. Èõ âîçìîæíîñòü ïðå-

äîñòàâëÿòü îðòîãîíàëüíóþ è êîìïëåìåíòàðíóþ èí-

ôîðìàöèþ è õàðàêòåðèçîâàòü îáðàçöû êàê íà ìîëåêó-

ëÿðíîì, òàê è ôðàãìåíòíîì óðîâíå ïîçâîëÿåò íå

òîëüêî ïðîâîäèòü èäåíòèôèêàöèþ è óñòàíàâëèâàòü

ñòðóêòóðó íîâûõ àíàëîãîâ èíãèáèòîðîâ ÔÄÝ-5, íî è

îöåíèâàòü èõ êîëè÷åñòâåííîå ñîäåðæàíèå â îáðàçöàõ

ïðè îòñóòñòâèè ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ.

Ïóáëèêàöèÿ âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ïðîãðàììû

ñòðàòåãè÷åñêîãî àêàäåìè÷åñêîãî ëèäåðñòâà ÐÓÄÍ.
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This review is devoted to consideration of physicochemical methods for detection of pharmaceutically active substances, in particular, phosphodiesterase-5

(PDE-5) inhibitors present in dietary supplements. The necessity of using most informative approaches for the identification of PDE-5 inhibitors registered as

drugs as well as their structurally modified analogs with unknown safety and efficacy characteristics in the composition of dietary supplements is emphasi-

zed.
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