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Â õîäå äàííîãî èññëåäîâàíèÿ ðàçðàáîòàíà è âàëèäèðîâàíà àíàëèòè÷åñêàÿ ìåòîäèêà êîëè-

÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ àöåòèëñàëèöèëîâîé êèñëîòû (ASA) êàê àíòèàãðåãàíòíîãî

ñðåäñòâà è åå ìåòàáîëèòà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû (SA) â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì

ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ. Óñòàíîâëåí îïòèìàëüíûé äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé äëÿ ASA

(0,020 – 1,200 ìêã/ìë) è SA (0,200 – 12,000 ìêã/ìë), ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ

ïðîáîïîäãîòîâêè ìåòîäîì æèäêîñòü-æèäêîñòíîé ýêñòðàêöèè ýòèëàöåòàòîì ñ ïîñëåäó-

þùèì óäàëåíèåì ðàñòâîðèòåëÿ â òîêå àçîòà è ïåðåðàñòâîðåíèåì ñóõîãî îñòàòêà (ñ öåëüþ

êîíöåíòðèðîâàíèÿ ïðîáû äëÿ ïîâûøåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäèêè), õðîìàòîãðàôè-

ðîâàíèÿ è ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ. Ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ìîæåò

áûòü èñïîëüçîâàíà â äàëüíåéøåì ïðè ïðîâåäåíèè ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è

èññëåäîâàíèé áèîýêâèâàëåíòíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àöåòèëñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà; ïëàçìà êðîâè ÷åëîâåêà; ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ;

âàëèäàöèÿ; áèîýêâèâàëåíòíîñòü.

Äëÿ ïðîôèëàêòèêè òðîìáîîáðàçîâàíèÿ è îñëîæíå-

íèé èøåìè÷åñêîé áîëåçíè ñåðäöà â êàðäèîëîãè÷åñêîé

ïðàêòèêå øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ ïðåïàðàòû àöåòèëñà-

ëèöèëîâîé êèñëîòû (ASA) êàê àíòèàãðåãàíòíîãî ñðåä-

ñòâà. Â ìèðîâîé è ðîññèéñêîé ïðàêòèêå ïðîâîäÿòñÿ

ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ASA. Â ñîîòâåò-

ñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè FDA, ïðè ïðîâåäåíèè ôàðìàêî-

êèíåòè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðà-

òîâ, ñîäåðæàùèõ ASA, íåîáõîäèìî îïðåäåëåíèå íå

òîëüêî íàòèâíîãî ñîåäèíåíèÿ, íî è ìåòàáîëèòà — ñà-

ëèöèëîâîé êèñëîòû (SA) [1]. Öåëüþ äàííîãî èññëåäî-

âàíèÿ ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ àíàëèòè÷åñêîé

ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ASA è SA â

ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ. Ïðå-

èìóùåñòâîì ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêè ÿâëÿåòñÿ ñîâìå-

ñòíàÿ ïðîáîïîäãîòîâêà ASA è SA. Êðîìå òîãî, â êà÷å-

ñòâå âíóòðåííèõ ñòàíäàðòîâ (ÂÑ) èñïîëüçîâàëèñü äåé-

òåðèðîâàííûå àöåòèëñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà-d
4

(dASA)

è ñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà-d
6

(dSA), îáåñïå÷èâàþùèå âû-

ñîêóþ òî÷íîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â õîäå èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëèñü ñëåäóþùèå

ðåàêòèâû è ìàòåðèàëû: ìåòàíîë (MeOH), äëÿ ÂÝÆÕ;

àöåòîíèòðèë (ACN), äëÿ ÂÝÆÕ; êèñëîòà ìóðàâüèíàÿ

(HCOOH), ÷.ä.à.; êèñëîòà ôîñôîðíàÿ (H
3

PO
4

), äëÿ

ÂÝÆÕ; ýòèëàöåòàò (Ñ
4

H
8

O
2

), äëÿ ÂÝÆÕ; èçîïðîïàíîë

(iPrOH), äëÿ ÂÝÆÕ; âîäà óëüòðà÷èñòàÿ, ïîëó÷åííàÿ ñ

ïîìîùüþ ñèñòåìû î÷èñòêè âîäû Direct Q3 UV; ïëàçìà

êðîâè ÷åëîâåêà ñ êàëèÿ îêñàëàòîì (K
2

C
2

O
4

, àíòèêîàãó-

ëÿíò) è íàòðèÿ ôòîðèäîì (NaF, êîíñåðâàíò); ïîëèïðî-

ïèëåíîâûå (ÏÏ) ïðîáèðêè è ïðîáèðêè òèïà “Ýïïåí-

äîðô”; ïîëèïðîïèëåíîâûå ïëàíøåòû Waters, 1 ìë.

Èññëåäîâàíèå ïðîâîäèëè íà ñèñòåìå ÂÝÆÕ-

ÌÑ/ÌÑ, ñîäåðæàùåé 2 íàñîñà RHEOS 2200 (Flux

Instruments), àâòîìàòè÷åñêèé ïðîáîîòáîðíèê PAL HTS

(CTC Analytics) ñ 10-ïîðòîâûì êðàíîì è 3-êâàäðó-

ïîëüíûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì TSQ

Quantum Ultra (Thermo Scientific). Õðîìàòîãðàôè÷å-

ñêîå ðàçäåëåíèå îñóùåñòâëÿëè íà êîëîíêå ðàçìåðîì

150 � 4,6 ìì, çàïîëíåííîé îáðàùåííî-ôàçîâûì ñîð-

áåíòîì ôåíèë-ãåêñèëîì ñ ðàçìåðîì ÷àñòèö 5 ìêì

(Luna 5 �m, Phenyl-Hexyl, 100 Å, 150 � 4,6 mm, Pheno-

menex). Ïîäâèæíàÿ ôàçà: àöåòîíèòðèë — 50 %; èçî-

ïðîïàíîë — 10 %; 0,1 % HCOOH — 10 %, âîäà óëüò-

ðà÷èñòàÿ — 30 %. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè èçîêðà-

òè÷åñêîì ðåæèìå ýëþèðîâàíèÿ ñî ñêîðîñòüþ ïîòîêà

400 ìêë/ìèí. Äåòåêöèþ àíàëèòà ïðîâîäèëè íà ìàññ-

ñïåêòðîìåòðå TSQ Quantum Ultra (Thermo Scientific), ñ

èîíèçàöèåé â íàãðåâàåìîì ýëåêòðîñïðåå (H-ESI). Àíà-

ëèçàòîð íàñòðîåí íà ìîíèòîðèíã âûáðàííûõ ðåàêöèé

ïåðåõîäà èñõîäíûõ èîíîâ â äî÷åðíèå (òàáë. 1).

Ïðèãîòîâëåíèå êàëèáðîâî÷íûõ è âàëèäàöèîííûõ

ðàñòâîðîâ

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êàëèáðîâî÷íûõ è âàëèäàöèîí-

íûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëñÿ ñòàíäàðòíûé îáðàçåö
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Ìîíèòîðèíã âûáðàííûõ ðåàêöèé (ïåðåõîä ìàññ)

Àíàëèò ASA dASA SA dSA

Èñõîäíûé èîí, m/z 179 183 137 141

Äî÷åðíèé èîí, m/z 137 141 93 97



ASA (USP, Êàíàäà, ÷èñòîòà 99,4 %), ñòàíäàðòíûé îá-

ðàçåö SA (Sigma-Aldrich, ÑØÀ, ÷èñòîòà 99,0 %) è ÂÑ

— äåéòåðèðîâàííàÿ àöåòèëñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà-d
4

(dASA, TLC Pharmaceutical Standards Ltd, Êàíàäà) è

äåéòåðèðîâàííàÿ ñàëèöèëîâàÿ êèñëîòà-d
6

(dSA,

ISOTEC Sigma-Aldrich Family, ÑØÀ). Îñíîâíûå ñòàí-

äàðòíûå ðàñòâîðû ASA è SA ãîòîâèëè ïóòåì ðàñòâîðå-

íèÿ íàâåñîê ñóáñòàíöèé â ðàñòâîðå 2 % HCOOH —

MeOH. Ðàáî÷èå ñòàíäàðòíûå ðàñòâîðû ãîòîâèëè ïó-

òåì ðàçâåäåíèÿ îñíîâíûõ ðàñòâîðîâ ýòèì æå ðàñòâî-

ðèòåëåì äî íåîáõîäèìûõ êîíöåíòðàöèé. Îïðåäåëåíèå

êîíöåíòðàöèé ïðîâîäèëîñü â ïðåäåëàõ óñòàíîâëåííî-

ãî äèàïàçîíà: äëÿ ASA íèæíèé è âåðõíèé ïðåäåëû êî-

ëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ (ÍÏÊÎ è ÂÏÊÎ ñîîòâåò-

ñòâåííî) ñîñòàâèëè 0,020 – 1,200 ìêã/ìë, äëÿ SA —

0,200 – 12,000 ìêã/ìë (òàáë. 2, 3). Êîíöåíòðàöèÿ â ðà-

áî÷åì ðàñòâîðå ÂÑ äëÿ dASA ñîñòàâëÿëà 3,000 ìêã/ìë,

äëÿ dSA — 12,000 ìêã/ìë.

Ïðîáîïîäãîòîâêà

Äëÿ ïðîáîïîäãîòîâêè èñïîëüçîâàëàñü ïëàçìà êðîâè

çäîðîâûõ äîáðîâîëüöåâ, ïîëó÷åííàÿ ïóòåì îòáîðà â

âàêóóìíûå öåíòðèôóæíûå ïðîáèðêè, ñîäåðæàùèå íà-

òðèÿ ôòîðèä (êîíñåðâàíò) è êàëèÿ îêñàëàò (àíòèêîàãó-

ëÿíò), ñ ïîìîùüþ ïîñòîÿííîãî êàòåòåðà, óñòàíîâëåí-

íîãî â âåíó. Äëÿ ðàçäåëåíèÿ ôðàêöèé êðîâè è îòäåëå-

íèÿ ïëàçìû ïðîáèðêè ïîäâåðãàëèñü öåíòðèôóãèðîâà-

íèþ â ðåæèìå 3500 îá/ìèí â òå÷åíèå 10 ìèí. Ïðèãî-

òîâëåíèå ïóëà ïëàçìû îñóùåñòâëÿëîñü ñëåäóþùèì

îáðàçîì: â ïîëèïðîïèëåíîâóþ ïðîáèðêó äîçàòîðîì

ïîìåùàëè 380 ìêë ïëàçìû, äîáàâëÿëè 20 ìêë ñîîòâåò-

ñòâóþùåãî ðàáî÷åãî ðàñòâîðà (K1 – K8, Q1 – Q6) è

400 ìêë 2 % H
3

PO
4

, ïðîáèðêó çàêóïîðèâàëè, è ñîäåð-

æèìîå ïåðåìåøèâàëè ñ ïîìîùüþ âîðòåêñà â òå÷åíèå

5 ñ ïðè ÷àñòîòå âñòðÿõèâàíèé 2200 ìèí
–1

. Äàëåå ñëåäî-

âàëà ïðîöåäóðà ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöà: â ïîëèïðîïè-

ëåíîâûå ïðîáèðêè äîçàòîðîì ïîìåùàëè ïî 500 ìêë

ïóëà ïëàçìû, çàòåì äîáàâëÿëè ïî 25 ìêë ðàáî÷åãî ðàñ-

òâîðà ÂÑ P-dASA/dSA è 900 ìêë ýòèëàöåòàòà. Ïðîáèð-

êè çàêóïîðèâàëè, èõ ñîäåðæèìîå ïåðåìåøèâàëè ñ ïî-

ìîùüþ âîðòåêñà 3 ìèí ïðè ÷àñòîòå âñòðÿõèâàíèé

2200 ìèí
–1

, çàòåì îáðàçöû öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷å-

íèå 5 ìèí ïðè ÷àñòîòå 3900 îá/ìèí; ïî 600 ìêë îðãà-

íè÷åñêîé ôàçû äîçàòîðîì ïåðåíîñèëè â ïðîáèðêè

òèïà “Ýïïåíäîðô”, óäàëÿëè ðàñòâîðèòåëü â òîêå àçîòà

ïðè òåìïåðàòóðå 40 °C; ñóõèå îñòàòêè ïåðåðàñòâîðÿëè

â 200 ìêë ðàñòâîðà 80 % CAN — 0,35 % HCOOH. Óäà-

ëåíèå ðàñòâîðèòåëÿ èç îáðàçöîâ è ïåðåðàñòâîðåíèå ñó-

õèõ îñòàòêîâ ïðîâîäèëè ñ öåëüþ êîíöåíòðèðîâàíèÿ

ïðîá äëÿ óëó÷øåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäèêè.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ðàçðàáîòêà àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè

Óñòàíîâëåí îïòèìàëüíûé äèàïàçîí êîíöåíòðàöèé

äëÿ ASA (0,020 – 1,200 ìêã/ìë) è SA (0,200 –

12,000 ìêã/ìë), ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ ïðî-

áîïîäãîòîâêè (æèäêîñòü – æèäêîñòíàÿ ýêñòðàêöèÿ

ýòèëàöåòàòîì, ñ ïîñëåäóþùèì óäàëåíèåì ðàñòâîðèòå-

ëÿ â òîêå àçîòà è ïåðåðàñòâîðåíèåì ñóõîãî îñòàòêà),

õðîìàòîãðàôèðîâàíèÿ è ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêîãî

äåòåêòèðîâàíèÿ [2].

Âàëèäàöèÿ àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè

Âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè ïðîâîäèëàñü íà îñíîâå òðåáî-

âàíèé ðîññèéñêîé è ìåæäóíàðîäíîé íîðìàòèâíîé äî-

êóìåíòàöèè â îáëàñòè áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê

[3, 4]. Ìåòîäèêà âàëèäèðîâàíà ïî 9 ïàðàìåòðàì: ëè-

íåéíîñòü êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ; âíóòðèñåðèéíàÿ

ïðàâèëüíîñòü îáðàçöîâ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà; âíóòðèñå-

ðèéíàÿ ïðàâèëüíîñòü è ïðåöèçèîííîñòü; ñåëåêòèâ-

íîñòü; ìàòðè÷íûé ýôôåêò; ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ; ðàçâå-

äåíèå îáðàçöîâ; ýôôåêò ïåðåíîñà ïðåäûäóùåé ïðîáû;

ñòàáèëüíîñòè (îñíîâíûõ è ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ àíàëè-

òîâ è ÂÑ, êðàòêîñðî÷íàÿ è äîëãîñðî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü

àíàëèòîâ â ïëàçìå, ñòàáèëüíîñòü àíàëèòîâ ïðè òðåõ-

êðàòíîì çàìîðàæèâàíèè — òàÿíèè).

Ëèíåéíîñòü êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ

Ïðîâîäèëè àíàëèç 8 îáðàçöîâ ïëàçìû (íà óðîâíÿõ

êîíöåíòðàöèé ASA è SA, óêàçàííûõ â òàáë. 2) ñ äîáàâ-

ëåíèåì ðàñòâîðà ÂÑ. Êðîìå òîãî, àíàëèçèðîâàëè áëàí-

êîâûé îáðàçåö ïëàçìû, íå ñîäåðæàùèé ðàñòâîðîâ àíà-

ëèòîâ è ÂÑ, à òàêæå îáðàçåö ïëàçìû ñ äîáàâëåíèåì

ðàñòâîðà ÂÑ [5]. Ïî ïîëó÷åííûì çíà÷åíèÿì áûëè ïî-

ñòðîåíû êàëèáðîâî÷íûå ãðàôèêè äëÿ ASA è SA

(ðèñ. 1), êîòîðûå ðàññ÷èòûâàëèñü ïî âçâåøåííîé ëè-

íåéíîé ðåãðåññèè y = – 0,00141764x + 4,13411,

R2

= 0,9990 — äëÿ ASA è y = 0,0092293 + 0,534726x,

R2

= 0,9988 — äëÿ SA, ãäå x — êîíöåíòðàöèÿ àíàëèòà â

ïëàçìå êðîâè, y — îòíîøåíèå ïëîùàäè ïèêà àíàëèòà ê

ïëîùàäè ïèêà ÂÑ, R2

— êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè. Îò-
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Ò à á ë è ö à 2

Êàëèáðîâî÷íûå ðàñòâîðû ASA è SA

Êàëèáðîâî÷íûé

ðàñòâîð

Êîíöåíòðà-

öèÿ ASA

(ìêã/ìë

ðàñòâîðà)

Êîíöåíòðà-

öèÿ SA

(ìêã/ìë

ðàñòâîðà)

Êîíöåíòðà-

öèÿ ASA

(ìêã/ìë

ïëàçìû)

Êîíöåíòðà-

öèÿ SA

(ìêã/ìë

ïëàçìû)

K1 (ÍÏÊÎ) 0,400 4,000 0,020 0,200

K2 0,800 8,000 0,040 0,400

K3 2,000 20,000 0,100 1,000

K4 4,000 40,000 0,200 2,000

K5 8,000 80,000 0,400 4,000

K6 16,000 160,000 0,800 8,000

K7 20,000 200,000 1,000 10,000

K8 (ÂÏÊÎ) 24,000 240,000 1,200 12,000

Ò à á ë è ö à 3

Âàëèäàöèîííûå ðàñòâîðû ASA è SA

Âàëèäàöèîííûé

ðàñòâîð

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA (ìêã/ìë

ðàñòâîðà)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA (ìêã/ìë

ðàñòâîðà)

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA (ìêã/ìë

ïëàçìû)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA (ìêã/ìë

ïëàçìû)

Q1 (ÍÏÊÎ) 0,400 4,000 0,020 0,200

Q2 1,200 12,000 0,060 0,600

Q3 2,400 24,000 0,120 1,200

Q4 9,600 96,000 0,480 4,800

Q5 19,200 192,000 0,960 9,600

Q6 (ÂÏÊÎ) 24,000 240,000 1,200 12,000



êëîíåíèÿ êîíöåíòðàöèé êàëèáðîâî÷íûõ îáðàçöîâ îò

íîìèíàëüíûõ çíà÷åíèé ïðèâåäåíû â òàáë. 4.

Âíóòðèñåðèéíàÿ ïðàâèëüíîñòü îáðàçöîâ êîíòðîëÿ

êà÷åñòâà

Â õîäå äàííîãî âàëèäàöèîííîãî èñïûòàíèÿ áûëè

ïðîàíàëèçèðîâàíû îáðàçöû ïëàçìû ñ äîáàâëåííûìè

àíàëèòàìè ASA/SA â êîíöåíòðàöèÿõ íà óðîâíå L

(íèæíåì), M (ñðåäíåì) è H (âåðõíåì), Q2, Q4 è Q5 ñî-

îòâåòñòâåííî, ïðèãîòîâëåííûå â äâóõ ýêçåìïëÿðàõ.

Ñîîòâåòñòâóþùàÿ êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ èñïîëüçîâà-

ëàñü äëÿ ðàñ÷åòà. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ñîîòâåòñòâó-

þò êðèòåðèÿì ïðèåìëåìîñòè [3] (òàáë. 5).

Ñåëåêòèâíîñòü

Îöåíêà ñåëåêòèâíîñòè àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè ïî-

çâîëÿåò ïðîäåìîíñòðèðîâàòü âîçìîæíóþ èíòåðôåðåí-

öèþ ýíäîãåííûõ êîìïîíåíòîâ áèîëîãè÷åñêîé ìàòðè-

öû è äðóãèõ êîìïîíåíòîâ îáðàçöà íà äåòåêòèðîâàíèå

àíàëèòà [5]. Ñåëåêòèâíîñòü àíàëèòè÷åñêîé ìåòîäèêè

îïðåäåëÿëàñü àíàëèçîì 6 îáðàçöîâ áëàíêîâîé ïëàçìû

(èç 6 íåçàâèñèìûõ èñòî÷íèêîâ, âêëþ÷àÿ ãåìîëèçèðî-

âàííóþ è ãèïåðëèïèäåìè÷åñêóþ ïëàçìó) áåç äîáàâëå-

íèÿ ðàñòâîðà àíàëèòîâ è ðàñòâîðà ÂÑ, à òàêæå 6 îáðàç-

öîâ ïëàçìû (èç òåõ æå íåçàâèñèìûõ èñòî÷íèêîâ) ñ äî-

áàâëåíèåì ðàñòâîðà àíàëèòîâ íà óðîâíå ÍÏÊÎ è
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Ò à á ë è ö à 4

Îòêëîíåíèÿ ðàññ÷èòàííûõ êîíöåíòðàöèé êàëèáðîâî÷íûõ îáðàçöîâ îò èõ íîìèíàëüíûõ çíà÷åíèé

Îáðàçåö

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA ðàññ÷èòàííàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA ðàññ÷èòàííàÿ

(ìêã/ìë)

Îòêëîíåíèå

äëÿ ASA (%)

Îòêëîíåíèå

äëÿ SA (%)

Ìàêñèìàëüíî

äîïóñòèìîå

îòêëîíåíèå (%)

K1 0,020 0,019 0,200 0,204 –4,89 1,79 20,00

K2 0,040 0,040 0,400 0,388 –1,04 –3,02 15,00

K3 0,100 0,104 1,000 0,933 4,02 –6,68 15,00

K4 0,200 0,196 2,000 2,104 –2,08 5,20 15,00

K5 0,400 0,421 4,000 4,134 5,30 3,35 15,00

K6 0,800 0,800 8,000 8,088 –0,04 1,10 15,00

K7 1,000 1,020 10,000 10,210 1,98 2,10 15,00

K8 1,200 1,161 12,000 11,540 –3,26 –3,83 15,00

Ï
ë
î
ù

à
ä

è
A

S
A

/
d
A

S
A

Ï
ë
î
ù

à
ä

è
A

S
A

/
d
A

S
A

Êîíöåíòðàöèÿ ASA

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ ASA

(ìêã/ìë)

à á

Ðèñ. 1. Êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå ASA (à ) è SA (á ).

Ò à á ë è ö à 5

Âíóòðèñåðèéíàÿ ïðàâèëüíîñòü îáðàçöîâ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà

Îáðàçåö

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA ðàññ÷èòàííàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA ðàññ÷èòàííàÿ

(ìêã/ìë)

Îòêëîíåíèå

äëÿ ASA (%)

Îòêëîíåíèå

äëÿ SA (%)

Ìàêñèìàëüíî

äîïóñòèìîå

îòêëîíåíèå (%)

L1 (Q2) 0,060 0,063 0,600 0,676 5,28 12,70 15,00

M1 (Q4) 0,480 0,440 4,800 4,655 –8,37 –3,01 15,00

H1 (Q5) 0,960 0,907 9,600 10,018 –5,55 4,35 15,00

L2 (Q2) 0,060 0,065 0,600 0,639 8,46 6,43 15,00

M2 (Q4) 0,480 0,458 4,800 4,467 –4,64 –6,94 15,00

H2 (Q5) 0,960 0,998 9,600 9,071 3,95 –5,51 15,00



ðàñòâîðà ÂÑ. Ðàñ÷åò êîíöåíòðàöèé ASA è SA ïðîâîäè-

ëè ïî ëèíåéíîé êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé. Àíàëèòè÷å-

ñêèé ñèãíàë áëàíêîâîé ïëàçìû äîëæåí ñîñòàâëÿòü íå

áîëåå 20,00 % îòêëèêà ÍÏÊÎ ïðè âðåìåíè óäåðæèâà-

íèÿ àíàëèòà è íå áîëåå 5,00 % îòêëèêà âíóòðåííåãî

ñòàíäàðòà ïðè âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ âíóòðåííåãî

ñòàíäàðòà [2]. Ïðè âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ ASA àíàëè-

òè÷åñêèé ñèãíàë áëàíêîâîé ïëàçìû íå çàðåãèñòðèðî-

âàí. Àíàëèòè÷åñêèé ñèãíàë áëàíêîâîé ïëàçìû ñîñòà-

âèë 0,13, 0,18 è 0,18 % îòêëèêà âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà

ïðè âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà dSA

â 3 èç 6 îáðàçöîâ ïëàçìû.

Âíóòðèñåðèéíàÿ ïðàâèëüíîñòü è ïðåöèçèîííîñòü

Ãîòîâèëè íàáîð èç 6 îáðàçöîâ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà íà

óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèè Q1 – Q6. Âûïîëíÿëè îïðåäåëå-

íèå êîíöåíòðàöèè ASA/SA. Äëÿ ðàñ÷åòà êîíöåíòðàöèé

èñïîëüçîâàëàñü ñîîòâåòñòâóþùàÿ êàëèáðîâî÷íàÿ êðè-

âàÿ. Óñòàíîâëåííûå êðèòåðèè ïðèåìëåìîñòè: êîýôôè-

öèåíò âàðèàöèè (CV) � 20,00 % è ïðàâèëüíîñòü

80,00 – 120,00 % äëÿ ÍÏÊÎ (Q1), CV � 15,00 % è ïðà-

âèëüíîñòü 85,00 – 115,00 % íà óðîâíå êîíöåíòðàöèé

Q2 – Q6 [3]. Ðåçóëüòàòû âàëèäàöèîííîãî òåñòà ïðåä-

ñòàâëåíû â òàáë. 6.

Ìàòðè÷íûé ýôôåêò

Èçó÷åíèå ìàòðè÷íîãî ýôôåêòà çàêëþ÷àåòñÿ â óñòà-

íîâëåíèè âîçäåéñòâèÿ êîìïîíåíòîâ áèîëîãè÷åñêîé

ìàòðèöû (ïëàçìû êðîâè), ñîäåðæàùèõñÿ â èçìåðÿåìûõ

îáðàçöàõ, íà îòêëèêè àíàëèòîâ è ÂÑ. Ãîòîâèëè 2 íàáî-

ðà îáðàçöîâ áëàíêîâîé ïëàçìû èç 6 íåçàâèñèìûõ èñ-

òî÷íèêîâ, îáðàçöû ïîäâåðãàëè ýêñòðàêöèè, âûñóøèâà-

ëè äî ñóõîãî îñòàòêà, ïåðåðàñòâîðÿëè è äîáàâëÿëè ðà-

áî÷èé ðàñòâîð àíàëèòîâ íà 2 óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèé (L

è H) è ðàáî÷èé ðàñòâîð ÂÑ. Ðàñòâîðû ñðàâíåíèÿ ñî-

äåðæàëè àíàëîãè÷íûå óðîâíè àíàëèòîâ è ÂÑ â ñðåäå,

íå ñîäåðæàùåé êîìïîíåíòîâ ìàòðèöû (80 % ACN —

0,35 % HCOOH). Îöåíèâàëèñü ñëåäóþùèå ïîêàçàòåëè:

ìàòðè÷íûé ôàêòîð (MF) — îòíîøåíèå ñðåäíåãî çíà÷å-

íèÿ ïëîùàäè ïèêà â ïëàçìå ê ñðåäíåìó çíà÷åíèþ ïëî-

ùàäè ïèêà â ðàñòâîðå; íîðìàëèçîâàííûé ìàòðè÷íûé

ôàêòîð (NMF) — ÷àñòíîå îò äåëåíèÿ MF àíàëèçèðóå-

ìîãî âåùåñòâà íà MF âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà [3]. Çíà-

÷åíèÿ MF äëÿ ASA è dASA ìåíüøå åäèíèöû, ÷òî óêà-

çûâàåò íà ïîäàâëåíèå èîíèçàöèè àíàëèòà êîìïîíåíòà-

ìè ìàòðèöû. Ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ MF íà èîíèçàöèþ

SA è dSA îòìå÷åíà òåíäåíöèÿ áëèçîñòè çíà÷åíèÿ ê

åäèíèöå, ÷òî ãîâîðèò î ìåíüøåì ïîäàâëåíèè èîíèçà-

öèè, ÷åì â ñëó÷àå ASA. Êðîìå òîãî, íà íèæíåì óðîâíå

êîíöåíòðàöèè (L) íàáëþäàåòñÿ íåáîëüøîå óëó÷øåíèå

èîíèçàöèè SA. NMF íå äîëæåí îòëè÷àòüñÿ îò åäèíèöû

áîëåå ÷åì íà 15,00 %, CV äëÿ NMF íå ìîæåò áûòü

áîëüøå 15,00 % [3]. Ðåçóëüòàòû òåñòà ïðåäñòàâëåíû â

òàáë. 7.

Ðàçâåäåíèå îáðàçöîâ

Òåñò íà ðàçâåäåíèå îáðàçöîâ âûïîëíÿåòñÿ äëÿ âîç-

ìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ êîððåêòíûõ ðåçóëüòàòîâ ïðè èñ-

ñëåäîâàíèè îáðàçöîâ, â êîòîðûõ êîíöåíòðàöèÿ àíàëè-

òà âûøå, ÷åì ÂÏÊÎ, èëè èìåþùèéñÿ îáúåì îáðàçöà

íåäîñòàòî÷åí (íàïðèìåð, ïðè ïîâòîðíîì àíàëèçå), â

òàêèõ ñëó÷àÿõ îáðàçåö äîëæåí áûòü ðàçâåäåí áèîëîãè-

÷åñêîé ìàòðèöåé. Àíàëèçèðîâàëè 6 îáðàçöîâ ïëàçìû ñ

äîáàâëåíèåì ASA/SA ñ êîíöåíòðàöèåé íà óðîâíå HH

(2 � Q5), êîòîðûå ðàçâîäèëè â 2 ðàçà (1:1) áëàíêîâîé

ïëàçìîé è áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì

ñîîòâåòñòâóþùåé êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé. Èçìåðåííûå

êîíöåíòðàöèè ïîñëå ïåðåñ÷åòà íà ôàêòîð ðàçâåäåíèÿ

(ðàâíûé 2) ïåðåâåäåíû â íîìèíàëüíûå (HH). Íîìè-

íàëüíûå HH êîíöåíòðàöèè ðàâíû 1,920 ìêã/ìë äëÿ

ASA è 19,200 ìêã/ìë äëÿ SA. Ðåçóëüòàòû òåñòà ïðåä-

ñòàâëåíû â òàáë. 8. Êðèòåðèè ïðèåìëåìîñòè: CV

� 15,00 %, ïðàâèëüíîñòü 85,00 – 115,00 % [3].

Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ

Ñòåïåíü èçâëå÷åíèÿ îïðåäåëÿëè äëÿ ASA. Äëÿ

îöåíêè ñòåïåíè èçâëå÷åíèÿ àíàëèòà è ÂÑ èñïîëüçóåò-

ñÿ ïðîöåäóðà, èñêëþ÷àþùàÿ âëèÿíèå ïëàçìû íà îáíà-

ðóæåíèå àíàëèòà è ÂÑ. Ãîòîâèëè îáðàçöû íà íèæíåì

(L) è âåðõíåì (H) óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèè àíàëèòà. Ñòå-

ïåíü èçâëå÷åíèÿ âû÷èñëÿëè êàê ÷àñòíîå ñðåäíèõ îòíî-

øåíèé ïëîùàäåé àíàëèò/ÂÑ äëÿ îáðàçöîâ, ïîäâåðã-

øèõñÿ ýêñòðàêöèè, è êîíòðîëüíûõ îáðàçöîâ (íà ñòå-

ïåíü èçâëå÷åíèÿ êîòîðûõ ïëàçìà íå îêàçûâàåò

âëèÿíèÿ), âûðàæåííîå â ïðîöåíòàõ. Ñòåïåíü èçâëå÷å-

íèÿ ASA íà íèæíåì è âåðõíåì óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèè
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Ò à á ë è ö à 6

Âíóòðèñåðèéíàÿ ïðàâèëüíîñòü è ïðåöèçèîííîñòü

Îáðàçåö

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

ASA ðàññ÷èòàííàÿ

(ñðåäíåå çíà÷åíèå)

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA íîìèíàëüíàÿ

(ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ

SA ðàññ÷èòàííàÿ

(ñðåäíåå çíà÷åíèå)

(ìêã/ìë)

CV

ASA (%)

CV

SA (%)

Ïðàâèëüíîñòü

ASA (%)

Ïðàâèëüíîñòü

SA (%)

Q1 0,020 0,017 0,200 0,169 0,62 4,18 85,65 84,70

Q2 0,060 0,056 0,600 0,567 3,65 1,85 92,59 94,52

Q3 0,120 0,110 1,200 1,168 1,89 4,34 91,37 97,35

Q4 0,480 0,434 4,800 4,574 4,13 2,78 90,42 95,29

Q5 0,960 0,832 9,600 8,811 8,12 6,13 86,65 91,79

Q6 1,200 1,039 12,000 11,158 2,73 2,02 86,56 92,98

Ò à á ë è ö à 7

Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ MF è NMF

MF

ASA

MF

dASA

NMF

CV NMF

(%)

MF

SA

MF

dSA

NMF

CV NMF

(%)

L 0,748 0,655 1,142 4,76 1,058 0,920 1,150 3,57

H 0,781 0,699 1,117 5,53 0,891 0,799 1,115 8,96



ñîñòàâèëà 64,07 è 63,46 % ñîîòâåòñòâåííî, ñòåïåíü èç-

âëå÷åíèÿ ÂÑ dASA — 70,10 %.

Ýôôåêò ïåðåíîñà ïðåäûäóùåé ïðîáû

Òåñò ïðîâîäèëñÿ ñ öåëüþ îöåíêè âîçìîæíîãî ïåðå-

íîñà àíàëèòà îò ïðåäûäóùåãî ââîäà ïðîáû ê ïîñëå-

äóþùåìó. Ïîñëå èçìåðåíèÿ îáðàçöà íà óðîâíå êîíöåí-

òðàöèè Ê8 (ÂÏÊÎ), â 3 ïîñëåäóþùèõ áëàíêîâûõ îá-

ðàçöàõ íå îáíàðóæåíû ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïî

âðåìåíè óäåðæèâàíèÿ ïèêàì ASA, dASA è dSA. Ñëå-

äîâàòåëüíî, ýôôåêò ïåðåíîñà äëÿ àöåòèëñàëèöèëîâîé

êèñëîòû, åå ÂÑ è ÂÑ ñàëèöèëîâîé êèñëîòû ðàâíû

0,00 %. Ïðè èññëåäîâàíèè ýôôåêòà ïåðåíîñà äëÿ SA

îáíàðóæåíû ïèêè â ïåðâûõ äâóõ áëàíêîâûõ îáðàçöàõ,

ïëîùàäü êîòîðûõ ñîñòàâèëà 1,37 è 0,39 % îò ïëîùàäè

ïèêà îáðàçöà íà óðîâíå ÍÏÊÎ. Ñîãëàñíî êðèòåðèÿì

ïðèåìëåìîñòè, ïåðåíîñ èç ÂÏÊÎ íå äîëæåí ïðåâû-

øàòü 20,00 % îò îòêëèêà ÍÏÊÎ [3]. Âàëèäàöèîííûé

òåñò îäîáðåí. Õðîìàòîãðàììû îáðàçöîâ íà óðîâíå

ÂÏÊÎ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Îöåíêà ñòàáèëüíîñòè

Ïðîâåäåíà îöåíêà ñòàáèëüíîñòè ASA è SA íà íèæ-

íåì (L) è âåðõíåì (H) óðîâíÿõ êîíöåíòðàöèé â ïëàçìå:

êðàòêîñðî÷íàÿ (24 ÷) ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, äîë-

ãîñðî÷íàÿ (80 äíåé) ïðè òåìïåðàòóðå –20 °C è â õîäå

òðåõ öèêëîâ çàìîðàæèâàíèÿ — òàÿíèÿ; à òàêæå îïðå-

äåëåíà ñòàáèëüíîñòü îñíîâíûõ è ðàáî÷èõ ðàñòâîðîâ

àíàëèòîâ íà íèæíåì (L) è âåðõíåì (H) óðîâíÿõ êîí-

öåíòðàöèé è ÂÑ ïðè õðàíåíèè â õîëîäèëüíèêå â òå÷å-

íèå 78 äíåé è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå

48 ÷.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòàíà è âàëèäèðîâàíà âûñî-

êî÷óâñòâèòåëüíàÿ è ñåëåêòèâíàÿ àíàëèòè÷åñêàÿ ìåòî-
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Ðåçóëüòàòû òåñòà íà ðàçâåäåíèå îáðàçöîâ

Ïîêàçàòåëü

Êîíöåíòðàöèÿ ASA

ðàññ÷èòàííàÿ (ñðåäíåå

çíà÷åíèå) (ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ ASA

ïåðåñ÷èòàííàÿ (ñðåäíåå

çíà÷åíèå) (ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ SA

ðàññ÷èòàííàÿ (ñðåäíåå

çíà÷åíèå) (ìêã/ìë)

Êîíöåíòðàöèÿ SA

ïåðåñ÷èòàííàÿ (ñðåäíåå

çíà÷åíèå) (ìêã/ìë)

Ñðåäíåå çíà÷åíèå 1,018 2,037 10,002 20,004

CV (%) 5,19 5,53

Ïðàâèëüíîñòü (%) 106,08 104,19

Ðèñ. 2. Õðîìàòîãðàììû îáðàçöà ïëàçìû ñ êîíöåíòðàöèåé ASA/SA íà óðîâíå ÂÏÊÎ.



äèêà êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ àöåòèëñàëèöèëî-

âîé êèñëîòû â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0,020 –

1,200 ìêã/ìë è åå ìåòàáîëèòà ñàëèöèëîâîé êèñëîòû â

äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 0,200 – 12,000 ìêã/ìë â ïëàç-

ìå êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ. Ðåçóëüòà-

òû âàëèäàöèîííûõ òåñòîâ â óñòàíîâëåííîì äèàïàçîíå

êîíöåíòðàöèé ñîîòâåòñòâóþò òðåáîâàíèÿì ðîññèéñêîé

è ìåæäóíàðîäíîé íîðìàòèâíîé äîêóìåíòàöèè â îáëàñ-

òè áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê. Äàííàÿ ìåòîäèêà ìî-

æåò áûòü èñïîëüçîâàíà ïðè ïðîâåäåíèè ôàðìàêîêèíå-

òè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé è èññëåäîâàíèé áèîýêâèâà-

ëåíòíîñòè ïðåïàðàòîâ àöåòèëñàëèöèëîâîé êèñëîòû.

Ë È Ò Å ÐÀÒ Ó ÐÀ

1. Draft Guidance on Aspirin: Contains Nonbinding Recommenda-

tions of FDA (2017).

2. Ê. Ñ. Ñû÷åâ, Ïðàâèëüíàÿ ýêñïëóàòàöèÿ ÂÝÆÕ îáîðóäîâàíèÿ

è êîëîíîê, Òåõíîñôåðà, Ìîñêâà (2020), ññ. 114 – 128.

3. Îá óòâåðæäåíèè Ïðàâèë ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé áèîýêâè-

âàëåíòíîñòè ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ â ðàìêàõ Åâðàçèé-

ñêîãî ýêîíîìè÷åñêîãî ñîþçà: Ðåøåíèå Ñîâåòà Åâðàçèéñêîé

ýêîíîìè÷åñêîé êîìèññèè îò 03.11.2016 ã. ¹ 85.

4. Bioanalytical Method Validation: ICH guideline M10 (2019).

5. À. Í. Ìèðîíîâ, Ðóêîâîäñòâî ïî ýêñïåðòèçå ëåêàðñòâåííûõ

ñðåäñòâ, Ò. 1, Ãðèô è Ê, Ìîñêâà (2013), ññ. 201 – 207.

Ïîñòóïèëà 11.10.21

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHOD

FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION OF ACETYLSALICYLIC ACID

AND ITS METABOLITE IN HUMAN BLOOD PLASMA BY HPLC-MS/MS
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We have developed and validated new analytical method based on HPLC-MS/MS technique for the quantitative determination of acetylsalicylic acid (ASA)

as antithrombotic agent and its metabolite salicylic acid (SA) in human blood plasma. The analyte concentration range was 0.020 – 1.200 mg/mL for ASA

and 0.200 – 12.000 mg/mL for SA. The blood samples are processed by ethyl acetate extraction with further evaporation and re-dissolution. The main goal of

this procedure is to improve the sensitivity of analysis and jointly study preparations containing both ASA and SA. Analytical system parameters are establis-

hed. This methodology can be used for studying the pharmacokinetics and bioequivalence of ASA related preparations.

Keywords: acetylsalicylic acid; human blood plasma; HPLC-MS/MS; validation; bioequivalence.
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