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Важнейший этап разработки любого лекар-
ственного средства (ЛС) – изучение его экспе-
риментальной фармакокинетики и метаболиз-
ма. В современной психофармакологии важное  
место занимает проблема создания нетоксичных и 
не имеющих побочных эффектов ЛС, относящих-
ся к лигандам транслокаторного белка (TSPO) и 
обладающих анксиолитической активностью [1]. 
Исследователи пытаются выяснить, какая часть 
введенной дозы всасывается из места введения и 
подвергается биотрансформации, а какая попада-
ет в системный кровоток в неизмененном виде [2]. 
Высокоэффективная жидкостная хромотография 
(ВЭЖХ) – один из наиболее удобных инструмен-
тальных методов для определения метаболиче-
ских отношений [3]. Цель настоящего исследо-
вания – разработка и валидация методики коли-
чественного определения ГМЛ-1 в плазме крови 
крыс для последующего изучения его экспери-
ментальной фармакокинетики с использованием 
ВЭЖХ/МС.

Структурная формула соединения N-бензил-
N-метил-1-фенилпирроло[1,2-a]пиразин-3-
карбоксамид (далее ГМЛ-1) приведена на рисун-
ке. В работе использовали фармацевтическую 
субстанцию ГМЛ-1 (ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова», Москва, РФ. Серия 170616), 
ацетонитрил («LiChrosolv», «Merck», ФРГ); воду 
ультрачистую («LiChrosolv», «Merck», ФРГ); ам-
мония ацетат («Merck», ФРГ); 85%-ю муравьи-
ную кислоту («Acros Organics», РФ); метанол 
(«LiChrosolv», «Merck», ФРГ); аммиак «ч.д.а.» 
(«Сигма Тек», РФ); хлористый метилен «х.ч.» 
(«Реахим», РФ).

 Исследование выполнено на высокоэф-
фективном жидкостном хроматографе с масс-

селективным детектором типа ионная ловушка 
модели «Agilent 1200 Series LC/MSD Ion Trap» 
(«Agilent», США), оборудованном системой авто-
матического ввода пробы, внешним источником 
ионов с ионизацией электроспреем и управля-
емым компьютером с системой обработки дан-
ных «ChemStation» (v.1.0). Условия проведения 
хромато-масс-спектрометрического анализа в 
опытах следующие: предколонка «Zorbax Eclipse 
XDB-C8» (2,1×12,5 мм, 5 мкм); («Agilent» США), 
колонка «Zorbax Eclipse XDB-C18» (2,1×150 мм; 
5 мкм) («Agilent», США), температура колонки 
30 °С, режим элюирования изократический, под-
вижная фаза – раствор «А» (50 мл 0,1 М раство-
ра аммония ацетата и 5 мл муравьиной кислоты 
доводили водой ультрачистой до общего объема 
1,0 л) и раствор «Б» (50 мл 0,1 М раствора аммо-
ния ацетата и 5 мл муравьиной кислоты дово-
дили метанолом до общего объема 1,0 л) филь-
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тровали через мембранные фильтры с размером 
пор 0,22 мкм («Sartorius», ФРГ), скорость потока 
0,5 мл/мин, тип ионизации – электроспрей (ESI) в 
режиме положительной ионизации, тип детекти-
рования – режим множественных молекулярных 
реакций по дочерним ионам с отношением мас-
сы к заряду m/z = 285 и m/z = 311, полученных 
изолированием и фрагментацией нативного мо-
лекулярного иона с отношением массы к заря-
ду m/z = 342, что соответствует протонированно-
му молекулярному иону ГМЛ-1, объем вводимой 
пробы 5 мкл, время удерживания ~2,0 мин, время 
анализа 4 мин, давление газа-распылителя (азот) 
55 psi, скорость осушающего газа (азот) 10 л/мин, 
температура осушающего газа 350 °C.

В настоящей методике матрицей для приготов-
ления калибровочных стандартов служила плазма 
крови крыс (масса тела 180–220 г), полученных из 
питомника «Столбовая» (Московская обл.). Об-
разцы крови получали методом декапитации ин-
тактных животных. Плазму крови получали цен-
трифугированием образцов цельной крови при 
3500 об/мин в течение 10 мин. Образцы плазмы 
крови хранили при –50 °C. Для пробоподготовки 
образцов к анализу использовали метод жидкость-
жидкостной экстракции. В экстракционную про-
бирку вместимостью 20 мл переносили образцы 
плазмы крови объемом 0,5 мл, добавляли 15 мл 
хлористого метилена и помещали на встряхива-
тель на 10 мин. Полученные образцы помещали в 
морозильную камеру и выдерживали при –50 °С 
в течение 5 мин для замораживания водной фазы. 
Затем органический слой сливали и упаривали на 
водяной бане при 40 °C в токе азота. Сухой оста-

ток растворяли в 0,5 мл метанола. Матричный рас-
твор ГМЛ-1 (100 мкг/мл) готовили растворением 
в метаноле точной навески (0,0100 г) фармацевти-
ческой субстанции ГМЛ-1 в мерной колбе вмести-
мостью 100 мл.

Калибровочные стандарты для валидации были 
приготовлены путем последовательного разбавле-
ния матричного раствора метанолом. Использова-
ли калибровочные стандарты ГМЛ-1 с концентра-
циями 50, 75, 100, 250, 500, 750 и 1000 нг/мл. 

Валидацию методики проводили в соответ-
ствии с «Руководством по валидации аналитиче-
ских методик для производителей лекарств» [4]. 

Калибровочная кривая построена с использова-
нием семи калибровочных стандартов, охватыва-
ющих ожидаемый диапазон концентраций ГМЛ-1 
в плазме крови крыс (50–1000 нг/мл). Самый низ-
кий стандарт на калибровочной кривой соедине-
ния ГМЛ-1, равный 50 нг/мл, был принят в каче-
стве предела количественного определения. 

Зависимость величины хроматографическо-
го пика от концентрации ГМЛ-1 калибровоч-
ных стандартов в области измерения методики 
носила линейный характер в рассматриваемом 
диапазоне концентраций. 

Правильность и воспроизводимость внутри 
одной аналитической серии оценивали по резуль-
татам параллельных анализов образцов контроля 
качества с концентрацией ГМЛ-1, равной 50, 250 
и 1000 нг/мл. Каждый образец контроля качества 
определялся в шести повторностях. Расчет кон-
центраций образцов контроля качества проводили 
по калибровочной кривой, полученной в составе 
той же аналитической серии. Степень извлечения 

Стабильность ГМЛ-1 после пробоподготовки и хранения при комнатной температуре в течение 8 ч

Показатель

Концентрация ГМЛ-1, нг/мл

образцы после пробоподготовки свежеприготовленные образцы

50 250 1000 50 250 1000

43,12 238,98 947,84 46,22 260,52 1044,20

37,22 236,18 968,87 47,1 242,81 978,02

42,35 221,39 977,28 49,23 238,36 974,11

41,24 234,93 886,16 51,06 254,33 966,92

43,17 218,96 978,93 44,35 242,61 1031,20

37,54 228,97 867,26 44,22 258,54 978,13

x 40,77 229,90 937,72 47,03 249,53 995,43

SD 2,72 8,25 48,91 2,71 9,41 33,26

CV% 6,67 3,59 5,22 5,77 3,77 3,34

Разница, % 12,51 7,85 5,77 – – –
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соединения ГМЛ-1 из плазмы крови крыс опреде-
ляли путем сравнения площадей хроматографи-
ческих пиков растворов контроля качества, кото-
рые принимались за 100%, с площадями пиков 
тех же проб, которые подвергались процедуре 
пробоподготовки. Измерения каждого уровня 
концентрации стандартов (низкий – 100 нг/мл, 
средний – 500 нг/мл и высокий – 1000 нг/мл) 
проводили в трех повторностях. Установлено, 
что процент извлечения соединения ГМЛ-1 из 
плазмы крови в среднем составляет 83,63%.

Для оценки стабильности соединения ГМЛ-1 
в плазме крови использовали образцы контроля 
качества, содержащие 50, 250 и 1000 нг/мл, кото-
рые хранились при комнатной температуре и днев-
ном свете после пробоподготовки в течение 8 ч. 
Далее проводили анализ образцов вместе со све-
жеприготовленными образцами в составе одной 
аналитической серии. Значения рассчитанной кон-
центрации ГМЛ-1 после хранения при комнатной 
температуре сравнивали со средними значениями 
концентрации препарата в свежеприготовленных 
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образцах контроля качества. Полученные значе-
ния должны удовлетворять критерию приемлемо-
сти: модуль разницы не должен превышать 15% 
[4]. Результаты представлены в таблице. 

Из приведенных данных следует, что концен-
трации ГМЛ-1 после хранения при комнатной тем-
пературе в течение 8 ч удовлетворяют критерию 
приемлемости, т.е. разница между результатами 
анализа до и после хранения не превышает 15%. 

На основании совокупности полученных дан-
ных можно констатировать, что проведена вали-
дация аналитической методики количественного 
определения соединения ГМЛ-1 в плазме крови 
крыс методом ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием. Нижний предел количествен-
ного определения методики составил 50 нг/мл. 
Правильность и воспроизводимость результатов 
анализа с учетом критериев приемлемости соблю-
дались во всем интервале исследуемых концентра-
ций (50–1000 нг/мл). При комнатной температуре 
пробы сохраняют стабильность после пробоподго-
товки на протяжении 8 ч.
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