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Введение 
 
 
 

Актуальность проблемы 

Терапевтический лекарственный мониторинг (ТЛМ) является важным 

инструментом повышения эффективности и безопасности фармакотерапии за 

счёт проведения индивидуализированного подбора и выбора оптимальных 

режимов дозирования лекарственных препаратов на основании изучения 

профиля концентраций действующих веществ и/или их метаболитов в 

различных биологических матрицах пациентов [5].  

Список лекарственных веществ регламентируется приказом 

министерства здравоохранения российской федерации от 2 ноября 2012 г. N 

575н об утверждении порядка оказания медицинской помощи по профилю 

"клиническая фармакология" подлежащих мониторингу в России, содержит 

около 50 наименований. Особое внимание заслуживает обеспечение 

эффективности и безопасности использования противоопухолевых 

препаратов и антибиотиков, что обусловлено рядом причин: серьезные 

побочные эффекты, тяжелое состояние пациентов, широкий спектр 

сопутствующей терапии, отсутствие адекватных временных ресурсов для 

подбора оптимальных дозировок. Широкое использование препаратов 

данных групп в ряде случаев не приводит к ожидаемому эффекту терапии, 

что может быть связано с индивидуальными особенностями 

фармакокинетики препаратов [18]. 

Проведение терапевтического лекарственного мониторинга, как 

правило, связано с использованием сыворотки крови либо плазмы в качестве 

биологического материала для количественного определения изучаемого 

лекарственного препарата и/или его метаболита. Основой для получения 

данных биоматриц выступает цельная кровь, взятая у пациента путём 

стандартной венепункции. Однако во многих ситуациях данный способ 
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взятия проб не является оптимальным либо невыполним в принципе, что 

существенно ограничивает возможности оптимизации фармакотерапии с 

использованием ТЛМ в реальной клинической практике [195]. 

В связи с этим в последние годы всё большее внимание уделяется 

разработке более удобных и менее инвазивных технологий получения 

биоматериала, одним из которых является метод «высушенной капли крови» 

(Dried blood spot, DBS) [200]. 

Данный метод основан на получении минимальных количеств 

капиллярной крови путём пальцевого прокола с последующим нанесением 

капли крови на маркированную область специальной бумаги, на которой 

полученная капля высыхает, после чего образец может быть 

транспортирован в лаборатории. На этапе его подготовки к анализу 

фиксированный по площади участок бумаги с каплей крови вырезается, 

помещается в растворитель определённого состава для экстракции веществ, 

которые впоследствии количественно определяются с помощью различных 

биоаналитических технологий, наиболее востребованной из которых 

является хромато-масс-спектрометрия [56, 138].  

Однако используемые в настоящее время требования к валидации 

биоаналитических методик, которые описаны в руководствах для 

традиционных матриц, не обеспечивают всех необходимых аспектов 

разработки метода аналитической и клинической валидации анализов DBS 

для ТЛМ. Различные специфические характеристики, такие как: влияние 

гематокрита, гомогенность капли и её размер, тип бумаги для DBS и/или её 

производитель, могут повлиять на получаемый результат и требуют 

дополнительной валидации [16]. 

В связи с этим, на сегодняшний день стоит необходимость в разработке 

соответствующих аналитических методик новой технологии для успешного 

проведения ТЛМ как одного из возможных путей повышения эффективности 

и безопасности его применения [16]. 
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Степень разработанности темы 

В последние годы для устранения ограничений при проведении ТЛМ и 

изучения различных лекарственных препаратов всё большее внимание 

уделяется разработке более удобных и менее инвазивных технологий 

получения биоматериала, одним из которых является метод «высушенной 

капли» (DBS, dried blood spot), обладающий рядом объективных 

преимуществ, перед стандартными способами пробоподготовки [2]. 

Мониторинг на основе DBS может быть более экономически 

эффективным подходом, не только позволяющим проводить лечение с 

учетом потребностей пациента, но и применяться для проверки соблюдения 

пациентом режима дозирования [3] 

Однако используемые в настоящее время требования к валидации 

биоаналитических методик, которые описаны в руководствах для 

традиционных матриц, не обеспечивают всех необходимых аспектов 

разработки метода, аналитической и клинической валидации анализов DBS 

для ТЛМ [40]. Различные специфические характеристики, такие как: влияние 

гематокрита, гомогенность капли и её размер, тип бумаги для DBS и/или её 

производитель могут повлиять на получаемый результат и требуют 

дополнительной валидации [50]. 

 

Цель работы 

Разработка высокочувствительных методик количественного хромато-

масс-спектрометрического анализа лекарственных препаратов и оптимизация 

протоколов взятия, хранения и анализа биологических образцов при 

проведении терапевтического лекарственного мониторинга с использованием 

метода «высушенной капли». 

 

Задачи работы 
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1) разработать и валидировать методы количественного ВЭЖХ-

МС/МС определения лекарственных препаратов: эверолимус, ванкомицин, 

пиперациллин, ивабрадин в плазме крови с использованием стандартных 

методов пробоподготовки (преципитации белков и др.); 

2) провести оптимизацию параметров количественного ВЭЖХ-

МС/МС определения данных лекарственных препаратов, обладающих узким 

терапевтическим диапазоном, в цельной крови с использованием технологии 

«высушенной капли»;  

3) проанализировать влияние характеристик биологических матриц 

на валидационные параметры методов количественного определения 

лекарственных препаратов с использованием различных типов 

пробоподготовки;  

4) разработать и оптимизировать протоколы взятия, хранения и 

анализа биологических образцов, обеспечивающие достижение приемлемых 

валидационных характеристик методов количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения выбранных лекарственных препаратов с целью последующего 

проведения фенотипирования и терапевтического лекарственного 

мониторинга с использованием метода «высушенной капли крови». 

 

Научная новизна исследования 

Впервые разработан метод количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения ивабрадина с использованием «высушенной капли крови» в 

качестве пробоподготовки с целью последующего фенотипирования CYP3A4 

с использованием «ивабрадинового теста» для проведения мониторинга 

изменения активности данного изофермента у пациентов, получающих его 

индуктор либо ингибитор в составе плановой фармакотерапии. 

Впервые разработаны и валидированы методы количественного 

ВЭЖХ-МС/МС определения лекарственных препаратов с узким 

терапевтическим диапазоном: эверолимуса, ванкомицина, пиперациллина, 

используя инновационную методику пробоподготовки «высушенной капли».  
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Проанализировано влияние характеристик биологических матриц на 

валидационные параметры методов количественного определения 

лекарственных препаратов с использованием различных типов 

пробоподготовки. 

Впервые разработаны протоколы и даны практические рекомендации 

по подготовке биологических образцов с использованием технологии 

«высушенной капли», обеспечивающие достижение приемлемых 

валидационных характеристик для методов количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения лекарственных препаратов, с целью их использования при 

проведении терапевтического лекарственного мониторинга и оптимизации 

режима дозирования ЛП для различных групп пациентов. 

 

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Предложены новые протоколы взятия, хранения и анализа 

биологических образцов, обеспечивающие достижение приемлемых 

валидационных характеристик при количественном ВЭЖХ-МС/МС 

определении лекарственных препаратов с использованием метода 

«высушенной капли». 

Это позволит в дальнейшем успешно проводить фенотипирование с 

использованием «ивабрадинового теста» и ТЛМ для целого ряда 

клинических ситуаций, таких как [124]:  

● высокая внутри- и межиндивидуальная вариабельность 

фармакокинетических параметров;  

● для новорожденных и тех групп пациентов, где стандартные методы 

отбора цельной крови вызывают значительные затруднения; 

● проведение фармакотерапии у пациентов с нарушением функций почек 

и/или печени;  

● назначение препаратов с узким терапевтическим диапазоном;  

● оптимизация режима дозирования препаратов на фоне полипрагмазии;  
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● изучение соблюдения пациентами назначенной врачом схемы приёма 

препарата 

Методы исследования. 

Для разработки ВЭЖЗ-МС/МС методов были опробованы различные 

варианты хроматографических и масс-спектрометрических условий, 

включающие варьирование состава элюента, режима элюирования, скорости 

потока, диапазона регистрируемых масс, поляризации, напряжения 

электроспрея, потенциал декластеризации, давления газа завесы и газа 

распыления. А после выбраны оптимальные условия, при которых пик 

исследуемого вещества был симметричной формы с пригодным для анализа 

временем удерживания. 

Валидацию биоаналитической методики проводили в соответствии с 

требованиями Евразийского экономического союза, а также с руководствами 

FDA (U.S. Food and Drug Administration) и EMA (European Medicines Agency). 

 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Метод «высушенной капли крови» может быть использован для 

фенотипирования в ивабрадиновом тесте пациентов при проведении ТЛМ, 

клинических испытаний инновационных лекарственных средств и оценки 

биоэквивалентности дженериков. Выявлено, что использование в качестве 

пробоподготовки метода «высушенной капли крови» в отличии от 

твердофазной экстракции позволяет снизить время анализа более чем в 4 

раза. Высушенная капля не требует дополнительного оборудования, более 

проста в применении и менее затратная по ресурсу и по времени. Также 

увеличилась чувствительность анализа в 10 раз, при этом количество 

биообразца для нового метода составляет всего несколько капель цельной 

крови.  

2. Метод «высушенной капли крови» может быть применен для 

проведения ТЛМ, так как требует малых объемов проб крови, позволяет 

сократить время анализа, повысить пороги определения лекарственных 
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средств и проводить мониторинг в любых возрастных категориях, как у 

новорожденных, так и у пожилых людей. Валидированные параметры 

методики количественного ВЭЖХ-МС/МС определения концентрации 

лекарственных средств ванкомицин, пиперациллин и эверолимус могут быть 

использованы в клинической практике. Образцы «высушенной капли крови» 

стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. Проведенная 

оценка специфических параметров валидации не показала влияние на 

результат анализа и соответствуют критериям приемлемости. 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность полученных результатов подтверждается достаточным 

объемом экспериментального материала, полученного с использованием 

современных методов. Разработанными и апробированными протоколами 

взятия и хранения образцов. А также последующими разработанными 

методиками количественного ВЭЖХ-МС/МС анализа. 

Основные результаты работы были доложены на XXV Региональной 

конференции молодых учёных и исследователей Волгоградской области 

(Волгоград, 24 ноября 2020 года), 78-й международной научно-практической 

конференции молодых ученых и студентов (Волгоград, 14–16 октября 2020 

г.), 76-й международной научно-практической конференции молодых ученых 

и студентов, (Волгоград, 25–28 апреля 2018 г.). 

 

Личный вклад автора 

Автор принимал активное участие на всех этапах работы. Проведён 

анализ литературных данных по теме исследования, на основании чего были 

разработаны соответствующие протоколы. Автор активно принимал участие 

в экспериментальной части, обработка полученных результатов и написании 

научных статей 

 

Публикации по теме диссертации 
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По теме диссертации опубликовано 10 печатных работ из которых 6 в 

рецензируемых научных изданиях, включенных в перечень Высшей 

аттестационной комиссии при Министерстве науки и высшего образования 

Российской Федерации. 

 

Структура и объем работы 

Диссертация изложена на 122 страницах машинописного текста и 

включает следующие разделы: введение, обзор литературы, материалы и 

методы исследования, полученные результаты и их обсуждение, а также 

выводы, практические рекомендации и список литературы, включающий 201 

источник из которых 45 отечественных и 156 зарубежных. Диссертация 

иллюстрирована 29 рисунками и 18 таблицами.  
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ГЛАВА 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
 
 
 

1.1 Терапевтический лекарственны мониторинг 
 

В аптеках появляются десятки новых лекарственных средств, 

дженериков и усовершенствованных лекарственных форм [118]. Однако 

вместе с ростом числа лекарственных препаратов, возрастает риск 

неблагоприятных побочных реакций, связанных с более интенсивной 

фармакотерапией. В промышленно развитых странах, например, в США, 

осложнения лекарственной терапии занимают 4-е место в качестве причин 

смертности после сердечно-сосудистых заболеваний, злокачественных 

опухолей и инсультов [118]. 

Для многих лекарственных препаратов риск проявления 

неблагоприятных эффектов при достижении их минимальной токсической 

концентрацией достаточно высок. Такие препараты имеют узкий диапазон 

между минимальной концентрацией, оказывающей необходимый 

лекарственный эффект, и минимальной токсической, при которой 

проявляются побочные эффекты. Этот диапазон является желательным 

терапевтическим коридором препарата.  

Однако достижение необходимого эффекта лекарственного препарата в 

реальной клинической практике и корреляция его с концентрацией в крови 

носит достаточно сложный характер [19]. 

Увеличивает вероятность достижения неблагоприятных лекарственных 

реакций не только узкий терапевтический диапазон препарата, но и ряд 

функциональных состояний организма: патологии, возрастные и 

генетические особенности, разница в биодоступности, а также 

дополнительное взаимодействие лекарственных препаратов, принимаемых 

одновременно [11].  



13 
 

 
 

Также на уровень концентрации в крови и, следовательно, на 

фармакокинетические параметры и развитие фармакодинамического эффекта 

могут влиять: количество принимаемой жидкости, интервал времени между 

едой и приёмом препаратов, рН желудочного сока, моторика желудочно-

кишечного тракта, объём и состав пищи, интервал времени между едой и 

приёмом препаратов. На характер распределения препарата внутри 

сосудистого русла влияет: растворимость в липидах, связывание препарата и 

его метаболитов с белками, интенсивность регионарного кровотока, наличие 

сопутствующей соматической патологии. На элиминацию лекарственных 

веществ может повлиять назначение индукторов или ингибиторов 

микросомальных ферментов печени, наличие сопутствующей соматической 

патологии [11]. 

Среди множества факторов, определяющих отклонение от 

терапевтического уровня лекарственных средств в крови, хочется отметить 

важность экологической ситуации в регионе проживания больных. Ранее 

было установлено, что у детей больных эпилепсией в экологически 

неблагоприятном регионе концентрация противоэпилептических средств 

чаще не достигала необходимого уровня по сравнению с больными более 

благоприятных районов [165, 11]. 

Множество вышеперечисленных факторов вызывает необходимость к 

более индивидуальному подходу к каждому пациенту, учитывая его 

различные факторы вариабельности, которые могут привести к разной 

концентрации лекарственного препарата в крови и, следственно, разному 

фармакодинамическому эффекту. Одним из таких подходов является 

использование терапевтического лекарственного мониторинга (ТЛМ). 

ТЛМ является важным инструментом повышения эффективности и 

безопасности фармакотерапии за счёт проведения индивидуализированного 

подбора и выбора оптимальных режимов дозирования лекарственных 

препаратов на основании изучения профиля концентраций действующих 
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веществ и/или их метаболитов в различных биологических матрицах 

пациентов [5, 36].  

Главное положение терапевтического лекарственного мониторинга 

основано на том, что наблюдается равновесное состояние между 

концентрацией активного вещества в крови и в месте его действия.  

Необходимость проведения ТЛМ обусловлена следующими основными 

причинами [19, 37]:  

•для выявления соотношения между дозой и концентрацией препарата 

в крови, с одной стороны, и фармакологическим (или токсическим) 

эффектом препарата – с другой: 

• проведение фармакотерапии у пациентов с нарушенной функцией 

почек или печени;  

• оптимизация режима дозирования препаратов на фоне 

полипрагмазии;  

• изучение соблюдения пациентами назначенной врачом схемы приёма 

препарата; 

•высокой межиндивидуальной вариацией фармакокинетических 

параметров, приводящей к существенным различиям уровня стационарных 

концентраций препарата в крови;  

•узким терапевтическим коридором многих лекарственных препаратов, 

когда зона положительного эффекта находится достаточно близко от зоны 

побочных эффектов.  

Список таких лекарственных веществ, регламентируется приказом 

министерства здравоохранения российской федерации от 2 ноября 2012 г. N 

575н об утверждении порядка оказания медицинской помощи по профилю 

"клиническая фармакология" подлежащих мониторингу в России, содержит 

около 50 наименований. ТЛМ активно используется в практике лечения 

онкологических заболеваний. Особое внимание заслуживает обеспечение 

эффективности и безопасности использования противоопухолевых 

препаратов, антибиотиков, иммуносупрессантов, противосудорожных и 
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противоэпилептических препаратов, что обусловлено рядом причин: 

серьезные побочные эффекты, тяжелое состояние пациентов, широкий 

спектр сопутствующей терапии, отсутствие адекватных временных ресурсов 

для подбора оптимальных дозировок. Широкое использование препаратов 

данных групп, в ряде случаев, не приводит к ожидаемому эффекту терапии, 

что может быть связано фармакокинетическими особенностями препарата. 

(Родионов Г. Г. и др, 2018) 

При социально значимых и широко распространенных заболеваниях, к 

которым относится сахарный диабет, во всем мире чаще применяют 

воспроизведенные препараты [25]. Количество производителей 

глибенкламида составляет десятки, причем выпускаются как монопрепараты 

в различных дозировках, так и комбинированные лекарственные формы. 

Только в России на начало 2020 года зарегистрировано 20 препаратов 

глибенкламида. При этом технология производства, используемая 

субстанция, и вспомогательные вещества значительно отличаются у разных 

производителей. В результате на практике после подтвержденной в ходе 

регистрации биоэквивалентности препарата проявляется его терапевтическая 

неэквивалентность. Как показано в работах [31, 166], это стало общемировой 

проблемой, решением которой может быть более тщательная экспертиза 

препаратов при регистрации или проведение постмаркетинговых 

исследований, как это делается в США. В настоящее время в нашей стране 

зарегистрированы препараты ГЛБ, фармакокинетика которых 

принципиально различается, её особенности влияют на риск развития 

нежелательных реакций, что и вызывает необходимость проведения 

терапевтического лекарственного мониторинга [7]. 

Существует необходимость проведения ТЛМ антипсихотропных 

лекарственных средств, так как значительная индивидуальная 

вариабельность концентрации данных препаратов у различных пациентов 

оказывает существенное влияние на результаты лечения. Однако не для всех 

препаратов целесообразно его проводить, необходимо учитывать 
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комплексное состояние пациента и не проводить изменение лекарственной 

терапии, основываясь только о концентрации антипсихотропных средств [32, 

102]. 

ТЛМ позволяет быстро и точно определять индивидуальный уровень 

статинов и их метаболитов в крови у конкретного пациента. Этот метод 

можно использовать для персонализированной терапии у пациентов с 

нарушением функции печени, почек, желудочно-кишечного тракта, в 

условиях полипрагмазии, а также для проверки комплаентности пациента 

при выявлении причин недостаточной эффективности лечения [16]. Однако в 

настоящий момент применение ТЛМ при назначение статинов не имеет 

широкого распространения, и, соответственно, отсутствуют рекомендации к 

его проведению.  

По мнению авторов, одного исследования [38], в настоящее время 

должны быть разработаны, утверждены и испытаны на применимость 

методы определения в плазме крови человека всех продаваемых в настоящее 

время статинов и их активных метаболитов, которые могут в дальнейшем 

применяться для мониторинга терапевтических препаратов, а также для 

проверки приверженности к лечению [38]. 

Различные факторы вариабельности фармакологического ответа 

лекарственных препаратов предопределяет необходимость в более точной и 

персонализированной терапии не только на уровне генотипа, но и фенотипа 

[129]. 

 

1.2 Фенотипирование 
 

Разрабатываемые новые методы, направленные на индивидуализацию 

фармтерапии, должны учитывать влияние различных факторов на меж- и 

внутрииндивидуальную вариабельность. Данные факторы этой 
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вариабельности, которые могут быть обусловлены полом, возрастом 

пациентов, генетическим полиморфизмом, по мимо этого должны 

учитываться различные сопутствующие заболевания, экология, диета, а 

также различные межлекарственные взаимодействия [24].  

Особое место среди данных факторов занимают различия в скорости 

биотрансформации лекарственных веществ, что зависит от активности 

участвующих в этих трансформациях ферментов. При этом ряд факторов 

могут как повышать, так и понижать данную активность и в свою очередь 

оказывать влияние на концентрацию того или иного лекарственного 

препарата в крови и соответствующий фармакологический ответ. 

Группой исследователей было установлено, что изофермент CYP3A4 

участвует в метаболизме более 60% лекарственных препаратов, многие из 

которых либо усиливают, либо угнетают его активность. Это означает, что 

при приеме нескольких лекарственных препаратов изменяется их метаболизм 

и вследствие этого концентрации данных препаратов в крови [129]. 

Получение не целевых концентраций приводит к неэффективной 

фармтерапии и повышению риска нежелательных реакций, что вызывает 

необходимость в корректировке режимов дозирования и разработке других 

стратегий назначения лекарственных препаратов и поиску подходов к 

определению активности ферментов метаболизма данных лекарственных 

средств [129]. 

Существуют два принципиальных подхода к определению активности 

таких ферментов: гено- и фенотипирование. Фенотипирование заключается в 

оценке их активности данных ферментов in vivo с использованием различных 

маркёрных субстратов [24]. 

Были проведены исследования, где в качестве маркерного субстрата 

для прогнозирования активности данного фермента был выбран ивабрадин, 

метаболизм которого связан исключительно с CYP3A4. Было предложено 

оценивать ингибирование или индукцию изоформы CYP3A4 с помощью 

метаболического отношения N-деметиливабрадин/ивабрадин. Результаты 
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показали, что данное отношение статистически значимо уменьшается на 

фоне приема ингибитора CYP3A4 (грейпфрутовый сок) и достоверно 

увеличивается на фоне приема индуктора CYP3A4 (зверобой 

продырявленный) [41]. 

Совместный прием нескольких лекарственных препаратов также может 

повлиять на их метаболизм. При назначении нескольких лекарственных 

препаратов необходимо учитывать их конкурентное связывание с 

ферментами и вследствие этого изменение их активности. Так ивабрадин, 

благодаря своим фармакокинетическим свойствам, может конкурировать с 

другими субстратами за связывание с CYP3A4, что будет снижать его 

активность. При совместном назначении ивабрадина со статинами — 

субстратами CYP 3А4 возможно увеличение плазменных концентраций 

последних с повышением риска развития нежелательных лекарственных 

реакций [21]. 

Таким образом, фенотипирование CYP3A4 с использованием 

«ивабрадинового теста» позволяет проводить мониторинг изменения 

активности данного изофермента у пациентов, получающих его индукторы 

либо ингибиторы в составе плановой фармакотерапии. Также, 

метаболическое отношение может служить достоверным показателем 

активности фермента CYP3A4 и использоваться для разработки протокола 

оптимизации фармакотерапии у пациентов на фоне полипрагмазии [12]. 

Однако повышение метаболического отношения может быть связано с 

индуцирующим действием алкоголя на различные ферментативные системы 

организма, включающие цитоплазменные оксидаз, микросомальные 

оксигеназы и ряд изоферментов системы цитохрома P450, в том числе и 

CYP3A4, субстратом которого является ивабрадин. В то же время, 

наблюдаемое снижение общей экскреции ивабрадина и его метаболита 

свидетельствует о снижении скорости всасывания ивабрадина в желудочно-

кишечном тракте [32]. 
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Группой исследователей было предложено фенотипирование CYP2C9, 

как способ оценки риска развития нежелательных реакций при применении 

глибенкламида. Данный подход можно реализовать путем сравнения 

концентраций веществ, метаболизируемых изоферментом CYP2C9, в группах 

пациентов с полиморфизмом и без полиморфизма соответствующего гена. 

Например, S. Gravel с соавт. [11] было показано, что у больных сахарным 

диабетом наблюдается незначительное повышение активности этого 

изофермента. Авторы данного исследования сделали вывод, что более 

глубокое понимание метаболических процессов позволит увеличить 

эффективность и безопасность фармакотерапии 

Однако ввиду сложностей в оценке терапевтической эквивалентности 

препаратов глибенкламида, терапевтический лекарственный мониторинг 

может оказаться наиболее полезным методом контроля, так как гено- и 

фенотипирование CYP2C9 позволяют прогнозировать только скорость 

биотрансформации препаратов глибенкламида, в то время как при прямом 

определении концентрации в ходе ТЛМ результаты зависят и от скорости 

всасывания препарата в желудочно-кишечном тракте. Таким образом, ТЛМ 

может помочь пациентам с сахарным диабетом 2 типа в составе 

комбинированной терапии [7]. 

 

1.3 Методы и стратегии, используемые при терапевтическом 

лекарственном мониторинге 
 

В настоящее время применялись различные методы и стратегии 

проведения терапевтического лекарственного мониторинга при 

использовании препаратов с узким терапевтическим диапазоном и в тех 

клинических случаях, для которых необходим ТЛМ.  

Наиболее востребованным оказался мониторинг 

противоэпилептических средств у больных эпилепсией и определение 

циклоспорина и такролимуса у пациентов с трансплантацией органов (чаще с 
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пересадкой почек) [32, 6]. Из исследований, проводимых авторами, более чем 

у ¼ больных при эмпирическом назначении противоэпилептических 

препаратов оптимальный уровень концентраций в крови не достигается. 

Таким образом, очевидна необходимость ТЛМ при лечении 

противоэпилептическими средствами, учитывая, что эффективность данных 

препаратов определенно зависит от их содержания в крови [165, 187]. 

Иммунносупрессанты также являются препаратами, для которых 

необходим терапевтический лекарственный мониторинг. После 

трансплантации органов необходимо принимать иммунодепрессанты в 

течение всей жизни, чтобы избежать реакции отторжения. При этом 

иммуносупрессанты обладают очень узким терапевтическим диапазоном и 

высокой токсичностью. Применение в клинической практике лекарственного 

мониторинга делает возможным оптимизацию иммуносупрессивной терапии, 

что позволяет поддерживать концентрацию препаратов в рамках 

терапевтического диапазона и избежать нежелательных реакций [165]. 

Поэтому жизненно важным является мониторинг основных 

иммунодепрессантов: циклоспорина А, такролимуса, сиролимуса и 

эверолимуса для регулирования дозы лекарств для каждого индивидуального 

пациента в зависимости от концентрации препарата в крови [5, 26, 36,180,]. 

Мониторинг концентрации иммуносупрессантов должен проводиться 

каждый раз при коррекции дозы этих препаратов, изменении 

схемы иммуносупрессивной терапии, а также назначении сопутствующих 

препаратов, что часто используется в различных стратегиях 

иммуносупрессивной терапии [165]. 

В настоящее время для определения концентрации 

иммуносупрессантов все чаще в клинических лабораториях используются 

ВЭЖХ/МС/МС как наиболее эффективные и специфичные методы анализа. 

Так, в клинике университета Мюнхена ежедневно проводится анализ около 

70 образцов на содержание сиролимуса и циклоспорина А с использованием 

ВЭЖХ/МС/МС системы [180]. 
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Стандартные режимы дозирования у пациентов, находящихся в 

критическом состоянии, не всегда могут привести к желаемым результатам, 

поэтому всё чаще используется адаптация режимов дозирования в 

зависимости от демографических, клинических и/или ФК данных 

конкретного пациента, характеристик инфекционного процесса, в том числе 

и для терапии меропенемом [137]. По фармакокинетической модели или по 

индивидуальным значениям ФК параметров, оцененным на основе данных 

терапевтического лекарственного мониторинга, зная или предполагая 

уровень МПК, с помощью моделирования можно прогнозировать 

вероятность достижения выбранной фармакодинамической цели при 

планируемом режиме дозирования, чтобы не поставить под угрозу 

эффективность проводимой терапии [8]. 

Многие исследователи сходятся во мнении, что индивидуализация 

дозирования на основе ТЛМ как с использованием специального 

программного обеспечения, так и без него, может улучшить результаты 

терапии бета-лактамными антибиотиками, включая меропенем [137, 30]. 

Считается, что процедура ТЛМ меропенема не даёт дополнительное 

клиническое преимущество при относительно лёгких инфекционных 

процессах и/или низком уровне резистентности микроорганизмов. Однако у 

пациентов с труднопредсказуемой фармакокинетикой или в случае тяжёлых 

инфекций, вызванных патогенными микроорганизмами с высоким значением 

МПК, ТЛМ меропенема помогает в персонализации терапии [19,30]. Кроме 

того, по данным литературы, пациенты, которые с наибольшей вероятностью 

получат пользу от ТЛМ, включают тяжелобольных, пожилых людей, 

пациентов с нарушением функции почек, в том числе находящиеся на 

диализе, больных муковисцидозом, остеомиелитом, простатитом, 

менингитом и др. [19, 37, 14]. 

Нарушения функций почек также вносит существенный вклад в 

фармакокинетические параметры. Ранее уже были проведены исследования, 

которые были проведены методом математического моделирования и 
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терапевтического лекарственного мониторинга у пациентов с нарушением 

функции почек и с инфекционными осложнениями. При этом было 

продемонстрировано, что при стандартном подходе к дозированию в 65 % 

случаев не удаётся достичь целевых значений для Сtrough 15–20 мкг/мл через 

48 ч от начала терапии. Что свидетельствует о высокой вариабельности 

параметров ФК ванкомицина, особенно в группе пациентов с нарушением 

функции почек [150, 20]. 

Проводились исследования, в результате которых оказалось, что 

разные препараты вальпроевой кислоты и карбамазепина не всегда 

обеспечивают одинаковые уровни лекарственного средства в плазме крови.  

Следовательно, при переходе с одного противоэпилептического препарата к 

другому, содержащему аналогичную фармацевтическую субстанцию, 

необходима коррекция доз с учетом данных ТЛМ [165]. 

Различные стратегии и методы применения терапевтического 

лекарственного мониторинга не всегда оптимальны для всех клинических 

ситуаций, а в некоторых случаях его проведение невыполнимо в принципе. 

 

1.4 Сложности терапевтического лекарственного мониторинга 
 

Для некоторых лекарственных препаратов в настоящее время не 

хватает или нет рекомендаций по терапевтическому мониторингу (Шульц и 

Махмуд, 2020). Однако ТЛМ может помочь определить оптимальный 

диапазон концентрации в сыворотке/ плазме крови для конкретного 

больного, что позволит поддерживать эффективную концентрацию 

препарата, а также возникновение побочных эффектов [1, 6]. 

При этом разработка и проведение аналитических методов определения 

тех или иных лекарственных препаратов имеет достаточно высокую 

стоимость и трудоемкость, что делает терапевтический лекарственный 

мониторинг не всегда доступным во всех медицинских учреждениях [32, 40]. 
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Также остаются вопросы о стандартизации терапевтического 

лекарственного мониторинга. Существуют различные методы анализа и 

интерпретации данных, создаются новые способы анализа и 

пробоподготовки, при этом не всегда эти методики воспроизводимы, а 

отсутствие единой методологии, особенно для новых методов, может 

привести к различным результатам [140].  

Проведение терапевтического лекарственного мониторинга, как 

правило, связано с использованием сыворотки крови, либо плазмы в качестве 

биологического материала для количественного определения изучаемого 

лекарственного препарата и/или его метаболита. Основой для получения 

данных биоматриц выступает цельная кровь, взятая у пациента путём 

стандартной венепункции. Однако во многих ситуациях данный способ 

взятия проб не является оптимальным, либо невыполним в принципе, что 

существенно ограничивает возможности оптимизации фармакотерапии с 

использованием ТЛМ в реальной клинической практике [152, 180].  

Например, в случае проведения ТЛМ у новорожденных детей, для 

которых лекарственная терапия, особенного препаратами с узким 

терапевтическим диапазоном, вызывает ряд трудностей [37, 119, 33]. 

Особенно часто назначаемыми препаратами для новорожденных 

являются антибиотики. Около 2,5 % доношенных детей получают 

антибиотикотерапию в первые три дня жизни [43]. Однако следует 

учитывать, что набор различных физиологических и аутоиммунных 

особенностей у данной группы пациентов влияет на фармакокинетику 

лекарственных препаратов и может привести к неэффективной 

фармакотерапии и развитию нежелательных лекарственных реакций, что 

осложняет применение антибиотиков, с узким терапевтическим диапазоном. 

Таким препаратом является ванкомицин, который назначается при лечении 

тяжелых инфекций [37, 43, 39]. Это делает невозможным использование у 

данной категории пациентов дозировок, рассчитанных для других 

возрастных групп, в связи с высоким риском развития нежелательных 
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явлений и лекарственных взаимодействий, что обусловливает 

целесообразность проведения ТЛМ [148]. 

Однако необходимость в достаточно большом количестве образцов 

крови, которое необходимо взять у данных пациентов, может вызвать 

некоторые проблемы, поскольку множественные заборы крови в достаточно 

большом количестве могут привести к неблагоприятным гемодинамическим 

эффектам у новорожденных и детей младшего возраста [186, 163]. 

У пожилых людей стандартная венепункция может представлять также 

сложную задачу из-за возрастных изменений кожи и кровеносных сосудов. 

Также остеоартрит может препятствовать выпрямлению руки при 

венепункции.  

В связи с этим необходимы новые способы оптимизации ТЛМ, 

построение фармакокинетических моделей и новые методы получения 

биообразцов для проведения терапевтического лекарственного мониторинга 

[91]. 

Исходя из этого, в последние годы всё большее внимание уделяется 

разработке более удобных и менее инвазивных технологий получения 

биоматериала, одним из которых является метод «высушенной капли» (от 

англ. – dried blood spot, DBS) [23, 167, 176, 108]. 

 

1.5 Общие положения метода “высушенной капли” 
 

Отбор проб «высушенной капли крови»— это метод пробоподготовки, 

который является относительно простым методом сбора небольших объемов 

крови, предлагающий отойти от сбора плазмы и не предполагает заморозки 

образцов. 

Метод “высушенной капли крови” представляет широкий спектр 

возможных применений, которые невыполнимы или затруднены с 

использованием традиционных методов сборов биообразцов [1, 61, 120, 152, 

183]. 
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Технология основана на получении минимальных количеств 

капиллярной крови путем пальцевого прокола с помощью специального 

ланцета. Первая капля крови содержит большое количество тканевой 

жидкости и поэтому ее убирают ватным диском. Последующие капли 

наносятся на специальные бумажные фильтры. Объем собранной крови 

строго стандартизован с помощью отмеченной области на фильтре. Затем 

образец сохнет на фильтровальной бумаге при комнатной температуре и 

используется для анализа [50, 73, 117, 124, 175, 71]. 

Стандартный подход к подготовке образца для анализа состоит из 

выреза диска фильтровальной карты определенного диаметра с последующей 

экстракцией аналита. Вырезанный диск образца размером от 3 до 8 мм 

экстрагируется органическим растворителем или смесью водного и 

органического растворителя. Внутренний стандарт добавляют к 

экстракционному растворителю. Затем экстракт анализируют с помощью 

различных аналитических методик, одной из которых является ВЭЖХ-МС-

МС. Такой стандартный подход (извлечения аналита, предоставляющий 

жидкий образец для ВЭЖХ-МС/МС анализа), подходит для подавляющего 

большинства соединений [95, 109, 143, 170]. 

Образцы «высушенной капли» совместимы с большинством 

биоаналитических методик, которые позволяют существующим 

лабораториям легко перенимать эту технологию. «Высушенная капля» — это 

универсальная матрица, поэтому все, что может быть проанализировано из 

жидкой цельной крови, плазмы или сыворотки, может быть 

проанализировано и в образцах «высушенной капли» [183, 66, 196, 93]. 

При использовании оптимизированной пробоподготовки и метода 

анализа образцов, данный метод может иметь широкое применение в 

доклинических и клинических исследованиях, терапевтическом и 

токсилогическом мониторинге лекарственных средств. 

«Высушенная капля крови» представляет более эффективную модель 

анализа лекарственных средств и может обеспечить столь необходимые 
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фармакокинетические результаты достаточно эффективным и надежным 

способом [103, 66, 106, 128,145]. 

Благодаря многочисленным преимуществам этот метод отбора проб 

выглядит достаточно привлекательным, а его преимущества перед 

стандартными методами пробоподготовки привлекли внимание многих 

исследователей [199,106, 135, 149]. 

 

1.6 Преимущества и недостатки метода высушенной капли 
 

Измерение концентраций лекарственных препаратов в высушенных 

каплях крови представляет собой способ преодоления многих ограничений 

терапевтического лекарственного мониторинга. Образцы крови в небольшом 

объёме, полученные путем пальцевого или пяточного прокола, могут быть 

взяты серийно и нанесены на фильтровальную бумагу, позволяя расширить 

фармакокинетические / фармакодинамические исследования лекарственных 

препаратов [68, 107, 191]. 

Большинство аналитов могут быть более стабильны в образцах 

«высушенной капли», чем в замороженных образцах.  

В отличие от жидких образцов плазмы или сыворотки, данные образцы 

имеют более удобное хранение и транспортировку. Образцы DBS могут быть 

отправлены или транспортированы с помощью обычных почтовых систем 

без специальных почтовых коробок [35, 100, 104]. 

Наборы для отбора проб для стандартных образцов крови требуют 

больше лабораторного оборудования, особенно пробирок, чем для 

пробоотбора DBS [59, 172]. 

Более того, процесс сбора таких образцов не требует использования 

антикоагулянтов, которые ограничивают ряд манипуляций [49, 199]. 

Все вышеперечисленные преимущества метода «высушенной капли 

крови» могут помочь в проведении терапевтического лекарственного 

мониторинга, особенно в тех ситуациях, где он был затруднен с 
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использованием стандартных методов пробоподготовки. А также на стадии 

разработки лекарственных препаратов и составлении различных 

популяционно фармакокинетических моделей разных групп пациентов [48, 

77, 99, 133, 168]. 

Однако данный метод не лишен недостатков, которые заключаются в 

следующем: 

• Доступны только небольшие объемы образцов крови, поэтому 

требуется чувствительный метод анализа. 

• Риск контаминации. Если один и тот же человек выполняет прокол 

пальца и дозирование, возможен риск загрязнения фильтровальной бумаги. 

• Нет запасного образца. 

• Несмотря на приемлемую подготовку пациента, отбор проб не всегда 

успешен. 

• Требуется широкая валидация. Следует понимать влияние изменений 

значений гематокрита (Hct) на размер и однородность пятна, а также их 

влияние на эффективность анализа. Влияние объема пятен крови и 

однородности пятна должны быть дополнительно изучены [72, 78, 134, 146]. 

• Концентрация лекарственного препарата в образцах капиллярной 

крови, может отличаться от концентрации лекарственного препарата в 

образцах венозной крови, так как кровь, полученная методом «высушенной 

капли», состоит из клеток, плазмы и межклеточной жидкости [75, 67,155, 

199]. 

За последние 10 лет было опубликовано определенное количество 

статей, описывающих валидацию нового метода и возможности применения 

его в рамках проведения терапевтического лекарственного мониторинга 

различных классов препаратов, таких как анальгетики, антибиотики, 

противоэпилептические, антидепрессанты, противомалярийные, 

противогрибковое, антиретровирусные, мочегонные, иммунодепрессанты и 

др (Табл. 1) [156, 125, 97, 76, 160, 86, 70, 151, 96]. 
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Однако не было проведено систематического анализа по 

специфическим показателям валидации и влияния этих параметров на 

результат анализа. 

Таблица 1. Примеры лекарственных средств, для которых 

использовался метод «высушенной капли крови». 
Класс 

лекарственного 

препарата 

Лекарственный 

препарат 

 

Аналитический 

метод 
Ссылки 

Иммунодепрессанты 

Сиролимус, 

Эверолимус, 

Такролимус, 

Циклоспорин А 

ВЭЖХ-МС/МС [123], [55], [184], 

[105],[122], [179], 

[198], [60], [96] 

Антибиотики Ванкомицин, 

Моксифлоксацин, 

Пиперациллин, 

Тазобактам, 

Меропенем 

ВЭЖХ-МС/МС [47], [58], [81], [182] 

Противогрибковые Вариконазол, 

Флуконазол 
ВЭЖХ-МС/МС [84] 

Противоопухолевый Метотрексат, 

Микофеноловая 

кислота 

ВЭЖХ-МС/МС 
[101], [164] 

 

Все вышеперечисленное создает необходимость в разработке и 

оптимизации методов количественного ВЭЖХ-МС/МС, определения 

лекарственных препаратов в образцах «высушенной капли» для 

последующего терапевтического лекарственного мониторинга.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
 
 
 

Были разработаны надлежащие протоколы взятия образцов 

«высушенной капли крови» из пальца для взрослых пациентов и из пятки для 

новорожденных детей.  

Протокол взятия и хранения образцов «высушенной капли крови» 

для новорожденных детей: 

1. Оформить информированное добровольное согласие законного 

представителя; 

2. Подписать карту/капли с идентификатором пациента и датой.  

3. Выбрать место проведения пункции на боковой стороне пятки. 

4. Разогреть стопу с помощью теплой пеленки. 

5. Обработать руки и надеть стерильные перчатки. 

6. Расположить пятку ниже туловища ребенка и удерживать ее без 

резкого сгибания лодыжки.  

7. За 5 минут до укола пациенту per os шприцом ввести 30% р-р глюкозы 

в дозе, указанной на рис. 1 + ненутритивное сосание (Табл.2);  

Таблица 2. Доза 30% раствора глюкоза для новорождённых детей. 
Масса тела, Количество раствора, мл 

<1500 0,2 

1500-2000 0,3 

2000-3000 1 

>3000 2 

Продолжительность действий: 5-10 минут. 

Частота использования: 

Доношенные новорождённые – 6-8 раз в сутки 

Недоношенные новорождённые – 4-5 раз в сутки. 

 
8. Обработать место проведения пункции с помощью антисептического 

раствора и дать ему высохнуть. 
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9.     Повторно ввести пациенту per os шприцом 30% р-р глюкозы 

непосредственно перед уколом;  

10. Быстро проколоть кожу латерально, с помощью ланцета и стереть 

стерильным ватным шариком первую каплю крови. 

11. Сразу после укола дать 30% р-р глюкозы per os + ненутритивное 

сосание; 

12. Удерживать место пункции внизу, осторожно надавливая на 

прилегающую область и произвести взятие крови на бланк на 

фильтровальную бумагу; 

13. Держать карту, не касаясь отмеченной области. 

14. Осторожно прикоснувшись карточкой фильтровальной бумаги к капле 

крови, нанести её на карту. Дать карточке впитать кровь, пока круг не 

заполнится. Не прикасаться к отмеченной области после нанесения крови.  

15. Дать пятну крови высохнуть в темном месте, без прямых солнечных 

лучей в течение не менее 4 часов. Не нагревать и не допускать контакта 

образцов высушенной капли с другими поверхностями во время процесса 

сушки. 

16. Запечатать карту (или части карты) в газонепроницаемом пакете с 

застежкой-молнией. Хранить не более одной карты в упаковке в 

холодильнике до отправки в лабораторию при 2–8°С. 

Протокол взятия и хранения образцов «высушенной капли крови» 

из пальца руки: 

1. Оформить информированное добровольное согласие законного 

представителя; 

2. Подписать карту/капли с идентификатором пациента и датой.  

3. Выбрать место проведения пункции на указательном пальце. 

4. Обработать руки и надеть стерильные перчатки. 

5. Обработать место проведения пункции с помощью антисептического 

раствора и дать ему высохнуть. 
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6. Быстро проколоть кожу вместе с помощью ланцета и стереть 

стерильным ватным шариком первую каплю крови. 

7. Удерживать место пункции внизу, осторожно надавливая на 

прилегающую область и произвести взятие крови на бланк на 

фильтровальную бумагу; 

8. Держать карту, не касаясь отмеченной области. 

9. Осторожно прикоснувшись карточкой фильтровальной бумаги к капле 

крови, нанести её на карту. Дать карточке впитать кровь, пока круг не 

заполнится. Не прикасаться к отмеченной области после нанесения 

крови. 

10. Дать пятну крови высохнуть в темном месте, без прямых солнечных 

лучей в течение не менее 4 часов. Не нагревать и не допускать контакта 

образцов высушенной капли с другими поверхностями во время 

процесса сушки. 

11. Запечатать карту (или части карты) в газонепроницаемом пакете с 

застежкой-молнией. Хранить не более одной карты в упаковке в 

холодильнике до отправки в лабораторию при 2–8°С. 

 

Первый этап работы включал анализ существующих методик 

определения выбранных лекарственных препаратов, по результату которого 

был сформирован план разработки методов количественного определения с 

помощью ВЭЖХ-МС/МС в плазме крови и образах высушенной капли [45, 

132,190,185,177,91,79,158,88,154]. 

В процессе разработки методов были опробованы различные варианты 

хроматографических и масс-спектрометрических условий, включающие 

варьирование состава элюента, режима элюирования, диапазона 

регистрируемых масс, типа ионизации аналитов, напряжения электроспрея, 

потенциал декластеризации, давления газа завесы и газа распыления. А после 

выбраны оптимальные условия, при которых пик исследуемого вещества 
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будет симметричной формы с пригодным для анализа временем удерживания 

[53,114,196,52,139,157,169,161,64]. 

 

2.1 Основное оборудование и реактивы, используемые в 

исследованиях 
 

Разделение компонентов проводили с использованием ВЭЖХ системы 

Agilent 1260 (Agilent, США) с бинарным насосом и термостатируемым 

автосемплером. Анализируемые вещества детектировали с помощью 

гибридной масс-спектрометрической системы Sciex QTRAP 5500 (AB Sciex 

Pte. Ltd., Сингапур). 

Для построения метода мониторинга множественных реакций (MRM) 

использовались ионные переходы, соответствующие наибольшей 

интенсивности ионов-«продуктов».   

Для приготовления стандартных растворов взвешивали сухие навески 

на полумикроаналитических весах Explorer EX225/AD (Ohaus, США) и далее 

помещали в мерную колбу и доводили до метки сверхчистой водой Milli-Q 

(18.2 МОм·см при 25 °C), полученная с использованием системы очистки 

воды (Simplicity UV, Франция).  

Для приготовления подвижной фазы использовали ацетонитрил 

gradient HPLC grade 99,9% (Scharlau, Испания), сверхчистая вода Milli-Q 

(18.2 МОм·см при 25 °C), муравьиная кислота gradient HPLC grade (Scharlau, 

Испания), метанол HPLC grade (Scharlau, Испания). 

В данной методике для приготовления калибровочных стандартов и 

образцов контроля качества были использованы стандарты ванкомицина и 

норванкомицина, как внутреннего стандарта (Augsburg, Germany, purity grade 

>95.0%), ивабрадина (Servier, Франция) и донпередон N-десметиливабрадина 

(Toronto Research Chemical Inc., Канада), эверолимуса (Round Rock, Texas, 

USA) и эверолимуса-D4 (Toronto, Ontario, Canada), пиперациллина и 

празозина (Sigma Aldrich, Milan, It aly). 
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Матрицей для приготовления калибровочных стандартов и образцов 

контроля качества служила плазма крови человека, полученная от здоровых 

добровольцев, а также цельная кровь для приготовления образцов 

«высушенной капли крови». 

Для приготовления калибровочных стандартов и образцов контроля 

качества в плазме крови дозатором перенесли по 100 мкл плазмы в 

микропробирки на 1.5 мл, добавили дозатором 10 мкл рабочего раствора 

соответствующей концентрации до получения калибровочных растворов 1 - 

1000 нг/мл для  ивабрадина и 0,5 - 100 мкг / мл для пиперациллина, 1 - 100 

мкг/мл для ванкомицина и 1 - 50 нг / мл для эверолимуса.  

Образцы контроля качества были приготовлены со следующими 

четырьмя уровнями концентрации: 0,5 мкг / мл (нижний предел 

количественного определения - НПКО), 1,5 мкг / мл (нижний уровень 

контроля качества), 50 мкг / мл (средний уровень контроля качества) и 75 мкг 

/ мл (высокий уровень контроля качества) для пиперациллина, 1; 7,5; 35; 75; 

мкг / мл для ванкомицина, 1; 3; 25; 40 нг/мл для эверолимуса, а также 1, 3, 

400, 750 нг/мл для  ивабрадина. 

Для приготовления калибровочных стандартов и образцов контроля 

качества в образцах DBS. 100 мкл цельной крови переносили в 

микропробирки на 1,5 мл и добавили 10 мкл рабочего раствора 

соответствующей концентрации для получения калибровочных растворов: 1 - 

1000 нг/мл для -деметиливабрадина и  ивабрадина и 0,5 - 100 мкг / мл для 

пиперациллина, 1 - 100 мкг/мл для ванкомицина и 1 - 50 нг / мл для 

эверолимуса. Для образцов контроля качества 0,5 мкг / мл (НПКО), 1,5 мкг / 

мл (нижний уровень контроля качества), 50 мкг / мл (средний уровень 

контроля качества) и 75 мкг / мл (высокий уровень контроля качества) для 

пиперациллина, 1; 7,5; 35; 75; мкг / мл для ванкомицина, 1; 3; 25; 40 нг/мл для 

эверолимуса  а также 1, 3, 400, 750 нг/мл для -деметиливабрадина и  

ивабрадина. 
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Далее 20 мкл полученных рабочих растворов наносили на 

фильтровальную бумагу Whatman FTA® DMPK-B и давали сохнуть при 

комнатных условиях в течение 3 часов.  

Экстракцию аналитов проводили следующим образом: экстрагируем 

100 мкл образца добавлением 400 мкл охлажденного до +4ºC ACN. 

Перемешивали на вортексе (Biosan, Латвия) 1–3  мин. Центрифугируем 

образцы при 15000 об/мин 2 мин на центрифуге 5427 R (Eppendorf, США) 

при +4ºC. 200 мкл полученной надосадочной жидкости перенесли в виалы 

(Рис. 1). 

 

 

Рисунок 1. Схема пробоподготовки с использованием преципитации 
белков. 

 

Для подготовки образцов DBS из карт был вырезан диска диаметром 6 

мм специальным устройством для выреза маркированных кругов Uni-Core, 

который помещали в пробирку и экстрагирован экстракционным раствором. 

Для ивабрадина экстракционный раствор представлял собой 100 мкл 

раствора ацетонитрил / вода 50:50 (об. / Об.), который содержал 100 мкг / мл 

внутреннего стандарта. Экстракцию проводили с помощью шейкера в 

течение 20 мин при 25 ° C, затем раствор переносили в новые пробирки и 

анализировали с помощью ВЭЖХ-МС / МС (Рис. 2). 
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Рисунок 2. Схема пробоподготовки используя метод «высушенной 
капли». 

 

Для пиперациллина экстракционный раствор представлял собой 100 

мкл раствора метанол / вода 70:30 (об. / Об.), который содержал 220 мкг / мл 

внутреннего стандарта. Экстракцию проводили с помощью шейкера в 

течение 60 мин при 25 ° C, затем раствор переносили в новые пробирки и 

анализировали с помощью ВЭЖХ-МС / МС. 

Экстракционный раствор DBS представлял собой смесь метанола и 

воды (1: 1, об. / Об.), Содержащий 0,1% муравьиной кислоты и внутренний 

стандарт норванкомицина. Диск из образца DBS диаметром 6 мм перенесли в 

пробирку, после чего добавляли 400 мкл экстракционного раствора. 

Пробирку перемешивали при 1000 об / мин в течение 30 минут при 25 ° C. 

После 10 мин центрифугирования при 10.000 g аликвоту 350 мкл 

надосадочной жидкости выпаривали при 45 ° C в вакуумной центрифуге. 

Высушенный экстракт собирали в 100 мкл подвижной фазы A, 

центрифугировали в течение 10 мин при 10.000 g и 20 мкл супернатанта 

вводили в систему ЖХ-МС / МС. 

Экстракционный раствор, содержащий ВС, готовили путем добавления 

75 мкл стокового раствора ВС (10 мг/л) к 25,0 мл метанола. Затем 1,0 мл 
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этого раствора добавляли к раствору метанол/ацетонитрил (80/20), в 

результате чего общий объем составлял 10,0 мл. 

Вырезанный диск добавили 200 мкл раствора. Далее центрифугировали 

при 10000×g в течение 30 минут. Экстракты переносили в другие пробирки 

перемешивали на вортексе в течение 5 секунд. 

 

Твердофазная экстракция  

Ранее был разработан метод количественного определения ивабрадина, 

используя в качестве пробоподготовки твердофазную экстракцию1. 

Подготовка биологических проб к исследованию осуществлялась с 

помощью: натрия цитрата пятиводного Na3C6H5O7*5H2O, «ОСЧ» (Россия); 

метанолом для ВЭЖХ (Fisher Scientific, Великобритания); манифолда для 

твердофазной экстракции ISOLUTE VacMaster-10 (Biotage, Швеция); 

концентрирующих патронов для твердофазной экстракции ISOLUTE CN, 100 

мг сорбента / 1 мл объем патрона (Biotage, Швеция); натрия гидрооксид 

NaOH, «ОСЧ» (Россия); pH метр S220 (METLER TOLEDO, Китай). 

 

2.2 Валидация методик 
 

Валидацию биоаналитической методики проводили по следующим 

показателям: стабильность, селективность, линейность, правильность, 

прецизионность, матричный эффект, а также по специфическим показателям, 

характерным только для метода «высушенной капли»: эффект объёма капли, 

эффект гематокрита, однородность капли. 

Для валидации линейности необходимо 8 калибровочных стандартов 

разной концентрации, которые охватывали бы весь концентрационный 

 
1 Толкачев, Б. Е. Ивабрадин как субстрат-маркер активности изофермента CYP3A4 : диссертация 

на соискание ученой степени кандидата медицинских наук / Толкачев Борис Евгеньевич, 2013. – 

104 с. – EDN VIMGNI 
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диапазон валидируемой методики [147]. Экспериментально рассчитанные 

концентрации градуировочных стандартов должны лежать в пределах ± 15 % 

от номинальных значений (за исключением нижнего предела 

количественного определения, для которых эти значения могут находиться в 

пределах ± 20 %). Этому критерию должны соответствовать не менее 75 % 

градуировочных стандартов в не менее чем 6 различных концентрациях 

[147]. 

Правильность и прецизионность валидируется с помощью образцов 

контроля качества на 4 уровнях концентрации, анализируя по 5 образцов на 

каждом уровне. Правильность оценивается по величине процентной меры 

правильности и рассчитывается как: 

	
	

Среднее значение рассчитанных концентраций должно находиться в 

пределах ± 15 % от номинальных значений для образцов контроля качества; 

для НПКО пределы допускается расширить до ± 20 % от номинальных 

значений. 

Прецизионность, выражающаяся в виде относительного стандартного 

отклонения (коэффициента вариации), рассчитываемы как: 

 

	
Где: 

σ – средне квадратическое отклонение. 

 – средне значение рассчитанных концентраций образцов контроля 

качества. 

n – количество анализируемых образцов. 

𝑋 – рассчитанная концентрация образца контроля качества. 
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Относительное стандартное отклонение между циклами не должно 

превышать 15 % для образцов для образцов контроля качества, для НПКО 

оно не должно превышать 20 %. 

Селективность валидируется путем анализа 6 холостых образцов и 6 

образцов нижнего предела количественного определения. Площадь пиков в 

области времени удерживания аналита не должно превышать 20% от НПКО 

[111]. 

Стабильность оценивается путем анализа образцов контроля качества 

на двух уровнях концентрации при комнатной температуре в течение двух 

часов, 1-ой недели и 2-х недель. Для каждой временной точки проводится 5 

серий анализов. Стабильность анализируемого вещества в исследуемом 

образце оценивают, используя образцы нижнего и верхнего уровня 

концентрации для образцов контроля качества, которые исследуют сразу 

после их пробоподготовки и после хранения в условиях, в которых 

проводится работа с испытуемыми образцами. Образцы для качества, как 

правило, анализируют по градуировочной кривой, рассчитанной по 

свежеприготовленным градуировочным растворам. Полученные 

концентрации сравнивают с номинальными. Правильность для каждой из 

концентраций (для средних значений) должна находиться в пределах ± 15 % 

от номинального значения [147]. 

Для оценки стабильности использовали образцы DBS на уровнях QCL 

и QCH, которые хранили в течение 14 дней при 22 и 45 °C. При этом образцы 

были проанализированы в трех временных точках 1, 7 и 14 дней вместе со 

свежеприготовленными образцами в составе одной аналитической серии. 

Рассчитанные концентрации образцов после хранения сравнивали со 

средними значениями концентраций свежеприготовленных образцов 

контроля качества. На их основе рассчитывался модуль разницы по формуле: 

%	=	Ср.	конц.	образца	при	хранении−Ср.		конц.	свежеприг.	образца�Ср.		конц.	
свежеприг.	образца�·100	

Разница по полученным результатам не должна превышать 15%. 
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Для оценки влияния эффекта объёма капли необходимо было провести 

анализ 3-х разных объёмов (10, 40, 70 мкл) при среднем уровне гематокрита 

(0,4), на 2-х уровнях концентрации в 5 сериях [147]. 

Эффект гематокрита следует оценивать для 3-х уровней гематокрита 

(0,3; 0,4; 0,5), при 2 концентрационных уровнях в 5 сериях. Относительная 

погрешность рассчитанных концентраций не должна превышать — 15% от 

полученных значений при среднем уровне гематокрита.  

При валидации однородности капли сравнивали результаты двух 

уровней концентраций образцов контроля качества на трех различных 

уровнях гематокрита, полученные при 2-х вариантах выреза капли: из центра 

капли и у края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом относительная 

погрешность при сравнении концентраций из образцов, полученных из 

центрального и краевого выреза, не должна превышать 15% [147]. 
 

2.3 Статистические методы и анализ данных 
 

Уровень согласованности между разработанным ВЭЖХ-МС/МС 

методом для способа «высушенной капли крови» и традиционным методом 

ВЭЖХ-МС/МС со стандартным способом пробоподготовки исследовали с 

использованием графиков Бланда-Алтмана. Средние значения и стандартные 

отклонения рассчитывали с помощью программы Microsoft Excel 2010 

(Microsoft Corporation, США). 

Для сравнения были использованы образцы «высушенной капли 

крови» полученные от новорожденных из ГУЗ Клинической больницы №5 

отдела неонталогии. 

Среднее значение (d) и стандартное отклонение (s) разницы между 

двумя совпадающими показаниями рассчитывали для определения 

эквивалентности двух методов. При этом более 95% рассчитанных средних 

концентраций между двумя методами должны попадать в пределы d-2s и 
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d+2s, чтобы подтвердить пригодность аналитического метода DBS для 

анализа образцов пациентов. 

Обработка полученных данных производилась с использованием 

программно-статистической среды R 3.6.1 в программе RStudio 1.2, а также 

специализированного программного обеспечения Sciex Analyst 1.6.2. Во 

время работы системы полученные данные отправлялись в программное 

обеспечение Analyst, где отображались в виде полных масс-спектров, 

интенсивности одиночных или множественных ионов в зависимости от 

времени или общего ионного тока в зависимости от времени 
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ГЛАВА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ 
 
 
 

Разработка протоколов отбора и хранения образцов с помощью метода 
«высушенной капли крови» 

 

В настоящее время такие организации как Международная ассоциация 

терапевтического мониторинга лекарственных средств и клинической 

токсикологии (International Association for Therapeutic Drug Monitoring and 

Clinical Toxicology) и управление по санитарному надзору за качеством 

пищевых продуктов и лекарственных препаратов на территории 

Соединенных Штатов Америки (Food and Drug Administration, FDA) 

работают над разработкой общих руководств по взятию, хранению, анализу и  

валидации технологии «высушенной капли», описывая не только 

валидационные параметры характерные для стандартных способов 

пробоподготовки и традиционных матриц (табл. 3), но и специфические 

параметры, характерные только для этой новой технологии (табл. 4) [3, 65, 

194].    

 
Таблица 3. Стандартные параметры валидации методов 

количественного определения лекарственных препаратов. 

Валидационные 

параметры 
 Проводимые испытания  Критерии приемлемости  

Линейность  

 

8 калибровочных образцов + 

холостая проба + нулевая проба  

≤ 15% от номинальных 

значений (≤ 20%  для НПКО), 

не менее чем для 75% 

образцов. 

Селективность  6 холостых образцов и 6 НПКО  ≤ 20% от НПКО  
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Правильность  
5 образцов контроля качества на 

4-х концентрационных уровнях  

≤ 15% от номинальных 

значений( ≤ 20%  для НПКО)  

Прецизионность  
5 образцов контроля качества на 

4-х концентрационных уровнях  

≤ 15% от номинальных 

значений( ≤ 20%  для НПКО)  

Стабильность  

5 образцов контроля качества на 

2-х уровнях концентрации при 

комнатной температуре в течение 

двух часов, 1-ой недели и 2-х 

недель. 

≤ 15% от номинальных 

значений  

НПКО - нижний предел количественного определения,  

 

Таблица 4. Специфические параметры валидации методов 

количественного определения лекарственных препаратов. 

Валидационный 

параметр 
Проводимые испытания 

Критерии 

приемлемости 

Эффект объёма 

капли 

5 образцов контроля качества на 3-х значениях 

объёма капли (10, 40, 70 мкл) при 3-х уровнях 

гематокрита (0,3; 0,4; 0,5), на 2-х уровнях 

концентрации 

≤ 15% от 

номинальных 

значений 

Эффект 

гематокрита 

5 образцов контроля качества для 3-х уровней 

гематокрита, при 2 концентрационных уровнях 

≤ 15% от 

номинальных 

значений 

Однородность 

капли 

Сравниваются 5 образцов контроля качества на 

2-х уровнях концентраций образцов контроля 

качества при 3-х уровнях гематокрита, 

полученные при 2-х вариантах выреза капли: из 

центра капли и у края. 

≤ 15% от 

номинальных 

значений 
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Таблица 5. Таблица сравнения объёма анализируемых образцов для 

валидации методов количественного определения лекарственных препаратов 

с использованием технологии “высушенной капли“ и стандартных способов 

пробоподготовки 

Валидационный 

параметр 

Объем анализируемых 

образцов используя метод 

«высушенной капли крови» 

Объем анализируемых образцов 

используя стандартные методы 

пробоподготовки 

Линейность N=8(ГО)+1(ХО)+1(НО)=10 N=8(ГО)+1(ХО)+1(НО)=10 

Селективность N=6(ХО)+6(НПКО)=12 N=6(ХО)+6(НПКО)=12 

Правильность N=4(КК)·5(У)=20 N=4(КК)·5(У)=20 

Прецизионность N=4(КК)·5(У)=20 N=4(КК)·5(У)=20 

Стабильность N=3(КК)·2(У)·5(ВТ)=30 N=7(КК)·2(У)·5(ВТ)=70 

Эффект объёма 

капли 

N=3(О)·3(Г)·2(У)·5(КК)=90 - 

Эффект 

гематокрита 

N=3(Г)·2(У)·5(КК)=30 - 

Однородность 

капли 

N=2(ЦК)·3(Г)·2(У)·5(КК)=60 - 

Итого 272 108 

*N-общее количество образцов; ГО-градуировочные образцы; ХО-холостой образец; НО-нулевой 

образец; НПКО-нижний предел количественного          определения; КК-образцы контроля 

качества; У-концентрационные уровни; Г-уровни гематокрита; ВТ-количество временных точек; 

О-низкий, средний, высокий объём капли, МВ-вырез по центру, с края. 
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3.1 Разработка ВЭЖХ-МС/МС метода количественного 

определения ивабрадина 
 

В процессе литературного поиска было отмечено несколько различных 

подходов к детектированию исследуемого вещества. На основании опублико- 

ванных данных в процессе разработки методики были оценены различные 

способы детектирования, в том числе различные способы ионизации при 

масс-спектрометрическом детектировании. [88] 

Разработка метода количественного ВЭЖХ-МС/МС определения 

ивабрадина и N-десметилированного стандарта включала определения 

оптимальных параметров хроматографического разделения, а также 

последующей масс-спектрометрической детекции. В качестве метода 

ионизации был использован электроспрей (ESI). Детекция ионов 

проводилась в режиме положительной полярности. [58, 169, 161] 

Ионы-«предшественники» ивабрадина соответствовали частицам с m/z 

469, ионы-«предшественники» N-десметиливабрадина – m/z 455. Для 

построения метода мониторинга множественных реакций (MRM) 

использовались ионные переходы, соответствующие наибольшей 

интенсивности ионов-«продуктов». Было установлено, что оба вещества в 

ходе диссоциации в камере соударений дают по два наиболее интенсивны 

иона-«продукта»: m/z 262,2 и 177,1 для ивабрадина (Рис. 3). При создании 

количественного МRM-метода с целью повышения специфичности были 

использованы оба ионных перехода. 
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Рисунок 3. Масс-спектр ивабрадина в плазме крови: по оси абсцисс – 

время m/z (Da), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

 

Рисунок 4. Масс-спектр N-десметиливабрадина в плазме крови: по оси 

абсцисс – время m/z (Da), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

171,1  

262,2  

262,2  

171,1  
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Рисунок 5. Масс-спектр плазмы крови. по оси абсцисс – время m/z (Da), 

по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

 В ходе оптимизации условий хроматографического разделения был 

выбран градиентный режим элюирования. Мобильная фаза представляла 

собой смесь вода/ацетонитрил в соотношении 70/30 при скорости потока 0,6 

мл/мин до 0,5 минуты, после чего происходило постепенное изменение до 

соотношении 0/100  вода/ацетонитрил, которое было достигнуто на 2 минуте. 

На 3 минуте соотношение было изменено на первоначальное, и при этом 

соотношении происходило уравновешивание системы до 5 минуты. 0.1% 

раствор муравьиной кислоты добавляли, как в водную, так и в органическую 

составляющую мобильной фазы. Использование муравьиной кислоты 

позволяет повысить степень ионизации изучаемых соединений, тем самым 

увеличивая чувствительность анализа. Время удерживания ивабрадина в 

плазме крови и в образцах «высушенной капли крови» составило 1,65-1,86 

мин (Рис. 6). 
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Рисунок 6. Хромато-масс-спектрограмма ивабрадина в плазме крови: 

по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

Рисунок 7. Хромато-масс-спектрограмма N-десметиливабрадина в 

плазме крови: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность 

сигнала. 

 



48 
 

 
 

 

Рисунок 8. Хромато-масс-спектрограмма домперидона в плазме крови: 

по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

3.2 Валидация ивабрадина в плазме крови 
 

В ходе валидации разработанного метода были установлены основные 

валидационные параметры: линейность, точность, правильность, 

чувствительность (нижний предел количественного определения). 

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1 000 нг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99 (рис 9). Коэффициент 

вариации (%), рассчитываемый при определении меж- и внутридневной 

точности не превышал 15% для основного диапазона концентраций [39]. 
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Рисунок 9. Калибровочная кривая ивабрадина в плазме крови 

добровольцев: по оси абсцисс – C (нг/мл), по оси ординат - 

AreaAnalyte/AreaIS. 

 

 

Рисунок 10. Калибровочная кривая N-десметиливабрадина в плазме 

крови добровольцев: по оси абсцисс – C (нг/мл), по оси ординат - 

AreaAnalyte/AreaIS. 

 

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация ивабрадина в плазме 

Y=0,0155x+0,00163 

R=0,9963 

 

Y=0,0317x+0,00586 

R=0,9988 
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крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ивабрадина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 1,00 нг/мл (Табл. 6). 

 
Таблица 6. Таблица валидационных параметров количественного 

определения ивабрадина для метода с использованием в качестве 

пробоподготовки преципитацию белков. 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 нг/мл) 

QCL 

(3 нг/мл) 

QCM 

(400 
нг/мл) 

QCH 

(750 нг/мл) 

Прецизионность 
(CV %) 

Внутри цикла 11,4 6,6 1,6 4,1 

Между 
циклами 

10,5 7,8 5,1 6,0 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 102,8 97,5 96,2 95,2 

Между 
циклами 

100,5 99,4 96,5 94,3 

Стабильность (%) - 96,8 - 107,9 

Селективность (%) 5,7 - - - 

Коэффициент корреляции 0,99 

 

Таким образом, в ходе проведённого исследования были установлены 

оптимальные условия высокочувствительного и селективного 

количественного ВЭЖХ-МС/МС определения ивабрадина в плазме крови 

человека. 
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 Методика валидирована в соответствии с требованиями Евразийского 

экономического союза и Европейского агентства по лекарственным 

средствам и соответствует всем требованиям, предъявляемым к 

биоаналитическим методикам. Подтвержденный аналитический диапазон 

методики составил 1–1000 нг/мл в плазме крови. Полученный аналитический 

диапазон позволяет применять разработанную методику для проведения 

аналитической части исследований фармакокинетики N-десметиливабрадина 

[90]. 

Предложенный метод количественного ВЭЖХ-МС/МС определения 

ивабрадина может в дальнейшем использоваться для аналитической части 

исследований ивабрадина, прогнозирования нежелательных 

межлекарственных взаимодействий, а также при разработке алгоритмов 

коррекции режимов дозирования препаратов. 

 

3.3 Валидация ивабрадина в образцах «высушенной капли крови» 
 

Также была проведена валидация ВЭЖХ-МС метода количественного 

определения ивабрадина в образцах «высушенной капли крови».  

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1000 нг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация ивабрадина в образцах 

«высушенной капли крови» в аналитическом диапазоне, для которого 

возможно количественное определение ивабрадина со значениями 

относительного стандартного отклонения не более 20 %. Нижний предел 

количественного определения методики составил 1 нг/мл (Табл. 7). 
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Таблица 7. Таблица валидационных параметров для метода с 

использованием в качестве пробоподготовки «высушенную каплю крови». 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 нг/мл) 

QCL 

(3 нг/мл) 

QCM 

(400 
нг/мл) 

QCH 

(750 
нг/мл) 

Прецизионнос
ть (CV %) 

Внутри цикла 9,4 8,0 7,5 11,4 

Между 
циклами 

12,5 10,1 9,2 5,8 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 112,3 110,7 106,1 107,2 

Между 
циклами 

91,2 100,7 95,9 96,3 

Стабильность (%) - 88,3 - 91,2 

Селективность (%) 10,4 - - - 

Коэффициент корреляции 0,99 

 

 
Рисунок 11. Хромато-масс-спектрограмма ивабрадина в образцах 

«высушенной капли крови» : по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – 

интенсивность сигнала. 
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Рисунок 12. Хромато-масс-спектрограмма N-десметиливабрадина в 

образцах «высушенной капли крови»: по оси абсцисс – время (мин), по оси 

ординат – интенсивность сигнала. 

 
Также для метода «высушенной капли крови» было оценено влияние 

специфических параметров нового метода на результаты анализа. 

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 

0,5), для QCL и QCH при этом полученные концентрации находились в 

диапазоне от 95,5 до 107,1% от номинальных (Табл. 8).  

 
Таблица 8. Влияние гематокрита на результаты анализа. 

Гематокрит % QC Номинальная 
концентрация 

Точность (%) 
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(нг/мл) 

0,3 LQC 3 113,7 

 HQC 750 109,6 

0,4 LQC 3 99,4 

 HQC 750 105,1 

0,5 LQC 3 95,5 

 HQC 750 94,7 

 
Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-х объёмов (10, 40, 70 

мкл) (30, 40 и 55 мкл) при среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 

концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме. 

При валидации однородности капли сравнили результаты образцов 

контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х вариантах выреза 

капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом 

относительная погрешность при сравнении концентраций из образцов, 

полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 15% от 

номинальных.  

Термическая стабильность была оценена при хранении образцов 

«высушенной капли» в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C, как 

потенциально возможные температуры при хранении и транспортировке 

образцов. Для оценки стабильность использовали образцы DBS на уровнях 

QCL и QCH при этом образцы проанализированы в трех временных точках 1, 

7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными образцами в составе одной 

аналитической серии. Рассчитанные концентрации образцов после хранения 

сравнивались со средними значениями концентраций свежеприготовленных 

образцов контроля качества. При этом полученные значения по формуле Х 

после 14 дней хранения находились в диапазоне от 87,2-93,8%. 
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Ранее на кафедре клинической фармакологии и интенсивной терапии 

ВолгГМУ был разработан и валидирован метод количественного 

определения ивабрадина и его N-деметилированного метаболита в 

биологических пробах с использованием высокоэффективной жидкостной 

хроматографии. Оценена возможность использования ивабрадина для 

изучения активности CYP3A4, а также изучена активности CYP3A4 с 

использованием разработанной методики фенотипирования у пациентов на 

фоне плановой терапии, включающей индукторы/ингибиторы данного 

изофермента в условиях клинической практики [21]. 

В данной работе установлено, что оптимальным соотношением 

компонентов мобильной фазы является 0,24/0,76. При этом pH буферного 

раствора составлял 4,8. Хроматографирование проводили при скорости 

потока 1 мл/мин. Среднее время удерживания для ивабрадина составило  

8,0±0,21 мин; для N-десметиливабрадина – 8,9±0,28 мин, для домперидона 

(внутреннего стандарта) – 11,2±0,14 мин. Таким образом, подобранные 

условия хроматографирования обеспечивали необходимую степень 

разделение пиков изучаемых при времени удерживания, приемлемом в 

условиях рутинного анализа (рис.13).  

 

 

 

 

  

ивабрадин   

N - д
е
сметиливабрадин   

домперидон   
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Рис.13 Пример хроматограммы, полученной при анализе рабочего 

раствора ивабрадина (250 нг/мл), N-десметиливабрадина (250 нг/мл) и 

домперидона (1000 нг/мл). По оси абсцисс – минуты, по оси ординат – 

единицы интенсивности эмиссии.  

Таблица 9. Основные валидационные параметры биоаналитической 

методики количественного определения ивабрадина и его N-

деметилированного метаболита.  

Биопроба  СNOM, 
нг/мл  

Прецизионность,  

%NOM 

Точность,  %CV Предел 
количественного 

определения, нг/мл  

Внутридневна
я  

Меж- 

дневная  

Внутриднев
ная  

Меж- 

дневн
ая  

Нижний   Верхни
й   

Ивабрадин  

Плазма  

5  41,33  46,66  129,74  54,29  

10  250  

10  4,58  19,13  118,61  94,11  

25  13,02  10,9  113,84  102,4
4  

50  14,08  7,18  106,29  97,84  

100  1,43  10,7  90,73  102,7
3  

200  1,42  1,54  98,19  99,49  

250  6,02  1,27  99,15  99,13  

 
 
 
 
 

Моча 

25  10,75  11,04  119,74  113,5
6  

25 100 

50  4,05  7,65   110,8
3  

75  6,28  11,56  112,19  105,9  

250  3,9  3,29  93,28  92,69  

375  7,2  4,28  96,62  100,4
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6  

500  5,27  5,16  98  99,28  

1000  2,12  3,22  100,38  100,0
2  

Плазма  

5  67,56  11,46  5,64  -24,01  

10  250  

10  10,95  3,86  80,31  82,39  

25  18,77  7,52  85,5  94,64  

50  14,61  6,54  108,55  101,7
8  

100  5,31  6,59  107,26  108,3
5  

200  2,78  1,51  101,52  100,5
7  

250  4,47  2,98  100,46  100,7
1  

Моча  

25  13,24  10,88  110,62  108,7
5  

25  1000  

50  12,72  10,69  99,37  96,37  

75  7,74  8,22  101,08  98,33  

250  2,48  5,17  98,17  97,31  

375  7,55  4,92  101,77  101,6
2  

500  9,23  6,64  99,55  97  

1000  5,7  3,64  100,43  98,99  

Примечание: СNOM – номинальная концентрация; %CV – коэффициент вариации; 
%NOM – процент от номинальной концентрации, который составляет концентрация, 
расчитанная по уравнению регрессии.  

 

Заключение. Изучение вклада различных индивидуальных факторов, 

влияющих на концентрацию лекарственного препарата в крови и 

дальнейший его фармакодинамический эффект необходимо при ТЛМ, что 

определяет значимость проведения фенотипирования.  

Ранее уже проводилось фенотипирования CYP3A4 с использованием 

«ивабрадинового теста» для проведения мониторинга изменения активности 

данного изофермента у пациентов, получающих его индуктор, либо 
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ингибитор в составе плановой фармакотерапии. В данном исследовании был 

оптимизирован данный способ фенотипирования с использованием метода 

«высушенной капли крови». 

При сравнении двух разработанных методов, было выявлено, что 

использование в качестве пробоподготовки метод «высушенной капли 

крови» в отличии от твердофазной экстракции позволяет снизить время 

анализа с 8,2 дол 1,7 минут. Высушенная капля не требует дополнительного 

оборудования, более проста в применении и менее затратная по ресурсу и по 

времени.  

Также увеличилась чувствительно анализа: нижний предел 

количественного определения с использованием твердофазной экстракции 

составил 10  нг/мл, тогда как с использованием «высушенной капли крови» и 

ВЭЖХ-МС/МС 1 нг/мл. При этом количество биообразца для нового метода 

составляет всего несколько капель цельной крови, при этом для раннее 

разработанной методики необходимо значительно большее количество 

плазмы крови. Данные преимущества метода «высушенной капли крови» в 

качестве пробоподготовки с использованием ВЭЖХ-МС/МС значительно 

упрощают проведение фенотипирования CYP3A4 с использованием 

«ивабрадинового теста» для проведения мониторинга изменения активности 

данного изофермента у пациентов, получающих его индуктор, либо 

ингибитор в составе плановой фармакотерапии. 
 

 

3.4. Разработка ВЭЖХ-МС/МС метода количественного 

определения ванкомицина. 
 

В процессе литературного поиска было отмечено несколько различных 

подходов к детектированию исследуемого вещества [132]. На основании 

опубликованных данных в процессе разработки методики были оценены 

различные способы детектирования, в том числе различные способы 



59 
 

 
 

ионизации при масс-спектрометрическом детектировании [11, 28, 105, 170, 

176]. 

Разработка метода количественного ВЭЖХ-МС/МС определения 

ванкомицина включала определения оптимальных параметров 

хроматографического разделения, а также последующей масс-

спектрометрической детекции. В качестве метода ионизации был 

использован электроспрей (ESI). Детекция ионов проводилась в режиме 

положительной полярности [53,114,196,52,139]. 

Хроматографическое разделение компонентов проводили на колонке 

Poroshell 120 C18 (4,6 x 50 мм, 2,7 мкм). При разработке условий масс-

спектрометрической детекции искомых веществ методом мониторинга 

множественных реакций (MRM) были определены ионы-«предшественники» 

и соответствующие им ионы-«продукты». Ионы-«предшественники» 

ванкомицина соответствовали частицам m/z 725,3. Наиболее интенсивными 

ионами-«продуктами», зарегистрированными при фрагментации 

протонированных молекул в ячейке соударений, были частицы m/z 88,1 и m/z 

387,9 для ванкомицина (Рис. 14). В ходе оптимизации условий 

хроматографического разделения был выбран изократический режим 

элюирования. Мобильная фаза представляла собой смесь ацетонитрил/вода в 

соотношении 80/20 при скорости потока 0,3 мл/мин. 0.1% раствор 

муравьиной кислоты добавляли, как в водную, так и в органическую 

составляющую мобильной фазы. [70] Время удерживания ванкомицина в 

плазме крови и в образцах « высушенной капли крови» составило 1,4-1,63 

мин (Рис. 16), что позволяло сократить суммарное время анализа каждой 

пробы до 4 мин. 
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Рисунок 14. Масс-спектр ванкомицина в плазме крови: по оси абсцисс 
– время m/z (Da), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

 

Рисунок 15. Масс-спектр плазмы крови. по оси абсцисс – время m/z 
(Da), по оси ординат – интенсивность сигнала. 
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Рисунок 16. Хромато-масс-спектр ванкомицина в плазме крови: по оси 

абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 
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Рисунок 17. Хромато-масс-спектрограмма норванкомицина в плазме 

крови: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность 

сигнала. 

3.5 Валидация ванкомицина в плазме крови 

 

В ходе валидации разработанного метода были установлены основные 

валидационные параметры: линейность, точность, правильность, 

чувствительность (нижний предел количественного определения). 

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1 00 мкг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  

 
Рисунок 18. Калибровочная кривая ванкомицина в плазме крови 

добровольцев: по оси абсцисс – C (нг/мл), по оси ординат - 

AreaAnalyte/AreaIS. 

 

Y=0,0198x+0,00196 

R=0,9939 

 



63 
 

 
 

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация ванкомицина в плазме 

крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ванкомицина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 1,00 мкг/мл (Табл. 10). 

Таблица 10. Таблица валидационных параметров количественного 

определения ванкомицина для метода с использованием в качестве 

пробоподготовки преципитацию белков. 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 
мкг/мл) 

QCL 

(7,5 
мкг/мл) 

QCM 

(35 
мкг/мл) 

QCH 

(75 мкг/мл) 

Прецизионность 
(CV %) 

Внутри цикла 3,03 12,2 4,40 6,0 

Между 
циклами 

17,8 13,5 8,03 7,64 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 115,0 99,5 93,1 106,6 

 Между 
циклами 

110,1 112,7 101,8 100,3 

Стабильность (%) 

 

 96,8 - 108,2 

Селективность (%) 3,03 - -  

Коэффициент корреляции 0,989 
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3.6 Валидация ванкомицина в образцах «высушенной капли 

крови» 
 

Также была проведена валидация ВЭЖХ-МС метода количественного 

определения ванкомицина в образцах «высушенной капли крови».  

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1 00 мг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация ванкомицина в плазме 

крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ванкомицина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 1,00 мкг/мл (Табл. 11). 

Таблица 11. Таблица валидационных параметров для метода с 

использованием в качестве пробоподготовки «высушенную каплю крови». 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 
мкг/мл) 

QCL 

(7,5 
мкг/мл) 

QCM 

(35 
мкг/мл) 

QCH 

(75 
мкг/мл) 

Прецизионнос Внутри цикла 2,7 2,1 2,7 3,7 
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ть (CV %) Между 
циклами 

7,6 4,7 6,9 7,0 

 
 

 
 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 104,6 94,4 101,6 101,8 

Между 
циклами 

91,3 95,1 103,2 107,6 

Стабильность (%) - 85,3 - 87,5 

Селективность (%) 2,7 - - - 

Коэффициент корреляции 0,99 

 
 

 
Рисунок 19. Хромато-масс-спектрограмма ванкомицина в «высушенной 

капли»: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность 

сигнала. 

 
Также для метода «высушенной капли крови» было оценено влияние 

специфических параметров нового метода на результаты анализа. 
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Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 

0,5), для QCL и QCH при этом полученные концентрации находились в 

диапазоне от 94,3 до 105,8% от номинальных (Табл. 12). 

Таблица 12. Влияние гематокрита на результаты анализа. 
Гематокрит % QC Номинальная 

концентрация 
(мг/мл) 

Точность (%) 

0,3 LQC 7,5 94,3 

 HQC 75 97,6 

0,4 LQC 7,5 95,8 

 HQC 75 98,1 

0,5 LQC 7,5 95,6 

 HQC 75 105,8 

 

Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-х объёмов (10, 40, 70 

мкл) (30, 40 и 55 мкл) при среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 

концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме. 

При валидации однородности капли сравнили результаты образцов 

контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х вариантах выреза 

капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом 

относительная погрешность при сравнении концентраций из образцов, 

полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 15% от 

номинальных.  

 

Стабильность  

Термическая стабильность была оценена при хранении образцов 

«высушенной капли» в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C, как 

потенциально возможные температуры при хранении и транспортировке 
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образцов. Для оценки стабильность использовали образцы DBS на уровнях 

QCL и QCH при этом образцы проанализированы в трех временных точках 1, 

7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными образцами в составе одной 

аналитической серии. Рассчитанные концентрации образцов после хранения 

сравнивались со средними значениями концентраций свежеприготовленных 

образцов контроля качества. При этом полученные значения по формуле Х 

после 14 дней хранения находились в диапазоне от  85,4-87,5%.[192] 

 

Сравнительный анализ стандартных способов пробоподготовки и 

метода «высушенной капли крови» 

Был проведен сравнительный анализ стандартного метода забора 

биообразцов и метода высушенной капли крови.  

Уровень согласованности между разработанным ВЭЖХ-МС/МС 

методом для способа «высушенной капли крови» и традиционным методом 

ВЭЖХ-МС/МС с преципитацией белков в качестве пробоподготовки 

исследовали с помощью метода Бланда-Алтмана. 

Метод позволяет провести сравнение результатов измерений, 

выполненных двумя разными способами. Суть состоит в том, что для каждой 

пары измерений вычисляются разность и среднее значение. Средняя 

разность, вычисленная для всех пар признаков в исследуемом наборе данных, 

характеризует систематическое расхождение показателей, наличие которого 

указывает на неполное соответствие результатов, полученных разными 

методами, а стандартное отклонение разностей – степень разброса 

результатов. 

По нашим рекомендациям, для сравнения были использованы образцы 

«высушенной капли крови» полученные от новорожденных, для которых 

применялась терапия ванкомицином из ГУЗ Клинической больницы №5 

отдела неонтологии. 
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Был произведено сравнение между значениями концентраций 

ванкомицина в образцах «высушенной капли крови» и образцах плазмы (Рис. 

19). 

 

Рисунок 20. Сравнение двух методов пробоподготовки по Блэнду-

Алтману для ванкомицина. 

Среднее значение (d) и стандартное отклонение (s) разницы между 

двумя совпадающими показаниями рассчитывали для определения 

эквивалентности двух методов. При этом более 95% рассчитанных средних 

концентраций находятся в пределах d-2s и d+2s, которые соответствуют 

значениям -10,2 и 12,2, что подтверждает пригодность разработанного 

метода для анализа образцов пациентов. 

Заключение: Разработанная методика количественного ВЭЖХ-

МС/МС определения концентрации ванкомицина в образцах «высушенной 

капли крови» в отличии от разработанных ранее методик позволяет 

сократить время анализа с 8 до 2 минут. При этом все параметры валидации 

соответствовали критериям приемлемости. Образцы «высушенной капли 

крови» были стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. 

Небольшой объем крови, сокращенное время анализа в сочетании с 

простотой аналитической методики позволяют сделать этот метод полезным 

для терапевтического лекарственного мониторинга ванкомицина в сложных 
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клинических случаях. Также проведенная оценка специфических параметров 

валидации, характерных для образцов «высушенной капли» не показала 

влияние этих параметров на результат анализа, что в ранних исследованиях 

не было доказано и ставило под сомнение использование разработанных 

методик в реальной клинической практике [98]. 

 

3.7 Разработка ВЭЖХ-МС/МС метода количественного 

определения пиперациллина. 
 

В процессе литературного поиска было отмечено несколько различных 

подходов к детектированию исследуемого вещества. На основании опублико- 

ванных данных в процессе разработки методики были оценены различные 

способы детектирования, в том числе различные способы ионизации при 

масс-спектрометрическом детектировании. [91,79,47] 

Разработка метода количественного ВЭЖХ-МС/МС определения 

пиперациллина включала определения оптимальных параметров 

хроматографического разделения, а также последующей масс-

спектрометрической детекции. В качестве метода ионизации был 

использован электроспрей (ESI). Детекция ионов проводилась в режиме 

положительной полярности [27, 81, 85]. 

Хроматографическое разделение компонентов проводили на колонке 

Poroshell 120 C18 (4,6 x 50 мм, 2,7 мкм). При разработке условий масс-

спектрометрической детекции искомых веществ методом мониторинга 

множественных реакций (MRM) были определены ионы-«предшественники» 

и соответствующие им ионы-«продукты». Ионы-«предшественники» 

пиперациллина соответствовали частицам m/z 518,2 соответственно. 

Наиболее интенсивными ионами-«продуктами», зарегистрированными при 

фрагментации протонированных молекул в ячейке соударений, были 

частицы и m/z 143,1, m/z 115,0 для пиперациллина (Рис. 20). В ходе 

оптимизации условий хроматографического разделения был выбран 
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изократический режим элюирования. Мобильная фаза представляла собой 

смесь ацетонитрил/вода в соотношении 80/20 при скорости потока 0,3 

мл/мин. 0.1% раствор муравьиной кислоты добавляли, как в водную, так и в 

органическую составляющую мобильной фазы. При этих условиях время 

удерживания пиперациллина в плазме крови и в образцах « высушенной 

капли крови» составило 1,63-1,86 мин (Рис. 21). 

 

Рисунок 21. Масс-спектр пиперациллина в плазме крови: по оси 
абсцисс – время m/z (Da), по оси ординат – интенсивность сигнала. 
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Рисунок 22. Хромато-масс-спектр пиперациллина в плазме крови: по 

оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

Рисунок 23. Хромато-масс-спектрограмма празозина в плазме крови: по 

оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 

 

3.8 Валидация пиперациллина в плазме крови 
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В ходе валидации разработанного метода были установлены основные 

валидационные параметры: линейность, точность, правильность, 

чувствительность (нижний предел количественного определения). 

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 0,5 до 100 мкг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  

 
Рис. 24 Калибровочная кривая пиперациллина в плазме крови 

добровольцев: по оси абсцисс – C (нг/мл), по оси ординат - 

AreaAnalyte/AreaIS. 

 

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация пиперациллина в плазме 

крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ванкомицина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 0,5 мкг/мл (Табл. 13). 
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Таблица 13. Таблица валидационных параметров количественного 

определения пиперациллина для метода с использованием в качестве 

пробоподготовки преципитацию белков. 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(0,5 
мкг/мл) 

QCL 

(1,5 
мкг/мл) 

QCM 

(50 
мкг/мл) 

QCH 

(75 мкг/мл) 

Прецизионно
сть (CV %) 

Внутри цикла 4,1 11,2 3,70 5,5 

Между циклами 14,8 14,2 7,1 6,7 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 113,5 98,8 92,4 102,1 

Между циклами 92,1 95,8 97,5 105,2 

Стабильность (%) - 96,8 - 107,9 

Селективность (%) 5,1 - - - 

Коэффициент корреляции 0,99 

 

3.9 Валидация пиперациллина в образцах «высушенной капли 

крови» 
 

Также была проведена валидация ВЭЖХ-МС метода количественного 

определения пиперациллина в образцах «высушенной капли крови».  

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1 00 мг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 
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рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация пиперациллина в плазме 

крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ванкомицина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 0,5 мкг/мл (Табл. 14). 

 
Таблица 14. Таблица валидационных параметров для метода с 

использованием в качестве пробоподготовки «высушенную каплю крови». 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(0,5 
мг/мл) 

QCL 

(1,5 
мг/мл) 

QCM 

(50 
мг/мл) 

QCH 

(75 
мг/мл) 

Прецизионность 
(CV %) 

Внутри цикла 3,2 4,1 1,8 4,2 

Между 
циклами 

6,9 3,5 7,9 7,2 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 102,9 98,1 105,4 104,2 

Между 
циклами 

108,4 105,6 98,2 100,2 

Стабильность (%) - 88,3 - 91,2 

Селективность (%) 5,5 - - - 

Коэффициент корреляции 0,99 
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Рисунок 25. Хромато-масс-спектрограмма пиперациллина в образцах 

«высушенной капли крови»: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – 

интенсивность сигнала. 

 
Также для метода «высушенной капли крови» было оценено влияние 

специфических параметров нового метода на результаты анализа. 

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 

0,5), для QCL и QCH при этом полученные концентрации находились в 

диапазоне от 95,5 до 107,1% от номинальных (Табл. 15).  

 
Таблица 15. Влияние гематокрита на результаты анализа. 

Гематокрит % QC Номинальная концентрация 
(мкг/мл) 

Точность (%) 

0,3 LQC 1,5 106,7 

 HQC 75 111,3 

0,4 LQC 1,5 104,2 

 HQC 75 101,8 

0,5 LQC 1,5 97,2 

 HQC 75 104,9 
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Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-х объёмов (10, 40, 70 

мкл) (30, 40 и55 мкл) при среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 

концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме. 

При валидации однородности капли сравнили результаты образцов 

контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х вариантах выреза 

капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом 

относительная погрешность при сравнении концентраций из образцов, 

полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 15% от 

номинальных.  

Термическая стабильность была оценена при хранении образцов 

«высушенной капли» в течении 14 дней при температуре 22°C и 45 °C, как 

потенциально возможные температуры при хранении и транспортировке 

образцов. Для оценки стабильность использовали образцы DBS на уровнях 

QCL и QCH при этом образцы проанализированы в трех временных точках 1, 

7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными образцами в составе одной 

аналитической серии. Рассчитанные концентрации образцов после хранения 

сравнивались со средними значениями концентраций свежеприготовленных 

образцов контроля качества. При этом полученные значения по формуле Х 

после 14 дней хранения находились в диапазоне от 89,7-95,4%. 
 

Заключение: Разработанная методика количественного ВЭЖХ-

МС/МС определения концентрации пиперациллина в образцах «высушенной 

капли крови» в отличии от разработанных ранее методик позволяет 

сократить время анализа с 4 до 2 минут. При этом все параметры валидации 

соответствовали критериям приемлемости. Образцы «высушенной капли 

крови» были стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. 

Небольшой объем крови, сокращенное время анализа в сочетании с 

простотой аналитической методики позволяют сделать этот метод полезным 



77 
 

 
 

для терапевтического лекарственного мониторинга пиперациллина в 

сложных клинических случаях. Также проведенная оценка специфических 

параметров валидации, характерных для образцов «высушенной капли» не 

показала влияние этих параметров на результат анализа, что в ранних 

исследованиях не было доказано и ставило под сомнение использование 

разработанных методик в реальной клинической практике [92]. 

 

3.10 Разработка и валидация ВЭЖХ-МС/МС метода 

количественного определения эверолимуса 
 

В процессе литературного поиска было отмечено несколько различных 

подходов к детектированию исследуемого вещества. На основании 

опубликованных данных в процессе разработки методики были оценены 

различные способы детектирования, в том числе различные способы 

ионизации при масс-спектрометрическом детектировании [154]. 

Разработка метода количественного ВЭЖХ-МС/МС определения 

эверолимуса включала определения оптимальных параметров 

хроматографического разделения, а также последующей масс-

спектрометрической детекции. В качестве метода ионизации был 

использован электроспрей (ESI). Детекция ионов проводилась в режиме 

положительной полярности [64]. 

Ионы-«предшественники» эверолимуса – m/z 975,6. Для построения 

метода мониторинга множественных реакций (MRM) использовались ионные 

переходы, соответствующие наибольшей интенсивности ионов-«продуктов». 

Было установлено, что в ходе диссоциации в камере соударений наиболее 

интенсивные иона-«продукта» равны m/z 908,6 (Рис. 25).  
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Рисунок 26. Масс-спектр эверолимуса в плазме крови: по оси абсцисс – 

время m/z (Da), по оси ординат – интенсивность сигнала.  

 

Компонент А мобильной фазы представлял собой смесь 0,1% уксусной 

кислоты и 2 ммоль ацетата аммония в воде, компонент В состоял из 0,1% 

уксусной кислоты и 2 ммоль ацетата аммония в метаноле.   

Был выбран градиентный режим хроматографического разделения со 

скоростью потока 0,5 мл/мин, при этом соотношение компонентов A (%) / B 

(%) изменялось следующим образом: 0–0.5 35/65→0.5–2.0 0/100→2.0–3.0 

35/65. 

При этих условиях время удерживания эверолимуса в образцах плазмы 

крови и в образцах «высушенной капли крови» 0,97-1,25 мин. 

908,6  

975,6  
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Рисунок 27. Хромато-масс-спектрограмма эверолимуса в плазме крови: 

по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала. 
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Рисунок 28. Хромато-масс-спектрограмма эверолимуса в образцах 

«высушенной капли крови»: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – 

интенсивность сигнала 

 

3.11 Валидация эверолимуса в плазме крови 
 

В ходе валидации разработанного метода были установлены основные 

валидационные параметры: линейность, точность, правильность, 

чувствительность (нижний предел количественного определения). 

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 50 нг / мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,98. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  
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Рисунок 29. Калибровочная кривая эверолимуса в плазме крови 

добровольцев: по оси абсцисс – C (нг/мл), по оси ординат - 

AreaAnalyte/AreaIS. 

 

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация пиперациллина в плазме 

крови в аналитическом диапазоне, для которого возможно количественное 

определение ванкомицина со значениями относительного стандартного 

отклонения не более 20 %. Нижний предел количественного определения 

методики составил 1 нг/мл (Табл. 16). 

 

 

 

 

y=0,00548x+0,00976 

R=0,998 
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Таблица 16. Таблица валидационных параметров количественного 

определения эверолимуса для метода с использованием в качестве 

пробоподготовки преципитацию белков. 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 нг/мл) 

QCL 

(3 нг/мл) 

QCM 

(25 нг/мл) 

QCH 

(40 нг/мл) 

Прецизионност
ь (CV %) 

Внутри цикла 9,2 8,4 4,7 5,1 

Между циклами 12,5 10,8 5,6 4,0 

Правильность 
(%) 

Внутри цикла 113,0 109,2 98,5 97,1 

Между циклами 101,9 105,4 97,1 102,3 

Стабильность (%) - 96,8 - 107,9 

Селективность (%) 8,7 - - - 

Коэффициент корреляции 0,98 

 

3.12 Валидация эверолимуса в образцах «высушенной капли 

крови» 
 

Также была проведена валидация ВЭЖХ-МС метода количественного 

определения эверолимуса в образцах «высушенной капли крови».  

Разработанная методика подтвердила свою линейность в диапазоне 

концентраций от 1 до 1 00 мг/мл при использовании взвешенного 

коэффициента 1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,98. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 

превышал 15% для основного диапазона концентраций.  
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Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. За НПКО 

методики принималась минимальная концентрация эверолимуса в образцах 

«высушенной капли крови» в аналитическом диапазоне, для которого 

возможно количественное определение эверолимуса со значениями 

относительного стандартного отклонения не более 20 %. Нижний предел 

количественного определения методики составил 1 нг/мл (Табл. 17). 

 

Таблица 17. Таблица валидационных параметров для метода с 

использованием в качестве пробоподготовки «высушенную каплю крови». 

Параметр Значение 

QCLOQ 

(1 нг/мл) 

QCL 

(3 нг/мл) 

QCM 

(25 
нг/мл) 

QCH 

(40 
нг/мл) 

Прецизионность 
(CV %) 

Внутри 
цикла 

5,4 8,2 10,5 8,0 

Между 
циклами 

2,7 4,7 8,9 13,5 

Правильность 
(%) 

Внутри 
цикла 

91,3 98,8 103,7 107,5 

 Между 
циклами 

88,7 94,6 93,2 98,6 

Стабильность 
(%) 

- 88,3 - 91,2  

Селективность 
(%) 

4,1 - - -  

Коэффициент 
корреляции 

0,98     
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Также для метода «высушенной капли крови» было оценено влияние 

специфических параметров нового метода на результаты анализа. 

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 

0,5), для QCL и QCH при этом полученные концентрации находились в 

диапазоне от 95,5 до 107,1% от номинальных (Табл. 18).  

 
Таблица 18. Влияние гематокрита на результаты анализа. 

Гематокрит % QC Номинальная 
концентрация 
(нг/мл) 

Точность (%) 

0,3 LQC 3 92,5 

 HQC 40 88,3 

0,4 LQC 3 94,8 

 HQC 40 105,5 

0,5 LQC 3 104,6 

 HQC 40 108,1 

 
Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-х объёмов (10, 40, 70 

мкл) (30, 40 и 55 мкл) при среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 

концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме. 

При валидации однородности капли сравнили результаты образцов 

контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х вариантах выреза 

капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом 

относительная погрешность при сравнении концентраций из образцов, 

полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 15% от 

номинальных.  

Термическая стабильность была оценена при хранении образцов 

«высушенной капли» в течении 14 дней при температуре 22°C и 45 °C, как 
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потенциально возможные температуры при хранении и транспортировке 

образцов. Для оценки стабильность использовали образцы DBS на уровнях 

QCL и QCH при этом образцы проанализированы в трех временных точках 1, 

7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными образцами в составе одной 

аналитической серии. Рассчитанные концентрации образцов после хранения 

сравнивались со средними значениями концентраций свежеприготовленных 

образцов контроля качества. При этом полученные значения по формуле Х 

после 14 дней хранения находились в диапазоне от  89,4-96,1%.[54, 89] 
 

Заключение: Была разработана и валидирована методика 

количественного ВЭЖХ-МС/МС определения концентрации эверолимуса в 

образцах «высушенной капли крови». При этом все параметры валидации 

соответствовали критериям приемлемости. Образцы «высушенной капли 

крови» были стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. 

Небольшой объем крови, сокращенное время анализа в сочетании с 

простотой аналитической методики позволяют сделать этот метод полезным 

для терапевтического лекарственного мониторинга пиперациллина в 

сложных клинических случаях. Также проведенная оценка специфических 

параметров валидации, характерных для образцов «высушенной капли» не 

показала влияние этих параметров на результат анализа, что в ранних 

исследованиях не было доказано и ставило под сомнение использование 

разработанных методик в реальной клинической практике. 
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ГЛАВА 4 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ 
 
 
 

Для успешного проведения ТЛМ необходимо применение 

специфических валидированных методик, знание новых физико-химических 

подходов к пробоподготовке биообразцов и наличие современного 

оборудования.  Использование сыворотки крови либо плазмы в качестве 

биологического материала для проведения ТЛМ исследуемого 

лекарственного препарата не всегда является возможным или неприменим в 

принципе. Однако метод «высушенной капли крови» - простой и минимально 

инвазивный отбор проб, который обладает рядом преимуществ перед 

стандартными способами пробоотбра такими как:  

• Возможность получить более информативную кривую 

«концентрация-время» 

• Требуется небольшой объем. 

• Удобное хранение и транспортировка [199,104]. 

• Наборы для отбора проб для стандартных образцов крови требуют 

больше лабораторного оборудования, особенно пробирок, чем для 

пробоотбора DBS [171]. 

Возможные ограничения метода, связанные с возможность применения 

высокоспецифичных и селективных метод анализа, а также разработкой 

соответствующих протоколов взятия, хранения и анализа, которые ранее 

были применены только стандартных образцов с использованием 

традиционных методов сбора материала. 

С помощью разработанных нами новых протоколов были собраны 

образцы высушенной капли с соответствующими рекомендациями для 

лучшего последующего определения лекарственных препаратов. При этом 

был было произведено сравнение по соответствующим стандартным и 

специфическим параметрам, таким как объем капли, место выреза и 

стабильность при условиях сушки.   
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Были разработаны и валидированы методы количественного ВЭЖХ-

МС/МС определения: эверолимуса, ванкомицина, пиперациллина, 

ивабрадина в плазме крови с использованием стандартных методов 

пробоподготовки (преципитации белков и др.) и в образцах высушенной 

крови для метода «высушенной капли». 

При разработке условий масс-спектрометрической детекции искомых 

веществ методом мониторинга множественных реакций (MRM) были 

определены ионы-«предшественники» и соответствующие им ионы-

«продукты». Ионы-«предшественники» ванкомицина соответствовали 

частицам m/z 725,3. Наиболее интенсивными ионами-«продуктами», 

зарегистрированными при фрагментации протонированных молекул в ячейке 

соударений, были частицы m/z 88,1 и m/z 387,9 для ванкомицина. Ионы-

«предшественники» пиперациллина был ион m/z 518,2 соответственно. 

Наиболее интенсивными ионами-«продуктами», зарегистрированными при 

фрагментации протонированных молекул в ячейке соударений, были 

частицы и m/z 143,1, m/z 115,0 для пиперациллина. 

Ионы-«предшественники» ивабрадина соответствовали частицам с m/z 

469, ионы-«предшественники» N-десметиливабрадина – m/z 455. Для 

построения метода мониторинга множественных реакций (MRM) 

использовались ионные переходы, соответствующие наибольшей 

интенсивности ионов-«продуктов». Было установлено, что оба вещества в 

ходе диссоциации в камере соударений дают по два наиболее интенсивны 

иона-«продукта»: m/z 262,2 и 177,1 для ивабрадина. 

Ионы-«предшественники» эверолимуса – m/z 975,6. Наиболее 

интенсивные иона-«продукта» равны m/z 908,6 

Разработанные методики подтвердили свою линейность в выбранных 

диапазонах концентраций при использовании взвешенного коэффициента 

1/	𝑥�2�, при этом 	𝑟�2� > 0,99. Коэффициент вариации (%), 

рассчитываемый при определении меж- и внутридневной точности не 
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превышал 15% для основного диапазона концентраций для всех 

лекарственных препаратов.  

Нижний предел количественного определения методики определяли на 

основании данных линейности, точности и прецизионности. 

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 

0,5), для QCL и QCH при относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме капли. 

Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-х объёмов (10, 40, 70 

мкл) (30, 40 и 55 мкл) при среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 

концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность рассчитанных 

концентраций не превышала — 15% от полученных значений при среднем 

объёме. 

При валидации однородности капли сравнили результаты образцов 

контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х вариантах выреза 

капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При этом 

относительная погрешность при сравнении концентраций из образцов, 

полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 15% от 

номинальных.  

Термическая стабильность была оценена при хранении образцов 

«высушенной капли» в течении 14 дней при температуре 22°C и 45 °C, как 

потенциально возможные температуры при хранении и транспортировке 

образцов. Для оценки стабильность использовали образцы DBS на уровнях 

QCL и QCH при этом образцы проанализированы в трех временных точках 1, 

7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными образцами в составе одной 

аналитической серии. Рассчитанные концентрации образцов после хранения 

сравнивались со средними значениями концентраций свежеприготовленных 

образцов контроля качества. При этом полученные значения по формуле Х 

после 14 дней хранения находились в диапазоне от 89,4-96,1%. 
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Разработанные методика количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения концентрации выбранных препаратов в образцах «высушенной 

капли крови» в отличии от разработанных ранее методик позволили 

сократить время анализа. При этом все параметры валидации 

соответствовали критериям приемлемости. Образцы «высушенной капли 

крови» были стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. 

Небольшой объем крови, сокращенное время анализа в сочетании с 

простотой аналитической методики позволяют сделать этот метод полезным 

для терапевтического лекарственного мониторинга препаратов с узким 

терапевтическим диапазоном в сложных клинических случаях. Также 

проведенная оценка специфических параметров валидации, характерных для 

образцов «высушенной капли» не показала влияние этих параметров на 

результат анализа, что в ранних исследованиях не было доказано и ставило 

под сомнение использование разработанных методик в реальной 

клинической практике [81]. 

Также с помощью метода «высушенной капли крови» была 

оптимизирована разработанная раннее методика количественного 

определения ивабрадина и его N-деметилированного метаболита в 

биологических пробах с использованием высокоэффективной жидкостной 

хроматографии. 

При сравнении двух разработанных методов, было выявлено, что 

использование в качестве пробоподготовки метод «высушенной капли 

крови» в отличии от твердофазной экстракции позволяет снизить время 

анализа с 8,2 дол 1,7 минут. Также увеличилась чувствительно анализа: 

нижний предел количественного определения с использованием 

твердофазной экстракции составил 10 нг/мл, тогда как с использованием 

«высушенной капли крови» и ВЭЖХ-МС/МС 1 нг/мл. При этом количество 

биообразца для нового метода составляет всего несколько капель цельной 

крови, при этом для раннее разработанной методики необходимо 
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значительно большее количество плазмы крови. Данные преимущества 

метода «высушенной капли крови» в качестве пробоподготовки с 

использованием ВЭЖХ-МС/МС значительно упрощают проведение 

фенотипирования CYP3A4 с использованием «ивабрадинового теста» для 

проведения мониторинга изменения активности данного изофермента у 

пациентов, получающих его индуктор, либо ингибитор в составе плановой 

фармакотерапии. 
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Выводы 
 
 
 

1) Метод «высушенной капли» — это простой, минимально 

инвазивный процесс отбора проб с более удобным способом хранения и 

транспортировки биоматериала. Данный метод призван облегчить 

терапевтический лекарственный мониторинг многих препаратов и позволяет 

легко проводить отбор проб.  

2) Разработанный метод количественного определения ванкомицина с 

помощью «высушенной капли крови» позволяет проводить терапевтический 

лекарственный мониторинг (ТЛМ) у новорожденных в терапевтическом 

диапазоне. Разработаны оптимальные протоколы взятия и хранения 

биологических образцов. Валидационные параметры разработанных методов 

количественного определения с помощью высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с масс-спектрометрической детекцией (ВЭЖХ-МС/МС) с 

использованием в преаналитическом этапе метода «высушенной капли 

крови» соответствуют требованием нормативной документации. Линейный 

аналитический диапазон укладываются в терапевтический. Новая методика в 

отличии от разработанных ранее позволяет сократить время анализа в 4 раза.  

3) Оптимизирован метод фенотипирования с помощью ивабрадинового 

теста с использованием метода «высушенной капли крови», что позволило 

снизить время анализа более чем в 4 раза и повысить чувствительность в 10 

раз. Разработаны оптимальные протоколы взятия и хранения биологических 

образцов. Валидационные параметры разработанных методов 

количественного определения ВЭЖХ-МС/МС с использованием в 

преаналитическом этапе метода «высушенной капли крови» соответствуют 

требованием нормативной документации. 

4) Разработан и валидирован метод количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения пиперациллина с использованием метода «высушенной капли 

крови», который позволяет проводить ТЛМ у пациентов принимающие 
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пиперациллин при длительной инфузии, что позволит снизить смертность 

пациентов с сепсисом и улучшит воздействие противомикробных 

препаратов. Определённый аналитический диапазон соответствуют 

терапевтическому. Данный метод позволяет сократить время анализа в 2 

раза.  

5) Разработан и валидирован метод количественного ВЭЖХ-МС/МС 

определения эверолимуса с использованием метода «высушенной капли 

крови», который позволит проводить ТЛМ эверолимуса, что оптимизирует 

иммуносупрессивную терапию необходимую на протяжении всей жизни 

пациентов так как позволяет поддерживать концентрацию препаратов в 

рамках терапевтического диапазона и избежать нежелательных реакций.  

6) При валидации методик были впервые определены специфические 

параметры для метода «высушенной капли крови»: гематокрит, место 

выреза, объем капли для ивабрадина, ванкомицина, пиперациллина и 

эверолимуса.  что позволяет рекомендовать данные методики для рутинной 

клинической практики при проведении фенотипирования с помощью 

ивабрадина, а также проведения ТЛМ препаратов с узким терапевтическим 

диапазоном: ванкомицин, пиперациллин, эверолимус. Образцы «высушенной 

капли крови» стабильны в течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. 

Проведенная оценка специфических параметров валидации не показала 

влияние на результат анализа и соответствуют критериям приемлемости. 

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях гематокрита (0,3; 0,4; 0,5), 

для QCL (Low level - нижний концентрационный уровень) и QCH (High level 

- верхний концентрационный уровень) при относительная погрешность 

рассчитанных концентраций не превышала — 15% от полученных значений 

при среднем объёме капли. Для валидации эффекта объёма провели анализ 3-

х объёмов (10, 40, 70 мкл) (30, 40 и 55 мкл) при среднем уровне гематокрита 

(0,4), на 2-х уровнях концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность 

рассчитанных концентраций не превышала — 15% от полученных значений 

при среднем объёме. При валидации однородности капли сравнили 
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результаты образцов контроля качества при QCL и QCH, полученные при 2-х 

вариантах выреза капли: из центра капли и с края. Анализ проводился в 5 

сериях. При этом относительная погрешность при сравнении концентраций 

из образцов, полученных из центрального и краевого выреза, не превышала 

15% от номинальных. 
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Практические рекомендации 
 
 
 

1. Рекомендовать метод «высушенной капли крови» для проведения 

фенотипирования в ивабрадиновом тесте пациентов при проведении ТЛМ, 

клинических испытаний инновационных лекарственных средств и оценки 

биоэквивалентности дженериков. Выявлено, что использование в качестве 

пробоподготовки метода «высушенной капли крови» в отличии от 

твердофазной экстракции позволяет снизить время анализа более чем в 4 раз 

2. Рекомендовать метод «высушенной капли крови» для проведения 

ТЛМ, так как требует малых объемов проб крови, позволяет сократить время 

анализа, повысить пороги определения лекарственных средств и проводить 

мониторинг в любых возрастных категориях, как у новорожденных, так и у 

пожилых людей. Валидированные параметры методики количественного 

ВЭЖХ-МС/МС определения концентрации лекарственных средств 

ванкомицин, пиперациллин и эверолимус могут быть использованы в 

клинической практике. Образцы «высушенной капли крови» стабильны в 

течение 14 дней при температуре 22°C и 45 °C. Проведенная оценка 

специфических параметров валидации не показала влияние на результат 

анализа и соответствуют критериям приемлемости. 
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Список использованных сокращений 
 
 
 
ВПКО – верхний предел количественного определения  

ВЭЖХ – Высокоэффективная жидкостная хроматография 

ВЭЖХ-МС/МС - с тандемным масс-спектрометрическим детектированием 

ГХ-МС/МС — газовая хроматография с тандемным масс-

спектрометрическим детектированием 

ГХ - газовая хроматография 

ЕАЭС - Евразийский экономический союз 

ЛВ — лекарственное вещество  

ЛП — лекарственный препарат  

ЛС — лекарственное средство 

МС - масс-спектрометрия 

НПР - Неблагоприятная (нежелательная) побочная реакция 

НПКО — нижний предел количественного определения 

ТЛМ – терапевтический лекарственный мониторинг 

ФК – Фармакокинетика 

ФД – Фармакодинамика 

ACN – ацетонитрид 

DBS – Dried Blood Spot (высушенная капля крови) 

EBF - European Bioana lysis Forum 

EMA — European Medicines Agency (Европейское медицинское агенство)  



96 
 

 
 

ESI – электрораспылительная ионизация 

FDA - Food and Drug Administration (Управление по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов) 

MRM - Multiple reaction monitoring (Мониторинг множественных реакций) 

LC-MS - Liquid chromatography–mass spectrometry 

LLOQ – lower limit of quantification (нижний предел количественного 

определения) 

QCL - Low level (нижний концентрационный уровень) 

QCM - Medium level (верхний концентрационный уровень) 

QCH - high level (верхний концентрационный уровень) 
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