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Ðàçðàáîòàíà ñåëåêòèâíàÿ, ÷óâñòâèòåëüíàÿ è âîñïðîèçâîäèìàÿ ìåòîäèêà êîëè÷åñò-

âåííîãî îïðåäåëåíèÿ ýíàëàïðèëà è åãî àêòèâíîãî ìåòàáîëèòà ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå

êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìà-

òîãðàôèè ñ òàíäåìíûì ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷åñêèì äåòåêòèðîâàíèåì (ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ).

Ïðèìåí¸í ìåòîä èîíèçàöèè DUIS: îäíîâðåìåííîå èñïîëüçîâàíèå ýëåêòðîðàñïûëåíèÿ

(ESI) è õèìè÷åñêîé èîíèçàöèè ïðè àòìîñôåðíîì äàâëåíèè (APCI). Äåòåêòèðîâàíèå

îñóùåñòâëÿëè â ðåæèìå ïîëîæèòåëüíîé èîíèçàöèè ïóò¸ì ìîíèòîðèíãà ìíîæåñòâåí-

íûõ ðåàêöèé (MRM). Ïðîáîïîäãîòîâêó ïëàçìû êðîâè ïðîâîäèëè ïóò¸ì îñàæäåíèÿ

áåëêîâ àöåòîíèòðèëîì. Ðàñ÷¸òû ïðè êîëè÷åñòâåííîì îïðåäåëåíèè ïðîâîäèëè ìåòîäîì

âíåøíåãî ñòàíäàðòà. Êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ íîñèëà ëèíåéíûé õàðàêòåð â äèàïàçîíå

êîíöåíòðàöèé 5 – 100 íã/ìë äëÿ îáîèõ èññëåäóåìûõ âåùåñòâ. Ðàçðàáîòàííûé ìåòîä

ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ ïîäáîðà äîçû ýíàëàïðèëà ïðè òåðàïåâòè÷åñêîì ëåêàðñò-

âåííîì ìîíèòîðèíãå.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýíàëàïðèë; ýíàëàïðèëàò; ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ; ïåðñîíàëèçèðîâàííàÿ ìå-

äèöèíà; òåðàïåâòè÷åñêèé ëåêàðñòâåííûé ìîíèòîðèíã.

ÂÂÅÄÅÍÈÅ

Ýíàëàïðèë (ðèñ. 1, à ) — ëåêàðñòâåííîå ñðåäñòâî èç

ãðóïïû èíãèáèòîðîâ àíãèîòåíçèíïðåâðàùàþùåãî

ôåðìåíòà. Â ñïèñîê ÆÍÂËÏ âêëþ÷åíû òàáëåòêè ýíà-

ëàïðèëà [2], ïðåïàðàò øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ ëå÷å-

íèÿ àðòåðèàëüíîé ãèïåðòåíçèè è õðîíè÷åñêîé ñåðäå÷-

íîé íåäîñòàòî÷íîñòè [3, 4]. Ýíàëàïðèë ÿâëÿåòñÿ ïðî-

ëåêàðñòâîì è ñàì ïî ñåáå îêàçûâàåò ñëàáîå àíòèãèïåð-

òåíçèâíîå äåéñòâèå. Àêòèâíûé ìåòàáîëèò ýíàëàïðèëà

— ýíàëàïðèëàò (ðèñ. 1, á ) — îáðàçóåòñÿ â îðãàíèçìå

ïðè ãèäðîëèçå ïîä äåéñòâèåì ýñòåðàç ïå÷åíè. Â ñâÿçè

ñ ýòèì âûðàæåííîñòü è äëèòåëüíîñòü ãèïîòåíçèâíîãî

äåéñòâèÿ ïðè ïðè¸ìå ýíàëàïðèëà âî ìíîãîì îïðåäåëÿ-

åòñÿ ñêîðîñòüþ åãî ãèäðîëèçà äî ýíàëàïðèëàòà, êîòî-

ðàÿ ìîæåò çíà÷èòåëüíî âàðüèðîâàòü ó ïàöèåíòîâ.

Ñðåäíÿÿ òåðàïåâòè÷åñêàÿ äîçà ýíàëàïðèëà —

2,5 – 20 ìã/ñóò, áèîäîñòóïíîñòü 40 %. Ìàêñèìàëüíàÿ

êîíöåíòðàöèÿ ýíàëàïðèëà â êðîâè äîñòèãàåòñÿ ÷åðåç

1 ÷, ýíàëàïðèëàòà — ÷åðåç 3 – 4 ÷. Ìàêñèìàëüíàÿ êîí-

öåíòðàöèè ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå êðîâè

÷åëîâåêà ñîñòàâëÿåò 90,5 è 47,5 íã/ìë, ïåðèîä ïîëóâû-

âåäåíèÿ — 1,35 è 6,71 ÷, ñîîòâåòñòâåííî [14]. Ïðè ïðà-

âèëüíî ïîäîáðàííîì ðåæèìå äîçèðîâàíèÿ êîíöåíòðà-

öèÿ ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå êðîâè äîëæíà îñòàâàòüñÿ â

ðàìêàõ òåðàïåâòè÷åñêîãî äèàïàçîíà, à êëèíè÷åñêèé

ýôôåêò ñîõðàíÿåòñÿ äî 24 ÷ ïîñëå ïðè¸ìà ïðåïàðàòà.

Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ ïðàâèëüíîãî ïîäáîðà äîçû è êðàò-

íîñòè ïðè¸ìà ýíàëàïðèëà öåëåñîîáðàçíî ïðîâîäèòü

îöåíêó ñêîðîñòè åãî ìåòàáîëèçìà ó êàæäîãî áîëüíîãî

[1]. Äàííóþ çàäà÷ó ìîæíî ðåøèòü ïóò¸ì íåïîñðåäñò-

âåííîãî èçìåðåíèÿ êîíöåíòðàöèé ýíàëàïðèëà è ýíàëà-

ïðèëàòà â ïëàçìå êðîâè äî ïðèåìà ïðåïàðàòà è ñïóñòÿ

4 ÷, ñðàâíèâàÿ çàòåì ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ.

Ñðåäè ñîâðåìåííûõ àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðå-

äåëåíèÿ ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå èëè ñû-

âîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà áîëüøèíñòâî àâòîðîâ îòäà¸ò

ïðåäïî÷òåíèå ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ ââèäó âûñîêîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè è ñåëåêòèâíîñòè ìåòîäà [6, 7, 9, 10, 13]. Â

êà÷åñòâå ñïîñîáà ïðîáîïîäãîòîâêè äëÿ îáðàçöîâ ïëàç-

ìû êðîâè ìîæíî èñïîëüçîâàòü îñàæäåíèå áåëêîâ àöå-

òîíèòðèëîì [6, 7], æèäêîñòü-æèäêîñòíóþ ýêñòðàêöèþ

[6, 9, 10] è òâåðäîôàçíóþ ýêñòðàêöèþ [13].

Îñàæäåíèå áåëêîâ ïëàçìû àöåòîíèòðèëîì ïðåä-

ñòàâëÿåò íàèáîëüøèé èíòåðåñ ñ òî÷êè çðåíèÿ ïðîñòî-

òû è ñêîðîñòè âûïîëíåíèÿ ïðîöåäóðû ïðîáîïîäãîòîâ-

êè. Â èññëåäîâàíèè [7] íå óäàëîñü ïðîâåñòè âàëèäà-
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öèþ ìåòîäèêè ñîãëàñíî òðåáîâàíèÿì FDA [11]. Â ðà-

áîòå [6] óäàëîñü ïîëó÷èòü ëèíåéíóþ êàëèáðîâêó â

äèàïàçîíå 0,1 – 150 íã/ìë è äîáèòüñÿ r = 0,99 (èñïîëü-

çóåòñÿ âåñîâîé êîýôôèöèåíò 1/x2
) äëÿ îáîèõ àíàëèòîâ,

îäíàêî ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/øóì íà óðîâíå ïðåäåëà

êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ (ÏÊÎ) äëÿ ýíàëàïðèëà-

òà ñîñòàâèëî 4,1 ïðè èñïîëüçîâàíèè îñàæäåíèÿ áåëêîâ

ïëàçìû àöåòîíèòðèëîì â êà÷åñòâå ñïîñîáà ïðîáîïîä-

ãîòîâêè.

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîò-

êà ìåòîäèêè îäíîâðåìåííîãî êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå êðîâè ÷å-

ëîâåêà ñ ïîìîùüþ ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ äëÿ ïðîâåäåíèÿ òå-

ðàïåâòè÷åñêîãî ëåêàðñòâåííîãî ìîíèòîðèíãà (ÒËÌ) è

ôåíîòèïèðîâàíèÿ áîëüíûõ ïî ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ýíà-

ëàïðèëà.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Àíàëèç ïðîâîäèëè íà îáîðóäîâàíèè ôèðìû

Shimadzu (ßïîíèÿ). Èñïîëüçîâàëñÿ æèäêîñòíûé õðî-

ìàòîìàññ-ñïåêòðîìåòð LCMS-8040 (ñèñòåìà æèäêîñò-

íîé õðîìàòîãðàôèè Nexera ñ òðîéíûì êâàäðóïîëüíûì

ìàññ-ñïåêòðîìåòðîì), óêîìïëåêòîâàííûé ñèñòåìîé

èîíèçàöèè DUIS, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò îäíîâðåìåííî èñ-

ïîëüçîâàòü 2 ìåòîäà èîíèçàöèè (ýëåêòðîðàñïûëåíèå

(ESI) è õèìè÷åñêàÿ èîíèçàöèÿ ïðè àòìîñôåðíîì äàâ-

ëåíèè (APCI)), ñèñòåìîé ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíèÿ,

ÓÔ-ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì SPD-M20A

ñ äèîäíîé ìàòðèöåé (äèàïàçîí äëèí âîëí

190 – 800 íì), òåðìîñòàòîì êîëîíîê CTO-20AC ñ äèà-

ïàçîíîì òåìïåðàòóð 4 – 90 °C.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ðåàêòèâû: àöå-

òîíèòðèë LiChrosolv®
Reag. Ph Eur (äëÿ ÆÕ), ìóðàâüè-

íàÿ êèñëîòà (Merck), äåèîíèçîâàííàÿ âîäà (óäåëüíîå

ñîïðîòèâëåíèå — 18,2 Ìîì � ñì). Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ

êàëèáðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ èñïîëüçîâàëè ýíàëàïðèëà

ìàëåàò (Fluka) è ýíàëàïðèëàòà äèãèäðàò (Fluka), îòâå-

÷àþùèå òðåáîâàíèÿì USP.

Ðàçäåëåíèå îñóùåñòâëÿëè íà êîëîíêå Sinergi Polar

RP, 4 ìêì, 250 � 4,6 ìì (Phenomenex, ÑØÀ) ïðè òåì-

ïåðàòóðå 40 °C. Ïîäâèæíàÿ ôàçà ñîñòîÿëà èç ýëþåíòà

À (1 % ìóðàâüèíîé êèñëîòû / äåèîíèçîâàííàÿ âîäà) è

ýëþåíòà Â (1 % ìóðàâüèíîé êèñëîòû / àöåòîíèòðèë).

Õðîìàòîãðàôè÷åñêîå ðàçäåëåíèå ïðîâîäèëè â ãðàäè-

åíòíîì ðåæèìå ýëþèðîâàíèÿ, îïèñàííîì â òàáë. 1.

Ñêîðîñòü ïîòîêà ïîäâèæíîé ôàçû ñîñòàâëÿëà

1 ìë/ìèí. Îáúåì ââîäèìîé ïðîáû — 10 ìêë.

Ïðè îïðåäåëåíèè óñëîâèé ìàññ-ñïåêòðîìåòðè÷å-

ñêîãî äåòåêòèðîâàíèÿ â ðåæèìå ñêàíèðîâàíèÿ ïîëíîãî

èîííîãî òîêà (scan
+
) áûëè âûáðàíû èîíû-ïðåäøåñò-

âåííèêè: äëÿ ýíàëàïðèëà 349,30 m/z, äëÿ ýíàëàïðèëàòà

377,20 m/z, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ïðîòîíèðîâàííûì ìîëå-

êóëÿðíûì èîíàì èññëåäóåìûõ âåùåñòâ. Çàòåì â ðåæè-

ìå ñêàíèðîâàíèÿ ôðàãìåíòíûõ èîíîâ (product scan
+
)
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Ðèñ. 1. Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû: à) ýíàëàïðèëà, á) ýíàëàïðèëàòà.
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Ýíàëàïðèë

Ðèñ. 2. Êàëèáðîâî÷íàÿ ïðÿìàÿ äëÿ ýíàëàïðèëà.
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Âðåìÿ àíàëèçà, ìèí Îáú¸ìíàÿ äîëÿ ýëþåíòà Â, %

0,0 � 7,0 30 � 50

7,0 � 8,5 50

8,5 � 12,5 50 � 100

12,5 � 14,5 100

14,5 � 15,5 100 � 30

15,5 � 20,0 30
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?

¹ ï/ï

Èîí

ïðåäøåñòâåííèê,

m/z

Ôðàãìåíòíûé

èîí,

m/z

Ýíåðãèÿ

ñîóäàðåíèé,

Â

Ýíàëàïðèëàò

1 349,30 206,10 – 30,0

2 160,10 – 35,0

3 134,10 – 30,0

4 117,10 – 35,0

Ýíàëàïðèë

1 377,20 303,10 – 23,0

2 234,20 – 25,0

3 160,10 – 24,0

4 130,10 – 27,0

5 117,20 – 50,0



áûëè âûáðàíû èîíû, êîòîðûå â äàëüíåéøåì èñïîëüçî-

âàëèñü äëÿ ìîíèòîðèíãà ìíîæåñòâåííûõ ðåàêöèé

(MRM+
). Ýíåðãèÿ ñîóäàðåíèé ïîäáèðàëàñü ýêñïåðè-

ìåíòàëüíî. Â òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû ïàðàìåòðû äåòåê-

òèðîâàíèÿ â ðåæèìå MRM+
.

Ïîäãîòîâêó ïðîá ïëàçìû êðîâè îñóùåñòâëÿëè ïó-

ò¸ì îñàæäåíèÿ áåëêîâ. Äëÿ ýòîãî ê 400 ìêë ïëàçìû äî-

áàâëÿëè 800 ìêë àöåòîíèòðèëà, âñòðÿõèâàëè â òå÷åíèå

1 ìèí íà øåéêåðå òèïà “âîðòåêñ” V-3 (ELMI, Ëàòâèÿ),

ïîñëå ÷åãî öåíòðèôóãèðîâàëè 15 ìèí ñî ñêîðîñòüþ

15000 îá/ìèí íà öåíòðèôóãå Eppendorf Centrifuge

5427. Íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü ïåðåíîñèëè â âèàëû è

ïîìåùàëè èõ â àâòîñàìïëåð õðîìàòîãðàôà.

Ó÷èòûâàÿ äàííûå î ôàðìàêîêèíåòèêå ýíàëàïðèëà è

ýíàëàïðèëàòà, êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå èçó÷àå-

ìûõ âåùåñòâ áûëî ðåøåíî ïðîâîäèòü â äèàïàçîíå îò 5

äî 100 íã/ìë. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé

ïðîâîäèëè ïîäãîòîâêó ïðîá è àíàëèç îáðàçöîâ èíòàêò-

íîé ïëàçìû ñ ïðèáàâëåíèåì ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà

ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà äî äîñòèæåíèÿ êîíöåíòðà-

öèé 5, 15, 25, 50, 75 è 100 íã/ìë.

Àíàëèòè÷åñêàÿ ìåòîäèêà

Êèñëîòíî-îñíîâíûå ñâîéñòâà ýíàëàïðèëà è ýíàëà-

ïðèëàòà îêàçûâàþò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà âûáîð

óñëîâèé õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ è èîíèçà-

öèè ïðè äåòåêòèðîâàíèè.

Ââåäåíèå â ïîäâèæíóþ ôàçó ðàçëè÷íûõ äîáàâîê,

íàçûâàåìûõ äèíàìè÷åñêèìè ìîäèôèêàòîðàìè, íåîá-

õîäèìî äëÿ èçìåíåíèÿ, à èìåííî — óëó÷øåíèÿ õðîìà-

òîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíèÿ. Ïðîèçâåäåí ýêñïåðèìåí-

òàëüíûé ïîäáîð äèíàìè÷åñêîãî ìîäèôèêàòîðà äëÿ

îáåñïå÷åíèÿ îïòèìàëüíîãî ðàçäåëåíèÿ è èîíèçàöèè

ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà ïðè ñîâìåñòíîì ïðèñóòñò-
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Ýíàëàïðèëàò

Ðèñ. 3. Êàëèáðîâî÷íàÿ ïðÿìàÿ äëÿ ýíàëàïðèëàòà.
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Âðåìÿ, ìèí

Âåùåñòâî

Âðåìÿ

óäåðæàíèÿ,

ìèí

Ïëîùàäü

ïèêà

Êîíöåíòðàöèÿ,

íã/ìë

Ýíàëàïðèëàò 3,985 13946 1,957

Ýíàëàïðèë – – N.D. (Peak)

Ðèñ. 4. Õðîìàòîãðàììà ïðîáû ïëàçìû êðîâè ïàöèåíòà äî ïðèå-

ìà âíóòðü ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà ýíàï.

������� �	 �'�% �3#�!�3  -'�$ � �##�!�3 ,���* � %#4�' 

�#�� � 9�!��"� $ ���

Ââåäåíî,

íã/ìë

Íàéäåíî,

íã/ìë,

ñðåäíåå

çíà÷åíèå

(n = 5)

S. D.

(n = 5)

RSD, %

(n = 5)
	, %

Ýíàëàïðèëàò

5,00 4,74 0,18 3,75 – 5,12

15,00 15,77 0,73 4,62 5,15

50,00 49,93 2,27 4,54 – 0,14

100,00 100,15 1,30 1,29 0,15

Ýíàëàïðèë

5,00 4,58 0,26 5,67 – 8,40

15,00 15,06 0,19 1,23 0,37

50,00 50,50 1,48 2,92 1,00

100,00 100,46 2,63 2,62 0,46

������� �	 �'�% �3#�!�3  -'�$ � �##�!�3 ,���* � ,�:*4

�#�� � 9�!� , $ ���, 

Ââåäåíî,

íã/ìë

Íàéäåíî,

íã/ìë, ñðåäíåå

çíà÷åíèå

(n = 10)

S.D.

(n = 10)

RSD, %

(n = 10)
	, %

Ýíàëàïðèëàò

5,00 4,65 0,24 5,12 – 7,00

15,00 15,26 0,82 5,38 1,75

50,00 49,73 1,93 3,87 – 0,53

100,00 100,02 1,60 1,60 0,02

Ýíàëàïðèë

5,00 4,54 0,25 5,42 – 9,16

15,00 15,06 0,22 1,44 0,40

50,00 50,40 1,23 2,44 0,80

100,00 100,38 1,92 1,91 0,38



âèè. Íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû äîñòèãíóòû ïðè äîáàâëå-

íèè ê ïîäâèæíîé ôàçå ìóðàâüèíîé êèñëîòû (1 % ïî

îáú¸ìó). Ïðè ýòîì ïðè îòñóòñòâèè ìîäèôèêàòîðîâ íå

íàáëþäàëîñü ïîëíîãî ðàçäåëåíèÿ èññëåäóåìûõ âå-

ùåñòâ. Ñîëè ìóðàâüèíîé êèñëîòû, êàê è îíà ñàìà, ÿâ-

ëÿþòñÿ ëåòó÷èìè, êðîìå òîãî, äîáàâêà êèñëîò â ñëó÷àå

èîíèçàöèè ýëåêòðîðàñïûëåíèåì âàæíà äëÿ ôîðìèðî-

âàíèÿ ïðàâèëüíîé ôîðìû êàïëè ïîëó÷àåìîãî àýðîçîëÿ

è, êàê ñëåäñòâèå, óëó÷øåíèÿ èîíèçàöèè âåùåñòâ.

Ýíàëàïðèë ñîäåðæèò â ñâîåé ñòðóêòóðå êàðáîêñèëü-

íóþ è âòîðè÷íóþ àëèôàòè÷åñêóþ àìèíîãðóïïó, à â

ìîëåêóëå ýíàëàïðèëàòà èìåþòñÿ 2 êàðáîêñèëüíûõ è

âòîðè÷íàÿ àëèôàòè÷åñêàÿ àìèíîãðóïïà. Â ñâÿçè ñ ýòèì

îáà ñîåäèíåíèÿ îáëàäàþò êàê êèñëîòíûìè, òàê è îñ-

íîâíûìè ñâîéñòâàìè, â çàâèñèìîñòè îò ðÍ â ðàñòâîðå

ýòè âåùåñòâà ìîãóò ñóùåñòâîâàòü â ôîðìå êàòèîíîâ,

àíèîíîâ è öâèòòåð-èîíîâ [8, 15]. Äëÿ óëó÷øåíèÿ èîíè-

çàöèè ýëåêòðîðàñïûëåíèåì â ïîëîæèòåëüíîì ðåæèìå

è, ñëåäîâàòåëüíî, óâåëè÷åíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòî-

äèêè íåîáõîäèìî ïîäàâëåíèå äèññîöèàöèè êàðáîê-

ñèëüíûõ ãðóïï ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà è ñìåùå-

íèå êèñëîòíî-îñíîâíîãî ðàâíîâåñèÿ â ñòîðîíó ïðîòî-

íèðîâàíèÿ àìèíîãðóïïû äëÿ ïðèîáðåòåíèÿ ìîëåêóëîé

ïîëîæèòåëüíîãî çàðÿäà, ÷òî äîñòèãàåòñÿ ïðè âçàèìî-

äåéñòâèè èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé ñ ìóðàâüèíîé êè-

ñëîòîé.

Áîëåå ÿðêî âûðàæåííûå êèñëîòíûå ñâîéñòâà ýíàëà-

ïðèëàòà ïðèâîäÿò ê òîìó, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü åãî èîíè-

çàöèè è ñèãíàë äåòåêòîðà ïðèìåðíî â 10 ðàç ìåíüøå

ïî ñðàâíåíèþ ñ ýíàëàïðèëîì. Ïðåäëîæåííûå óñëîâèÿ

àíàëèçà îáåñïå÷èâàþò ÏÊÎ ìåòîäèêè íà óðîâíå

5 íã/ìë.

Â ïðîöåññå ñîçäàíèÿ ìåòîäèêè áûë ïðîèçâåäåí ïîä-

áîð íåïîäâèæíîé ôàçû. Êîëîíêà Synergi Polar RP ñ ñè-

ëèêàãåëåì, ìîäèôèöèðîâàííûì ôåíèëüíûìè ðàäèêà-

ëàìè, ïîçâîëèëà äîñòè÷ü áîëåå êà÷åñòâåííîãî ðàçäåëå-

íèÿ, ÷åì êîëîíêà Zorbax Eclipse XDB-C18 ñ ñèëèêàãå-

ëåì, ìîäèôèöèðîâàííûì àëêèëüíûì ðàäèêàëàìè Ñ18.

Ðàçðåøåíèå ìåæäó ïèêàìè ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà

è óäåðæèâàíèå ýíàëàïðèëàòà óâåëè÷èëîñü, óìåíüøè-

ëîñü ðàçìûâàíèå ïèêîâ. Äàííîå ÿâëåíèå ìîæíî îáúÿñ-

íèòü òåì, ÷òî ôåíèëüíàÿ íåïîäâèæíàÿ ôàçà áîëåå ïî-

ëÿðíà ïî ñðàâíåíèþ ñ ôàçîé Ñ18 è ëó÷øå ñîðáèðóåò

ýíàëàïðèë è ýíàëàïðèëàò, ñîäåðæàùèå â ñâîåé ñòðóê-

òóðå ïîëÿðíûå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû (ðàññ÷èòàí-

íûå çíà÷åíèÿ log P ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà 0,03 è

– 0,09, ñîîòâåòñòâåííî [15]). Ñóùåñòâåííî, ÷òî êîëîí-

êà Synergi Polar RP ñïîñîáíà ðàáîòàòü ïðè ðÍ 1,5, ïî-

çâîëÿÿ òåì ñàìûì óâåëè÷èòü êîíöåíòðàöèþ ìóðàâüè-

íîé êèñëîòû â ïîäâèæíîé ôàçå äî 1 %.

Âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè

Âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà

ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ âûïîëíåíà ïî ñëåäóþùèì

õàðàêòåðèñòèêàì: ñåëåêòèâíîñòü, ëèíåéíîñòü, ïðà-

âèëüíîñòü (âíóòðè öèêëà è ìåæäó öèêëàìè), ïðåöèçè-

îííîñòü (âíóòðè öèêëà è ìåæäó öèêëàìè), ÏÊÎ, ïåðå-

íîñ ïðîáû, ñòàáèëüíîñòü ðàñòâîðîâ [5, 11, 12].

Ñåëåêòèâíîñòü ìåòîäèêè îöåíèâàëè ïðè ñðàâíåíèè

õðîìàòîãðàìì ïðîá èíòàêòíîé (“÷èñòîé”) ïëàçìû ñ

ïðèáàâëåíèåì ñòàíäàðòíûõ ðàñòâîðîâ ýíàëàïðèëà è

ýíàëàïðèëàòà ñ õðîìàòîãðàììàìè ïðîá ÷èñòîé ïëàç-

ìû. Íà õðîìàòîãðàììå ïðîáû ÷èñòîé ïëàçìû íå íà-

áëþäàåòñÿ ïèêîâ, ñîîòâåòñòâóþùèõ ïî âðåìåíàì óäåð-

æèâàíèÿ ýíàëàïðèëó è ýíàëàïðèëàòó.

Ïðè îöåíêå ëèíåéíîñòè ïðîâîäèëè àíàëèç 6 ïðîá

÷èñòîé ïëàçìû ñ äîáàâëåíèåì ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà

ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà äî ïîëó÷åíèÿ êîíöåíòðà-

öèé 5, 15, 25, 50, 75 è 100 íã/ìë. Ïîñòðîåíû êàëèáðî-

âî÷íûå ãðàôèêè äëÿ ýíàëàïðèëà (ðèñ. 2) è ýíàëàïðèëà-

òà (ðèñ. 3). Óðàâíåíèå êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé äëÿ ýíà-

ëàïðèëà èìååò âèä y = 83568,3x, êîýôôèöèåíò êîððå-

18 Ò. À. Ðîäèíà è äð.
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Âåùåñòâî

Âðåìÿ

óäåðæàíèÿ,

ìèí

Ïëîùàäü

ïèêà

Êîíöåíòðàöèÿ,

íã/ìë

Ýíàëàïðèëàò 3,962 298864 41,943

Ýíàëàïðèë 6,466 253277 3,031

Ðèñ. 5. Õðîìàòîãðàììà ïðîáû ïëàçìû êðîâè ïàöèåíòà ÷åðåç

4 ÷ ïîñëå ïðèåìà âíóòðü ëåêàðñòâåííîãî ïðåïàðàòà ýíàï.

������� 
	 
#* % *4��3#(� ��#$�#�'�$  <#���-' ��  �"�

��� %#�"� ,���5�� �� <#���-' ���� % -���,� �'�% -�$ �#��%

*�  9�'�� @ 9 -�!�� -' �,� %#4�'3 ����'!�%�##�"� -'�-�'���

<#�-A ��5���� BAC ,"

Ïàöèåíò

Êîíöåíòðàöèÿ â ïëàçìå, íã/ìë

äî ïðèåìà ýíàïà ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ïðèåìà

ýíàëàïðèë ýíàëàïðèëàò ýíàëàïðèë ýíàëàïðèëàò

1 îòñóòñòâóåò íèæå ÏÊÎ íèæå ÏÊÎ 41,974

2 íèæå ÏÊÎ 11,915 5,134 21,504

3 îòñóòñòâóåò 7,957 íèæå ÏÊÎ 23,692

4 íèæå ÏÊÎ 7,875 íèæå ÏÊÎ 8,757

5 îòñóòñòâóåò 7,116 íèæå ÏÊÎ 17,970

6 íèæå ÏÊÎ 33,264 15,902 24,750



ëÿöèè (r ) ñîñòàâëÿåò 0,99985, ñâîáîäíûé ÷ëåí

ëèíåéíîãî óðàâíåíèÿ íå îòëè÷àåòñÿ îò 0. Óðàâíåíèå

êàëèáðîâî÷íîé ïðÿìîé äëÿ ýíàëàïðèëàòà èìååò âèä

y = 7125,53x, êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè (r ) ñîñòàâëÿåò

0,99913, ñâîáîäíûé ÷ëåí ëèíåéíîãî óðàâíåíèÿ íå îò-

ëè÷àåòñÿ îò 0. Îòêëîíåíèÿ êîíöåíòðàöèé êàëèáðîâî÷-

íûõ ðàñòâîðîâ, ðàññ÷èòàííûå ïî óðàâíåíèÿì ëèíåé-

íîé çàâèñèìîñòè, óêëàäûâàþòñÿ â äîïóñòèìûå íîðìû

îòêëîíåíèé ( � 20 % äëÿ íèæíåé òî÷êè àíàëèòè÷åñêî-

ãî äèàïàçîíà è � 15 % äëÿ îñòàëüíûõ òî÷åê).

Ïðè îöåíêå ïðàâèëüíîñòè è ïðåöèçèîííîñòè ïðîâî-

äèëè àíàëèç 4 îáðàçöîâ ÷èñòîé ïëàçìû ñ ïðèáàâëåíè-

åì ñòàíäàðòíîãî ðàñòâîðà ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà

äî ïîëó÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé 5, 15, 50, 100 íã/ìë. Àíà-

ëèç êàæäîãî ðàñòâîðà îñóùåñòâëÿëè ïî 5 ðàç â ðàìêàõ

2 àíàëèòè÷åñêèõ öèêëîâ. Äëÿ ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé

êîíöåíòðàöèé áûëè ðàññ÷èòàíû âåëè÷èíû îòíîñèòåëü-

íîãî ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ (RSD, %) è îòíîñèòåëü-

íîé ïîãðåøíîñòè (	, %), ïðèâåäåííûå â òàáë. 3 è 4.

ÏÊÎ ìåòîäèêè îïðåäåëÿëè íà îñíîâàíèè äàííûõ

ëèíåéíîñòè, ïðàâèëüíîñòè è ïðåöèçèîííîñòè. Çà ÏÊÎ

ìåòîäèêè ïðèíèìàëè ìèíèìàëüíóþ êîíöåíòðàöèþ

ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â ïëàçìå, äëÿ êîòîðîé âîç-

ìîæíî èõ êîëè÷åñòâåííîå îïðåäåëåíèå ñî çíà÷åíèÿìè

RSD è 	 íå áîëåå 20 % â äèàïàçîíå ëèíåéíîé çàâèñè-

ìîñòè. Ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ìåòîäè-

êè ñîñòàâèë 5 íã/ìë êàê äëÿ ýíàëàïðèëà, òàê è äëÿ ýíà-

ëàïðèëàòà.

Áûëà ïîäòâåðæäåíà ñòàáèëüíîñòü äëÿ ñòàíäàðòíûõ

ðàñòâîðîâ ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà (ïðè õðàíåíèè

ðàñòâîðà â òå÷åíèå 14 äíåé ïðè òåìïåðàòóðå îò 2 äî

8 °C), êðàòêîâðåìåííàÿ ñòàáèëüíîñòü (äëÿ ïðèãîòîâ-

ëåííûõ ïðîá â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè àíàëèçå íà ñëåäóþ-

ùèé äåíü ïðè òåìïåðàòóðå 5 °C) íà óðîâíÿõ êîíöåí-

òðàöèé 5,00 è 100,00 íã/ìë. Îáðàçöû âûäåðæèâàëè 3

öèêëà “çàìîðàæèâàíèå – ðàçìîðàæèâàíèå”. Ïëîùàäü

ïèêà ïðè ïîâòîðíûõ àíàëèçàõ íå ìåíÿëàñü áîëåå ÷åì

íà 10 %.

Ïðè ïîñëåäîâàòåëüíîì àíàëèçå ïðîá ñ êîíöåíòðà-

öèåé ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà 100,00 íã/ìë è ÷èñ-

òîé ïëàçìû íà õðîìàòîãðàììå ÷èñòîé ïëàçìû îòñóòñò-

âîâàëè ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ïî âðåìåíè óäåðæèâà-

íèÿ ýíàëàïðèëó è ýíàëàïðèëàòó. Òàêèì îáðàçîì, ïåðå-

íîñ ïðîáû îòñóòñòâîâàë.

Íàñòîÿùàÿ ìåòîäèêà ñîîòâåòñòâóåò òðåáîâàíèÿì ðó-

êîâîäñòâ ïî âàëèäàöèè [5, 11, 12] è ïðåâîñõîäèò àíà-

ëîãè÷íûå ìåòîäèêè [6, 7] ïî òàêèì õàðàêòåðèñòèêàì,

êàê ëèíåéíîñòü (r > 0,999), ïðàâèëüíîñòü è ïðåöèçèîí-

íîñòü. Èñïîëüçîâàíèå îñàæäåíèÿ áåëêîâ ïëàçìû àöå-

òîíèòðèëîì îáåñïå÷èâàåò áûñòðîòó è âûñîêóþ ñêî-

ðîñòü ïðîâåäåíèÿ àíàëèçîâ.

Ïðèìåíåíèå ìåòîäèêè

Ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà áûëà ïðèìåíåíà äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ êîíöåíòðàöèé ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà â

ïëàçìå êðîâè ïàöèåíòîâ, ïðîõîäèâøèõ ëå÷åíèå â Öåí-

òðå ïåðñîíàëèçèðîâàííîé ìåäèöèíû (ÖÏÌ) è ïðèíè-

ìàâøèõ ëåêàðñòâåííûé ïðåïàðàò ýíàï, òàáëåòêè 2,5 ìã.

Ïîëó÷åííûå äàííûå ïðèâåäåíû â òàáë. 5, òèïè÷íûå

õðîìàòîãðàììû ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 4 è 5.

×àñòü ïàöèåíòîâ ïðèíèìàëà ýíàï ïîñòîÿííî åù¸ äî

ïîñòóïëåíèÿ â ÖÏÌ, ÷òî îáúÿñíÿåò îáíàðóæåíèå ýíà-

ëàïðèëàòà è ýíàëàïðèëà â ïðîáàõ, îòîáðàííûõ ïåðåä

ïðè¸ìîì ïðåïàðàòà â êëèíèêå.

Èíäèâèäóàëüíûå çíà÷åíèÿ è ñîîòíîøåíèå êîíöåí-

òðàöèé ýíàëàïðèëà è ýíàëàïðèëàòà ó ïàöèåíòîâ ÷åðåç

4 ÷ ïîñëå ïðè¸ìà ýíàïà äåìîíñòðèðóþò ðàçëè÷èÿ â

ñêîðîñòè ìåòàáîëèçìà ýíàëàïðèëà è ÿâëÿþòñÿ öåííîé

èíôîðìàöèåé äëÿ ëå÷àùåãî âðà÷à ïðè âûáîðå îïòè-

ìàëüíîé äîçû è êðàòíîñòè ïðè¸ìà ïðåïàðàòà. Òàê, íà-

ïðèìåð, ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ýíàëàïðèëàòà ïðè

âûñîêîì óðîâíå ýíàëàïðèëà ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ïåðîðàëü-

íîãî ïðè¸ìà ýíàïà 2,5 ìã ïàöèåíòîì 6 (òàáë. 5), ïî-âè-

äèìîìó, ñâèäåòåëüñòâóåò î íèçêîé ñêîðîñòè ìåòàáî-

ëèçìà ýíàëàïðèëà, â ñâÿçè ñ ÷åì äëÿ ðàññìàòðèâàåìîãî

ïàöèåíòà òðåáóåòñÿ ëèáî óìåíüøåíèå ðàçîâîé äîçû,

ëèáî ñíèæåíèå êðàòíîñòè ïðè¸ìà, ëèáî çàìåíà ïðåïà-

ðàòà. Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà íàáëþäàåòñÿ áûñòðûé ìåòà-

áîëèçì (ïàöèåíò 1), òðåáóåòñÿ óâåëè÷åíèå êðàòíîñòè

ïðè¸ìà ïðåïàðàòîâ ýíàëàïðèëà.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëå-

íèÿ ýíàëàïðèëà è åãî àêòèâíîãî ìåòàáîëèòà ýíàëàïðè-

ëàòà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ìåòîäîì ÂÝÆÕ-ÌÑ/ÌÑ.

Ìåòîäèêà ñåëåêòèâíà, èìååò àíàëèòè÷åñêèé äèàïàçîí

5 – 100 íã/ìë, îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå

è îòíîñèòåëüíàÿ îøèáêà ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé íå

ïðåâûøàåò 5,42 è 9,16 %, ñîîòâåòñòâåííî.

Íàñòîÿùàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü ýíàëà-

ïðèë è ýíàëàïðèëàò â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ñ öåëüþ

ïðîâåäåíèÿ ÒËÌ è ôåíîòèïèðîâàíèÿ ïàöèåíòîâ ïî

ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ýíàëàïðèëà.
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DETERMINATION OF ENALAPRIL AND ITS ACTIVE METABOLITE ENALAPRILATE

IN HUMAN BLOOD PLASMA BY HPLC-MS/MS FOR PERSONALIZATION

OF ANTIHYPERTENSIVE PHARMACOTHERAPY
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A selective, sensitive and reproducible method has been developed for the quantitative determination of enalapril and its active metabolite enalaprilate in hu-

man blood plasma by reverse-phase high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) detection. The method of doub-

le ionization (DUIS) is employed that combines electrospray ionization (ESI) and atmospheric pressure chemical ionization (APCI) techniques. The MS detec-

tion is performed in the positive ion mode by multiple reactions monitoring (MRM). The sample preparation is carried out using plasma protein precipitation

with acetonitrile. Quantification is performed with respect to an external standard. The calibration curve is linear within a concentration range of 5 – 100 ng/mL

for both enalapril and enalaprilate. The proposed method can be used for selecting a dose of enalapril in therapeutic drug monitoring.

Keywords: enalapril; enalaprilate; HPLC-MS/MS; personalized medicine; therapeutic drug monitoring.
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