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Аннотация

Целью настоящего исследования явилась разработка 
и валидация методики определения биологически ак-
тивного соединения КОН-1 с доказанной ноотропной ак-
тивностью в плазме крови методом высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии с  ультрафиолетовым 
детектированием (ВЭЖХ-УФ). Предложена простая, 
экспрессная и  нетрудоемкая процедура пробоподго-
товки плазмы к хроматографическому исследованию, 
обеспечивающая высокий процент извлечения ана-
лита из  биообъекта (более  80  %). В  разработанных 
условиях нижний предел количественного опреде-
ления  КОН-1 в  плазме составил  35  нг/мл. Оцененная 
в  результате валидации прецизионность методики 
не  превышала  7  %, границы правильности методики 
составили 93,5–112,8 %. Разработанная биоаналитиче-
ская методика апробирована на образцах крови лабо-
раторных животных и человека и использована в до-
клинических фармакокинетических исследованиях.

Abstract

The aim of this work was the development and validation 
of methods for determination of a biologically active com-
pound KOH-1 with proven nootropic activity in blood plasma 
by  high performance liquid chromatography (HPLC) with 
ultraviolet detection (HPLC-UV). A simple, rapid and unla-
borious procedure was proposed for sample preparation 
of  plasma for  chromatographic analysis, which ensures 
a  high percentage of  analyte extraction from the  bioob-
ject (more than  80  %). Under the  developed conditions, 
the  lower limit of  the quantitative determination of KOH-
1 in  plasma was  35  ng/ml. The  precision of  the  method 
estimated by validation did not exceed 7 %, the accuracy 
of the method was within 93.5–112.8 %.
The  developed bioanalytical technique was  tested 
on  blood samples of  laboratory animals and  humans 
and used in preclinical pharmacokinetic studies.



61СЕЧЕНОВСКИЙ ВЕСТНИК № 1(31) 2018 г.

КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА

Ключевые слова: КОН-1, высокоэффективная 
жидкостная хроматография, валидация, 
фармакокинетические исследования.

Keywords: КON-1, high-performance liquid 
chromatography, validation, pharmacokinetic studies.

ВВЕДЕНИЕ

Биологически активное соединение КОН-1 (рис. 1) 
с выраженной ноотропной активностью из группы 
3-гидрокси-3-пирролин-2-она, синтезированное 
в Пермской государственной фармацевтической ака-
демии под руководством Гейна В.Л., находится на ста-
дии доклинических исследований [1]. Неотъемлемой 
частью данных испытаний является всестороннее ис-
следование фармакокинетики потенциального лекар-
ственного препарата на животных [2].

Проведение доклинических фармакокинети-
ческих исследований требует разработки высоко-
чувствительных методик определения исследуемых 
веществ в биологических жидкостях и тканях лабо-
раторных животных. Наиболее адекватным методом 
анализа лекарственных веществ и других биологи-
чески активных соединений в биологических суб-
стратах является высокоэффективная жидкостная 
хроматография с ультрафиолетовым и масс-спек-
трометрическим детектированием (ВЭЖХ-УФ 
и ВЭЖХ-МС/МС) [3]. Так, ранее нами была разра-
ботана методика определения КОН-1 в моче лабо-
раторных животных методом ВЭЖХ-УФ на основе 
изократического элюирования с использованием 
подвижной фазы ацетонитрил — фосфатный бу-
фер с рН 7 [4]. В литературе описаны условия хро-
матомасс-спектрометрического определения ряда 
пирролидоновых ноотропов (рацетамов), таких 
как пирацетам, анирацетам, оксирацетам, в плазме 
крови человека и животных. Следует отметить, что 
при использовании метода ВЭЖХ-МС/МС в ана-
лизе сложных биологических матриц очень важным 
этапом является пробоподготовка образца. Наибо-
лее простым и экспрессным способом пробопод-

готовки является осаждение белков плазмы крови 
с помощью различных денатурирующих агентов. 
Однако данный вариант не всегда дает положитель-
ный результат, поскольку недостаточная очистка из-
влечения от эндогенных веществ может осложнить 
масс-спектрометрическое определение [5]. Так, при 
разработке методики ВЭЖХ-МС/МС определе-
ния КОН-1 в плазме было установлено, что эндоген-
ные вещества, присутствующие в извлечении после 
преципитации белков, сильно влияют на иониза-
цию вещества, что сказывается снижением откли-
ка масс-селективного детектора. Поэтому в каче-
стве способа изолирования КОН-1 из плазмы была 
предложена достаточно длительная и трудоемкая 
процедура жидкость-жидкостной экстракции, пред-
полагающая более тщательную очистку экстракта 
по сравнению с простым осаждением [6].

Однако изучение фармакокинетики вещества 
требует анализа большого количества биологиче-
ских проб, поэтому вопрос экспрессности приме-
няемых методик остается актуальным. УФ-детек-
тирование в жидкостной хроматографии, в отличие 
от масс-спектрометрического, менее чувствительно 
к влиянию эндогенных соединений плазмы при ус-
ловии их хорошего хроматографического разделения 
с аналитом. Поэтому в данном случае пробоподго-
товка плазмы к хроматографическому исследованию 
с использованием простой преципитации белков 
вполне уместна. Ранее проведенные исследования 
показали эффективность использования метано-
ла в качестве осаждающего агента при извлечении 
КОН-1 из модельных образцов плазмы. Степень 
экстракции КОН-1 составила более 90 % [7].

Цель настоящего исследования — разработка и ва-
лидация методики определения биологически ак-
тивного соединения КОН-1 в плазме крови методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с ультрафиолетовым детектированием (ВЭЖХ-УФ) 
с минимальной пробоподготовкой путем простого 
осаждения белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В эксперименте использовали субстанцию КОН-
1, синтезированную в ПГФА и соответствующую 
требованиям проекта ФСП [8], субстанцию фе-
нотропила (ФСП 42-0348-4414-03), а также следу-
ющие реагенты: ацетонитрил (HPLC grade, Merck), 
метанол (Fischer Chemical); фосфатный буферный 

РИС.  1. Структурная формула КОН-1 (4-ацетил-5-(4-
бромфенил)-3-гидрокси-1-(3-гидроксипропил)-3-пирро-
лин-2-он)
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раствор рН 7 (ГФ XIII). Вода для приготовления 
элюентов была получена с помощью системы очист-
ки воды Simplicity UV (Millipore, Merck).

Методика пробоподготовки плазмы крови. 250 мкл мо-
дельной смеси помещали в пробирку типа Эппен-
дорф, добавляли 100 мкл внутреннего стандарта 
(раствор фенотропила, 20 мкг/мл) и 500 мкл ме-
танола. Пробирки встряхивали на лабораторном 
шейкере при 1500 об./мин в течение 5 мин и цен-
трифугировали 5 мин при 10 000 об./мин. Надоса-
дочную жидкость фильтровали через мембранный 
шприцевой нейлоновый фильтр фирмы Agilent 
Technologies (США) с размером пор 0,45 мкм и ис-
следовали методом ВЭЖХ [7].

Анализ проводили на жидкостном хроматогра-
фе LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с диодно-
матричным детектором. Разделение анализируемых 
компонентов осуществляли на хроматографической 
колонке Luna 5uC18(2) 100А (250  4,6 мм, Phenomenex) 
при 40 °С. Подвижная фаза представляла собой смесь 
ацетонитрила и фосфатного буфера (рН 7) в соотно-
шении 25 : 75. Скорость потока элюента — 1 мл/мин. 
Длина волны детектирования — 324 нм. Объем вво-
димой пробы — 10 мкл.

Разработку и валидацию биоаналитической ме-
тодики проводили с использованием модельных 
смесей плазмы. При определении селективности ме-
тодики использовали плазму крови человека, а так-
же образцы плазмы, полученные от белых нелиней-
ных крыс и кроликов породы шиншилла.

Калибровочные стандарты для исследования 
линейности готовили путем добавления соответ-
ствующих стандартных растворов КОН-1 к плаз-
ме человеческой крови до получения концентраций 
от 36 до 9400 нг/мл. При оценке таких валидационных 
параметров, как правильность, прецизионность и сте-
пень извлечения, были приготовлены образцы контро-

ля качества с содержанием аналита на уровне НПКО 
(нижний предел количественного определения), трой-
ного НПКО, уровне средних (около 50 % диапазона 
калибровочной кривой) и высоких (более 75 % диапа-
зона калибровочной кривой) концентраций.

Валидация биоаналитической методики осу-
ществлялась согласно действующим руковод-
ствам МЗ РФ, Европейского медицинского агент-
ства (EMA) и управления по контролю за качеством 
пищевых продуктов и лекарственных препара-
тов (FDA) [9, 10].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Хроматографическое разделение. Необходимость из-
влечения аналита из сложной биологической ма-
трицы при фармакокинетических исследованиях 
влечет за собой неизбежные потери вещества, что 
в итоге сказывается на результатах количественного 
определения. Для повышения точности результатов 
в аналитической практике при работе со сложны-
ми образцами используют вещество — внутренний 
стандарт, который добавляется во все контрольные 
и анализируемые пробы в одинаковом количестве.

В качестве внутреннего стандарта нами был апро-
бирован фенотропил (N-карбамоилметил-4-фе-
нил-2-пирролидон), который по химической струк-
туре сходен с КОН-1. Установлено, что элюирование 
в изократическом режиме с использованием под-
вижной фазы ацетонитрил — фосфатный буфер 
с рН 7 (25 : 75) позволяет четко разделить хроматогра-
фические пики КОН-1 и внутреннего стандарта фе-
нотропила от эндогенных веществ плазмы (рис. 2). 
Двухволновое детектирование при 210 нм и 324 нм, 
соответствующее максимумам поглощения КОН-
1 и фенотропила в подвижной фазе, обеспечивает 

РИС. 2. УФ-спектры КОН-1 (а) и фенотропила (б) в подвижной фазе
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максимальную чувствительность методики (рис. 3). 
В предложенных услови  ях время удерживания КОН-
1 составило 5,5 мин, фенотропила — 7,2 мин.

Степень извлечения КОН-1 и внутреннего стандар-
та фенотропила из плазмы крови с помощью пред-
ложенной методики пробоподготовки оценивали 
путем соотнесения площадей хроматографических 
пиков веществ, экстрагированных из биологических 
образцов, с площадями пиков, не экстрагированных 
стандартов, приготовленных в подвижной фазе. 
Изучение степени извлечения КОН-1 проводили 
на модельных смесях плазмы с содержанием веще-
ства на 3 уровнях концентраций: 120, 4706, 7530 нг/
мл. Извлечение фенотропила исследовали на мо-
дельной смеси плазмы с концентрацией аналита 
8 мкг/мл. Результаты представлены в табл. 1.

Селективность. Анализ «холостых» образцов плазмы, 
полученных от человека и лабораторных животных, 
показал отсутствие интерферирующих пиков на вре-
менах удерживания КОН-1 и внутреннего стандарта 
фенотропила.

Линейность. Для установления линейности методи-
ки были проанализированы 10 образцов модельных 
смесей плазмы (калибровочных стандартов) с содер-
жанием КОН-1 в диапазоне от 36 до 9400 нг/мл. Гра-

дуировочная зависимость описывалась уравнением: 
Y = 0,00115952  C (где Y — соотношение пиков КОН-
1 и фенотропила, С — концентрация КОН-1 в плаз-
ме). Коэффициент корреляции составил 0,9993658, 
что свидетельствует о линейности методики в указан-
ном диапазоне концентраций. Калибровочный гра-
фик представлен на рис. 4.

В ходе исследования линейности был осуществлен 
обратный перерасчет концентраций калибровочных 
стандартов с помощью полученного калибровочного 
графика. Полученные значения концентраций лежат 
в пределах ±15 % от номинальных, что соответствует 
предъявляемым требованиям (табл. 2).

Правильность и прецизионность методики количе-
ственного определения КОН-1 в плазме крови оце-
нивались путем анализа образцов контроля каче-
ства (модельных смесей) с концентрацией КОН-1: 
39, 120, 4706 и 7530 нг/мл. Каждый образец анали-
зировался в 6 повторностях. Приведенные в табл. 3 
значения коэффициента вариации (CV, %) и отно-
сительной величины систематической ошибки по-
грешности (δ, %) не превышают 15 %, рекомендуе-
мых для биоаналитических методик.

РИС. 3. Хроматограмма извлечения из модельной смеси плазмы крови (концентрация КОН-1 — 5 мкг/мл, фенотропи-
ла — 8 мкг/мл)
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Таблица 1

Степень извлечения КОН-1 и фенотропила из модельных 

смесей

Концентрация КОН-1 в мо-

дельной смеси, нг/мл

Степень извлечения, %

(X ± SD при n = 6)

120 92,10 ± 1,81

4706 96,07 ± 1,28

7530 96,87 ± 0,89

Концентрация фенотропила 

в модельной смеси, нг/мл

Степень извлечения, %

(X ± SD при n = 6)

8000 79,27 ± 1,62
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РИС.  4. Калибровочный график количественного опре-
деления КОН-1 в плазме крови методом ВЭЖХ
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Таблица 2

Отклонения концентраций калибровочных стандартов от фактических значений

С факт. 36 54 108 270 540 1080 2690 5380 6840 9400

С рассчит. 32,9 48,8 99,2 238 472 1070 2375 5125 6658 9163

ε, % −8,6 −9,6 −8,1 −11,9 −12,6 −0,9 −11,7 −4,7 −2,7 −2,5

Таблица 3

Правильность и прецизионность методики 

количественного определения КОН-1 в плазме крови

Концентра-

ция КОН-1 

в модельной 

смеси, нг/мл

Рассчитан-

ная концен-

трация, нг/мл
–x SD

CV, %

(прецизи-

онность)

δ, %

(правиль-

ность)

39 39,61 2,60 6,57 1,6

120 135,36 6,47 4,78 12,8

4706 4399,71 151,59 3,45 −6,5

7530 7786,57 103,55 1,33 3,41

РИС.  5. Динамика изменения концентрации КОН-1 
в плазме крови кроликов после однократного перорально-
го введения

Время, часы

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 КО
Н-

1 в
 п

ла
зм

е,
 н

г/
мл

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Использование в доклинических исследованиях. Раз-
работанная методика была использована при из-
учении фармакокинетики КОН-1 у лабораторных 
животных (кроликов) после перорального введения 
субстанции в дозе 100 мг/кг. Кровь отбирали через 
дискретные интервалы времени (0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 
2,0; 4,0; 8,0; 10,0; 16,0; 24,0 ч) из ушной вены. Ди-
намика изменения концентрации КОН-1 в плазме 
крови кроликов представлена на рис. 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная методика определения биоло-
гически активного соединения КОН-1 в плазме 
крови методом высокоэффективной жидкостной 

хроматографии с УФ-детектированием, включаю-
щая осаждение белка в качестве пробоподготовки 
биообразца, проста и эффективна. Результаты ва-
лидационной оценки демонстрируют удовлетвори-
тельные для биоаналитических методик показатели 
селективности, линейности, правильности, преци-
зионности и эффективности извлечения аналита. 
Данная методика была успешно использована в до-
клинических фармакокинетических исследовани-
ях КОН-1 на лабораторных животных.

Финансирование. Работа не имеет финансовой под-
держки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
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