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Резюме
Введение. В настоящее время актуальной задачей для фармацевтической науки является поиск и разработка инновационных препаратов. 
Одним из таких является N-(5-хлорпиридин-2-ил)-2-({4-[этанимидоил(метил)амино]бензоил}амино)-5-метилбензамида гидрохлорид 
(далее – DD217) – инновационный препарат, относящийся к классу антикоагулянтов, ингибиторов фактора Xa.
Цель. Целью настоящего исследования явилась разработка и валидация методики определения DD217 в плазме крови крыс методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) и применение 
разработанной методики для проведения фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. В исследовании были использованы аутбредные крысы Wistar. Крысам вводили раствор субстанции DD217 
однократно, внутрижелудочно в дозах 5, 15, 30 мг/кг. Для определения DD217 в плазме крови крыс применяли валидированную методику 
определения DD217 методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием 
(ВЭЖХ-МС/МС). В качестве внутреннего стандарта был выбран небиволол. Хроматографическое разделение проводилось с 
использованием колонки Phenomenex Luna С8 (3 мкм, 50 × 4,6 мм). В качестве подвижной фазы использовали 0,1%-й раствор муравьиной 
кислоты в деионизованной воде и 0,1%-й раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле. Общее время анализа каждого образца составляло 
2,0 мин. DD217 и небиволол детектировали в режиме положительной ионизации электроспреем по ионным переходам m/z 436,1 → 119,9 
и 406,0 → 151,0 соответственно. Фармакокинетические параметры и описательную статистику рассчитывали модельно-независимым 
методом при помощи программного обеспечения IBM SPSS Statistics v27 и Julia v1.6.0 (Mixed Models v3.8.0, ClinicalTrialUtilities v0.5.1).
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим показателям: нижний предел количественного 
определения, селективность, правильность и прецизионность, допустимость разведения, линейность, эффект матрицы, степень 
извлечения, эффект переноса и стабильность. Нижний предел количественного определения DD217 в плазме крови крыс составил  
2,0 нг/мл. Разработанная методика была успешно применена для определения фармакокинетических параметров субстанции DD217 в 
плазме крови крыс после внутрижелудочного введения в дозах 5, 15, 30 мг/кг.
Заключение. Методика для количественного определения DD217 в плазме крови впервые разработана, валидирована и применена для 
оценки фармакокинетических параметров субстанции DD217 в плазме крови крыс.  
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Abstract
Introduction. Nowadays, discovery and development of innovative drugs represent a relevant goal for the pharmaceutical market. One of 
such drugs is N-(5-chloropyridine-2-yl)-2-({4-[ethanimidoyl(methyl)benzoyl}amino)-5-methylbenzamide hydrochloride (hereinafter DD217), an 
innovative drug that belongs to the class of anticoagulants, namely factor Xa inhibitors.
Aim. The aim of this study was to develop and validate a method for DD217 determination in rat plasma by means of high-performance liquid 
chromatography–tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) to carry out pharmacokinetic studies. 
Materials and methods. Outbred Wistar rats were used in the study. Rats received a single dose of DD217 substance solution intragastrically at 
a dose of 5, 15, 30 mg/kg. The validated HPLC-MS/MS method was employed for DD217 determination in rat plasma. Nebivolol was chosen as the 
internal standard of the method. Chromatographic separation involved the use of Phenomenex Luna С8 column (3 µm, 50 × 4.6 mm) and gradient 
elution with water-acetonitrile solution containing 0.1 % formic acid. The total run time of each sample was equal to 2.0 min. DD217 and nebivolol 
were detected in positive electrospray ionization mode, the ion transitions monitored were m/z 436,1 → 119,9 and 406,0 → 151,0, respectively. 
Pharmacokinetic parameters and descriptive statistics were calculated through model-independent method in IBM SPSS Statistics v27 and Julia 
v1.6.0 (MixedModels v3.8.0, ClinicalTrialUtilities v0.5.1) software.
Results and discussion. Method was validated by linearity, lower limit of quantification, selectivity, accuracy and precision, dilution integrity, 
matrix effect, recovery, carry-over, and stability. The lower limit of quantification of DD217 in rat plasma was 2.0 ng/mL. The method was 
successfully applied for establishing the pharmacokinetic parameters of DD217 substance in rat plasma after intragastric administration at a dose 
of 5, 15, 30 mg/kg.
Conclusion. HPLC-MS/MS method for DD217 determination in plasma was developed, validated and applied in order to evaluate pharmacokinetic 
parameters of DD217 substance in rat plasma.

Keywords: DD217, rat, plasma, HPLC-MS/MS, validation, pharmacokinetics
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ВВЕДЕНИЕ
Заболевания сердечно-сосудистой системы явля-

ются одними из причин инвалидизации и смертности 
взрослого населения экономически развитых стран 
мира [1]. Наиболее распространенными заболевани-
ями являются заболевания, вызванные нарушением  
свертываемости крови и образованием тромбов, в 

частности инфаркт миокарда и легких, тромботи- 
ческие и эмболические инсульты, тромбофлебиты.  
Высокая частота осложнений данных заболеваний и 
их влияние на смертность, увеличение риска леталь-
ного исхода без надлежащей профилактики, затра-
ты, связанные с лечением, способствуют широкому 
использованию в клинической практике различных  
антикоагулянтов [1–4]. 
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Долгое время в клинической практике применя-
лись пероральные антикоагулянты из группы антаго-
нистов витамина К («Варфарин» и «Аценокумарол»).  
К недостаткам данных препаратов относят необходи-
мость регулярного контроля уровня международного 
нормализованного отношения (МНО) в пределах 2,0–
3,0, а также зависимость эффективности от приема 
ряда лекарственных препаратов и пищи [5, 6]. 

К 2008–2010 годам были созданы новые перораль- 
ные антикоагулянты, селективно ингибирующие один 
фактор свертывания: прямые ингибиторы тромби-
на (например, дабигатрана этексилат) и прямые инги-
биторы активированного фактора X (Xa) (например, 
ривароксабан, апиксабан). Однако, как показали ис-
следования, и их применение приводит к развитию 
многих нежелательных реакций со стороны различ-
ных органов и систем организма, а также вызванных 
взаимодействием с другими препаратами [5, 7–11]. 

В связи с этим чрезвычайно важным является  
поиск и разработка новых пероральных антикоагу-
лянтов, которые бы обладали большей эффективно-
стью, безопасностью и удобством применения.

Одним из таких препаратов может стать инно-
вационный препарат DD217, разработанный компа-
нией ООО  «ФармаДиол» (г. Москва) [производство 
ФГУП НПЦ Фармзащита ФМБА России (г. Химки)] [12]. 

DD217 относится к классу пероральных анти- 
коагулянтов, прямых ингибиторов фактора Ха [12]. 
Доклинические исследования, проведенные компа-
нией ООО «ФармаДиол», продемонстрировали пер-
спективность DD217. По некоторым показателям 
(например, концентрация, удваивающая протромби-
новое время на человеческой плазме) препарат мо-
жет претендовать на место лучшего в классе ораль-
ных антикоагулянтов, прямых ингибиторов фактора 
Ха. В результате анализа токсикологических и фар- 
макокинетических данных DD217 был рекомендован 
для дальнейших исследований.

Внедрение в клиническую практику препарата 
DD217 может повысить приверженность пациентов 
терапии и снизить частоту и выраженность побочных 
эффектов. 

Целью нашего исследования явилась разработ-
ка высокочувствительной методики количественно-
го определения DD217 в плазме крови крыс с целью 
оценки фармакокинетических параметров субстан-
ции DD217.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Agilent 1290 Infinity (Agilent Technolo-
gies, Германия) с масс-спектрометрическим детекто-
ром Agilent 6490 Triple Quad LC/MS (Agilent Technolo-
gies, Германия).

Реактивы и растворы

В работе были использована субстанция N-(5- 
хлорпиридин-2-ил)-2-({4-[этанимидоил(метил)амино]
бензоил}амино)-5-метилбензамида гидрохлорид (суб- 
станция-порошок, производитель ФГУП НПЦ «Фарм- 
защита», ФМБА Россия) (рисунок 1). Внутренний стан-
дарт (ВС): небиволола гидрохлорид (серия 1, Tocris  
Bioscience, Великобритания) (рисунок 2). Использо-
ванные реактивы: метанол (Gradient grade, J.T. Baker, 
Нидерланды); муравьиная кислота (pure, PanReac 
AppliChem, Испания, Германия); этилацетат (Gradient 
grade, Sigma-Aldrich, США); ацетонитрил (Gradient 
grade, Scharlau, Испания); натрия бикарбонат (pure, 
PanReac AppliChem, Испания, Германия); вода очи- 
щенная.

Маточный раствор DD217 получали путем раст- 
ворения точной навески вещества в 100  мл водно- 
ацетонитрильного раствора (1 : 1). Исходные маточные 
растворы разбавляли смесью ацетонитрила и воды 
(1 : 1) для получения рабочих стандартных растворов  
с необходимыми концентрациями.

Приготовление калибровочных образцов  
и образцов для контроля качества (QC)

Калибровочные образцы готовили в полипропи-
леновых пробирках объемом 1,5 мл (Greiner Bio-One 
GmbH, Германия). Аликвоты рабочих стандартных  
растворов DD217 помещали в полипропиленовые про-
бирки вместимостью 1,5  мл, высушивали в токе азо-
та. К сухому остатку добавляли по 200 мкл интакт- 

Рисунок 1. Структурная формула DD217

Figure 1. Structural formula of DD217

Рисунок 2. Структурная формула небиволола

Figure 2. Structural formula of nebivolol
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ной плазмы. Пробирки плотно закрывали, перемеши-
вали на вибрационном шейкере VORTEX (IKA®, Герма-
ния) при 1500 об/мин в течение 0,5 мин. Концентра-
ция DD217 в калибровочных образцах составила 2, 5, 
10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000  нг/мл. Дальнейшая про-
цедура пробоподготовки калибровочных растворов 
была идентична процедуре подготовки испытуемых 
образцов.

Образцы для контроля качества (QC) готовили 
аналогично калибровочным образцам другой навес- 
ки DD217. Концентрация DD217 в образцах для конт- 
роля качества была выбрана равной 5, 50, 1000 нг/мл  
с целью наиболее полного и равномерного охвата 
аналитического диапазона методики. В качестве мат- 
рицы использовали интактную плазму крови крыс, 
которую предварительно проверили на наличие ме-
шающих пиков при времени удерживания DD217 и 
небиволола. Все калибровочные и образцы для конт- 
роля качества были приготовлены непосредственно 
перед анализом.

Пробоподготовка 

Образцы плазмы обрабатывали следующим об-
разом: в отдельную пробирку вместимостью 2,0  мл 
помещали 200 мкл испытуемого образца плазмы и  
50  мкл раствора внутреннего стандарта (2,0  нг/мл). 
Пробирку плотно закрывали, ее содержимое переме-
шивали на вибрационном шейкере VORTEX (IKA®, Гер-
мания) при 2500 об/мин в течение 0,5 мин. Затем к со-
держимому пробирки добавляли 50 мкл раствора 1 М 
карбонат натрия. Пробирку плотно закрывали, ее со-
держимое перемешивали на шейкере при 2500 об/мин  
в течение 1  мин. К полученному раствору добавля-
ли 1300  мкл этилацетата. Пробирку плотно закрыва-
ли, ее содержимое перемешивали на шейкере при  
2500 об/мин в течение 10 мин. Пробирку центрифуги-
ровали при 15 000 g в течение 10 мин. Органический 
слой переносили в пробирку вместимостью 5 мл. К 
оставшейся водной фракции добавляли 50 мкл раст- 
вора карбонат натрия и повторяли процедуру экст- 
ракции. Объединенный слой экстрагента выпаривали  
в вакууме при 0,2 мбар при 35 °С. Далее сухой остаток 
растворяли в 200 мкл метанола. Полученный раст- 
вор центрифугировали при 15 000 g в течение 3 мин.  
Раствор над осадком переносили во флаконах для 
последующего анализа.

Фармакокинетическое исследование

Разработанная методика количественного опре-
деления DD217 была применена для изучения фарма-
кокинетики субстанции DD217 у крыс. Работа с лабо-
раторными животными проводилась в соответствии с 
«Европейской конвенцией о защите позвоночных жи-
вотных, используемых для экспериментов или в иных 
научных целях» [13]. В эксперименте использовали 
аутбредных крыс Wistar массой 200 ± 30  г (n = 128). 
Раствор субстанции DD217 в 1%-м крахмальном ге-
ле вводили внутрижелудочно в дозах 5, 15, 30 мг/кг с 

помощью металлического зонда. Отбор крови про-
изводили из хвостовой вены с помощью устройства  
для вливания в малые вены (игла-бабочка 24G SFM, 
Hospital Products GmbH, Германия) в пластиковые 
пробирки типа «Эппендорф», содержащие антикоагу-
лянт  – цитрат натрия (3,8 %) в соотношении 1 : 9 к от-
бираемой в пробирку крови. Далее кровь центри-
фугировали 7  мин при 1000 об/мин (240  g), плазму 
переносили в другую пробирку и повторно центри- 
фугировали 15  мин при 3000 об/мин (1200  g). Время 
хранения образцов плазмы при комнатной темпе-
ратуре составляло не более 1  ч. Образцы помещали 
в промаркированные и укупоренные пробирки ти-
па «Эппендорф», затем замораживали при темпера- 
туре –40  °С до проведения анализа. Фармакокинети-
ческие параметры и описательную статистику рассчи-
тывали модельно-независимым методом при помощи  
программного обеспечения IBM SPSS Statistics v27 
и Julia v1.6.0 (MixedModels v3.8.0, ClinicalTrialUtilities  
v0.5.1).

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

Хроматографическое разделение определяемого  
вещества и внутреннего стандарта от компонентов 
плазмы крови достигалось при использовании колон- 
ки Luna С8 (3 мкм, 50 × 4,6 мм, Phenomenex США). В ка-
честве элюента А использовали 0,1%-й раствор му-
равьиной кислоты в деионизованной воде, в качестве 
элюента Б использовали 0,1%-й раствор муравьиной 
кислоты в ацетонитриле. Хроматографический анализ  
проводили в градиентном режиме (0 мин – 45 % Б; 
0,40 мин – 45 % Б; 0,45 мин – 75 % Б; 0,65 мин – 75 % Б; 
0,70 мин – 95 % Б; 0,80 мин – 95 % Б; 0,85 мин – 45 % Б;  
0,9 мин – 45 % Б) при постоянной скорости потока 
1,5  мл/мин. Объем ввода составлял 5 мкл, а общее 
время анализа одного образца составляло 2,0 мин.

Условия масс-спектрометрического детектирова-
ния были определены на основе масс-спектров DD217 
в положительном и отрицательном режимах иониза-
ции электроспреем. Для детектирования были выб- 
раны материнский молекулярный ион DD217 в про-
тонированной форме (m/z 436,1) и наиболее интен-
сивный фрагмент его расщепления (m/z 119,9). Бы- 
ли оптимизированы масс-спектрометрические пара- 
метры с целью достижения наилучшей чувствитель- 
ности детектирования DD217. Условия детектирова-
ния представлены в таблице 1.

В качестве внутреннего стандарта был выбран 
небиволол по причине близкой молекулярной струк-
туры с DD217 и одинакового поведения с DD217 на 
стадиях экстракции, хроматографии и детектирова-
ния (рисунок 2). DD217 и небиволол в равной степени 
экстрагируются в условиях пробоподготовки, элюи-
руют в идентичных условиях (время элюирования пи-
ков DD217 и небиволола составляет 0,63 и 0,65  мин 
соответственно) и детектируются в одинаковых ус-
ловиях, имеют близкую чувствительность в условиях 
детектирования. 

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 1. Условия детектирования ВЭЖХ-МС/МС 

Table 1. HPLC-MS/MS detection conditions 

Параметр
Parameter

DD217

Внутренний 
стандарт 

(небиволол) 
Internal 

standard 
(nebivolol)

Тип сканирования
Type of scanning

Мониторинг множественных 
реакций 

Multiple reaction monitoring
Полярность
Polarity

Положительная
Positive

Положительная
Positive

Источник ионизации
Ionization source

Электроспрей
Electrospray

Напряжение на источнике 
(IS), кВ
Voltage source (IS), kV

3

Q1/Q3, m/z 436,1 → 119,9 406,0 → 151,0
Разрешение Q1 и Q3
Q1 and Q3 resolution

1,1

Энергия соударений, В
Collision energy, B

25 30

Газ-завеса, азот
Curtain gas, nitrogen

350 оС / 11 л/мин 
350 оС / 11 l/min

Газ-распылитель, азот
Nebulizer gas, nitrogen 

200 оС / 14 л/мин 
200 оС / 14 l/min

Валидация методики

Валидация биоаналитической методики была 
проведена на основе правил проведения исследо-
ваний биоэквивалентности лекарственных препара-
тов в рамках Евразийского экономического союза1, а  
также руководств FDA2 и ЕМА3 по следующим параме-
трам: селективность, линейность и нижний предел ко-
личественного определения (НПКО), правильность и 
прецизионность, эффект матрицы, стабильность, до-
пустимость разведения, степень извлечения, эффект 
переноса.

Селективность

Селективность методики была оценена путем 
анализа 6 образцов интактной плазмы крови крыс и 
образцов интактной плазмы крови с введенным точ-

1 Правила проведения исследований биоэквивалент- 
ности в рамках Евразийского экономического союза. Реше-
ние Совета ЕЭК от 3 ноября 2016 г. № 85. Доступно по: https://
www.alta.ru/tamdoc/16sr0085/ Ссылка активна на 21.06.2021.

2 Guidance for Industry: Bioanalytical method validation. U.S. 
Department of Health and Human Services, Food and Drug Admi- 
nistration, Center for Drug Evolution and Research (CDER), 
Center for Veterinary Medicine (CVM). U.S. Washington: Gover- 
nment Printing Office; 2018. Available at: https://www.fda.
gov/files/drugs/published/Bioanalytical-Method-Validation-
Guidance-for-Industry.pdf. Accessed: 15.09.2021.

3 Guideline on bioanalytical method validation. London: 
European Medicines Agency. Committee for Medicinal Products 
for Human Use (CHMP); 2011. Available at: https://www.ema.
europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-
bioanalytical-method-validation_en.pdf. Accessed: 15.09.2021.

ным количеством DD217 на уровне нижнего предела 
количественного определения – 2,00 нг/мл и небиво-
лола (ВС) – 500 нг/мл.

Линейность

Зависимость функции отклика от концентрации 
определяемого вещества оценивалась в диапазо-
не концентраций 2–1000 нг/мл методом внутреннего 
стандарта. Калибровочная зависимость представле-
на функцией отношения площади пика аналита к пло-
щади пика ВС от отношения концентрации аналита к 
концентрации ВС в плазме крови. Калибровочные 
образцы готовили путем добавления DD217 и ВС в  
известных концентрациях к холостой матрице.

Правильность и прецизионность

Для оценки правильности и прецизионности 
внутри одного аналитического цикла приготовили и  
анализировали по 5 образцов для контроля качест- 
ва для каждого уровня концентраций DD217 2, 5, 50,  
1000 нг/мл. Правильность методики рассчитывали по 
среднему значению рассчитанных концентраций от-
носительно номинального значения. Прецизионность 
методики рассчитывали по величине относительного 
стандартного отклонения рассчитанных концентра-
ций DD217 в образцах для контроля качества.

Правильность и прецизионность между аналити-
ческими циклами оценивали по результатам, полу-
ченным для трех аналитических циклов, проведен-
ных в 2 разных дня.

Эффект матрицы

Влияние биологической матрицы на количест- 
венное определение DD217 в плазме крови оцени-
вали по нормализованному относительно ВС факто- 
ру матрицы для низкой и высокой области концент- 
раций определяемого вещества при постоянной кон-
центрации внутреннего стандарта. Фактор матрицы 
рассчитывали путем деления площади пика аналита  
в присутствии матрицы (аналит добавляли к экстра- 
гированному образцу матрицы) на площади пика ана-
лита в отсутствии матрицы (раствор сравнения), со-
держащего такое же количество вещества. Аналогич-
ным образом рассчитывали фактор матрицы для ВС. 
Нормализованный фактор матрицы рассчитывали как 
частное от деления фактора матрицы DD217 к факто-
ру матрицы ВС.

Стабильность

Стабильность DD217 оценивали методом бреке-
тинга в образцах плазмы крови в условиях пробопод-
готовки и долгосрочного хранения, а также в анали-
зируемых растворах при низком и высоком уровне 
концентрации. Стабильность в ходе замораживания- 
размораживания оценивали после трехкратного за-
мораживания в течение 12 часов и размораживания 
образцов для контроля качества (QC). Кратковремен-
ную стабильность DD217 в испытуемых растворах  
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оценивали в образцах QC после выдерживания в  
автосэмплере в течение 24 часов при температуре 
±5  °С. Исследования долговременной стабильности 
проводили после хранения при температуре не выше 
−60 °С в течение 30 дней.

Стабильность DD217 оценивали путем сравне-
ния свежеприготовленных образцов для контро-
ля качества с соответствующими образцами после 
хранения в определенных условиях. Образцы плаз-
мы крови крыс считались стабильными, если кон-
центрация DD217, измеренная после хранения, бы-
ла в диапазоне от –15 % до +15 % от номинальной 
концентрации.

Допустимость разведения

Допустимость разведения оценивали на основа-
нии правильности и прецизионности определения 
концентрации DD217 на примере пяти модельных 
образцов с концентрацией в 10 раз больше уровня 
верхнего предела количественного определения со-
держания DD217 в образце плазмы крови после их 
разбавления в 10 раз интактной плазмой крови крыс.

Степень извлечения

Степень извлечения DD217 определяли как от-
ношение площади пика, полученного от добавленно-
го и затем извлеченного из биологической матрицы 
количества вещества в сравнении с сигналом детек-
тора, полученного от раствора сравнения, содержа-
щего такое же количество вещества, когда аналит до-
бавляется к экстрагированному образцу матрицы. 
Степень извлечения определяли при низком и высо-
ком уровне концентрации DD217.

Эффект переноса

Перенос пробы определяли по отношению пло-
щади пика на хроматограмме холостого образца, 
анализируемого непосредственно после анализа ка-
либровочного образца или образца для контроля ка-
чества с уровнем содержания DD217, равном верхне-
му пределу количественного определения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

Количественное определение DD217 в плазме 
крови проводили посредством валидированной ме-
тодики на основе ВЭЖХ с тандемным масс-спектро-
метрическим детектированием. Процедура пробо-
подготовки включала две последовательные стадии 
экстракции: высушивания объединенного слоя экст- 
рагента, растворения сухого остатка перед анализом. 
Хроматографическое разделение проводили на об-
ращенно-фазовой колонке С8. Аналитический сиг-
нал детектировали методом тандемной масс-спект- 
рометрии с ионизацией электроспреем. DD217 детек-

тировали по расщеплению молекулярного иона с ве-
личиной m/z 436,1 → 119,9. Концентрацию DD217 в 
испытуемых образцах рассчитывали методом внут- 
реннего стандарта. В качестве внутреннего стандарта 
использовали небиволола гидрохлорид. Небиволол 
детектировали по расщеплению молекулярного иона  
с величиной m/z 406,0 → 151,0.

Валидация

Селективность

На хроматограммах интактной плазмы крови не 
наблюдалось пиков с временами удерживания, соот-
ветствующих DD217 и небивололу. На рисунке 3 пред-
ставлены хроматограммы интактной плазмы и плаз-
мы с добавлением DD217 до 20 мг/мл и небиволола  
до 500 мг/мл.

Линейность и НПКО

НПКО для DD217 был определен на уровне  
2,0 нг/мл. Отношение сигнал/шум на хроматограмме 
испытуемого раствора модельного образца с кон-
центрацией DD217, равной 2,0 нг/мл, было равно 10. 
Средние значения концентраций калибровочных об-
разцов были в пределах ±15 % от номинального зна-
чения для уровня концентраций выше НПКО и в пре-
делах ±20 % для уровня НПКО. Все три исследованные 
калибровочные зависимости были линейными в диа- 
пазоне концентраций 2–1000 нг/мл для DD217. Коэф-
фициенты корреляции (R) были выше 0,9980. 

Правильность и прецизионность

Значения внутрисерийной и межсерийной пра-
вильности и прецизионности приведены в таблицах 2, 
3. Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
разработанная методика является точной, по показа-
телям правильности и прецизионности, для опреде- 
ления концентраций DD217 в плазме крови крыс.

Таблица 2. Внутрисерийная правильность  
и прецизионность методики определения концентраций  
DD217 в плазме крови крыс (n = 5)

Table 2. Intrabatch accuracy and precision of the method  
for determination of DD217 concentrations in plasma of rats  
(n = 5)
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2 2,07 ± 0,16 7,49 103,5
5 5,21 ± 0,43 8,29 104,2

50 50,01 ± 2,13 4,26 100,0
1000 998,85 ± 5,58 0,56 99,9
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Таблица 3. Межсерийная правильность  
и прецизионность методики определения концентраций  
DD217 в плазме крови крыс (n = 15)

Table 3. Interbatch accuracy and precision of the method  
for determination of DD217 concentrations in plasma of rats  
(n = 15)
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2 2,02 ± 0,18 9,03 101,4
5 5,15 ± 0,49 9,56 103,0

50 49,79 ± 2,30 4,62 99,6
1000 992,95 ± 14,10 1,42 99,3

Эффект матрицы

Фактор матрицы, нормализованный по ВС, нахо-
дится в диапазоне 0,85–1,04. Таким образом, коэффи-
циент вариации фактора матрицы, нормализованный 
по ВС, находится в пределах ±15 % (таблица 4).

Стабильность

Проведенные исследования стабильности пока-
зали, что DD217 был стабильным в образцах плаз-
мы крови при различных условиях хранения на 
низком и высоком уровне концентрации. Было до-
казано, что DD217 стабилен после выдерживания в 
автосэмплере в течение 24 часов. Исследования по-
казали, что концентрации DD217 оставались в пре-
делах ±15 % от номинальных концентраций после 
хранения при –60  °С в течение 30 дней и после трех-
кратной заморозке-разморозке в течении 30  ми-
нут (–80  °С; +5  °С). Результаты приведены в табли- 
цах 5–7.

Допустимость разведения 

Значения правильности и прецизионности мето-
дики в разведенном модельном образце относитель- 
но введенного количества с учетом разбавления от- 
вечали требованиям правильности и прецизионно-
сти методики (таблица 8).

Рисунок 3. Хроматограммы интактной плазмы и плазмы с добавлением DD217

A – хроматограмма образца интактной плазмы крови; Б – хроматограммы образцов плазмы крови, содержащие DD217  
(20,00 нг/мл) и небиволола (ВС) 

Figure 3. Chromatograms of Intact Plasma and Plasma Supplemented with DD217

A – chromatogram of a blank plasma sample; B – chromatograms of plasma samples containing DD217 (20.00 ng/ml) and nebivolol (IS)

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Степень извлечения

Отклонение значения степени извлечения при 
низком (5 нг/мл) и высоком (1000 нг/мл) уровне со-
держания DD217 от среднего значения не превышало 
15 %. Таким образом, методика удовлетворяет крите-
рию пригодности по показателю степень извлечения.

Эффект переноса

На хроматограммах холостых образцов для опре- 
деления переноса пробы отклик сигнала аналита со-
ставлял не более 20 % от отклика сигнала DD217 с со-

держанием на уровне нижнего предела количествен-
ного определения, а отклик сигнала ВС составил не 
более 5 % от отклика сигнала пика ВС на хроматограм-
ме холостого образца, что удовлетворяет критерию 
пригодности по показателю эффект переноса.

Таким образом, валидация разработанной мето-
дики была успешно проведена по следующим пара-
метрам: селективность, линейность и нижний предел 
количественного определения (НПКО), правильность 
и прецизионность, эффект матрицы, стабильность, до-
пустимость разведения, степень извлечения, эффект 
переноса.

Таблица 4. Эффект матрицы DD217 в плазме крови крыс (n = 6)

Table 4. Matrix effect of DD217 in plasma in rats (n = 6)
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5 5

11,51 75,6 6,48 50,4 1,04

0,997 4,2
Не более 15 %
Not more than 

15 % 

Соответствует
Corresponds

10,68 77,0 11,21 72,6 0,95

10,68 73,6 11,81 84,5 0,99

10,38 66,5 11,39 70,8 1,06

10,83 77,1 11,06 80,9 0,96

11,20 77,9 11,17 71,5 0,98

1000 1000

1981 78,64 2106 80,64 0,98

0,981 1,4
Не более 15 %
Not more than 

15 %

Соответствует
Corresponds

2168 86,74 2103 79,95 0,97

1870 72,28 2001 76,80 1,01

1585 63,64 2155 85,21 0,97

1934 78,20 2028 82,76 0,96

2148 85,07 3570 138,91 0,98

Таблица 5. Стабильность DD217 в условиях хранения

Table 5. Stability of DD217 in the storage conditions

Введено, нг/мл
Injected, ng/ml

Найдено в модельном 
образце после 30 дней 

хранения при температуре 
не выше –60 °С

Found in a modeling sample 
after 30 days at temperature 

not above –60 °С

Найдено в 
свежеприготовленном 

модельном образце
Found in a freshly 

prepared modeling 
sample

Средняя 
раскрываемость, 

%
Mean recovery, %

Критерий 
пригодности

Suitability criterion

Соответствие 
критерию

Compliance with 
the criterion

5

4,75 4,51

99,5

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

4,37 5,04

4,41 4,65

4,70 4,47

4,82 4,52

1000

987,54 972,72

99,3

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

988,44 981,37

957,71 960,26

975,74 990,23

963,79 1002,97

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Таблица 8. Правильность и прецизионность  
при десятикратном разведении

Table 8. Accuracy and precision in a ten-fold dilution

Введено  
(нг/мл)

Injected  
(ng/ml)

Найдено (нг/мл), 
среднее значение

Found (ng/ml), 
mean value

RSD (%)
Раскрываемость 

(%)
Recovery (%)

10000 1006,73 ± 24,42 2,43 100,7

Фармакокинетическое исследование

Разработанная и валидированная методика ВЭЖХ-
МС/МС применялась для определения концентра-
ций DD217 в плазме крови крыс после однократного  
внутрижелудочного введения субстанции в дозах 5, 
15, 30 мг/кг. 

Фармакокинетический анализ проводился на ос-
нове разреженных данных (sparse sample design). Про-
фили DD217 и основные фармакокинетические па-
раметры представлены на рисунке 4 и в таблице 9 
соответственно.

Таблица 6. Стабильность DD217 в условиях пробоподготовки

Table 6. Stability of DD217 in the conditions of sample preparation 

Введено, нг/мл
Injected, ng/ml

Найдено в модельном 
образце после 
трехкратной  

заморозке-разморозке
Found in a modeling sample 

after a three-fold  
freezing-thawing

Найдено в 
свежеприготовленном 

модельном образце
Found in a freshly 

prepared modeling 
sample

Средняя 
раскрываемость, 

%
Mean recovery, %

Критерий 
пригодности

Suitability criterion

Соответствие 
критерию

Compliance with 
the criterion

5

4,81 4,51

102,7

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

4,39 5,04
5,06 4,65
5,11 4,47
4,43 4,52

1000

1019,39 972,72

101,9

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

983,92 981,37
971,51 960,26

1013,33 990,23
1013,53 1002,97

Таблица 7. Стабильность аналитических растворов в условиях анализа

Table 7. Stability of test solutions in the analysis conditions

Введено, нг/мл
Injected, ng/ml

Найдено в модельном 
образце после 24 ч  

хранения в автоинжекторе 
при +5 °С

Found in a modeling sample 
after 24 h storage in an auto-

injector at +5 °С 

Найдено в 
свежеприготовленном 

модельном образце
Found in a freshly 

prepared modeling 
sample

Средняя 
раскрываемость, 

%
Mean recovery, %

Критерий 
пригодности

Suitability criterion

Соответствие 
критерию

Compliance with 
the criterion

5

4,36 4,51

94,6

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

4,35 5,04
4,41 4,65
4,36 4,47
4,44 4,52

1000

981,82 972,72

102,0

Не менее 85 %  
и не более 115 %

Not less than 85 % and 
not more than 115 %

Соответствует
Corresponds

996,28 981,37
1013,74 960,26
993,35 990,23

1021,31 1002,97

Рисунок 4. Усредненные фармакокинетические профили 
DD217 после внутрижелудочного введения субстанции DD217 
крысам. DD217 вводили в дозах 5 (), 15 (), 30 () мг/кг

Figure 4. Averaged pharmacokinetic profiles of DD217 following 
intragastric administration of substance DD217 to rats. DD217 was 
administered in doses 5 (), 15 (), 30 () mg/kg

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Таблица 9. Усредненные значения  
фармакокинетических параметров субстанции DD217  
при внутрижелудочном введении крысам

Table 9. Averaged values of pharmacokinetic parameters  
of substance DD217 following intragastric administration to rats 

Параметр
Parameter

Значение
Value

5 мг/кг
5 mg/kg

15 мг/кг
15 mg/kg

30 мг/кг
30 mg/kg

Cmax (нг/мл)
Cmax (ng/ml)

279,00 475,36 1889,19

Tmax (ч)
Tmax (h)

2,0 4,0 6,0

T1/2 (ч)
T1/2

 (h)
5,52 6,76 5,18

MRT (ч)
MRT (h)

7,79 9,76 8,45

AUC0-t (ч · нг/мл)
AUC0-t (h · ng/ml)

2290,17 4343,22 13371,01

AUC0-∞ (ч · нг/мл)
AUC0-∞ (h · ng/ml)

2423,61 4736,05 14019,05

Cl (л/ч/кг)
Cl (l/h/kg)

2,06 3,17 2,14

Vd (л/кг)
Vd (l/kg)

16,42 30,90 16,00

Полученные данные показали, что субстанция 
DD217 постепенно всасывается в системный крово-
ток (Tmax = 2–6 ч). Величины объема распределения 
(16–30 л/кг) свидетельствуют о том, что DD217 накап- 
ливается в тканях органов. Период полувыведения 
DD217 составляет около 5–6 ч, среднее время удер-
жания препарата в крови – 7–9 ч, общий клиренс  – 
2–3 л/ч/кг. В связи с тем, что дизайн исследования не 
предполагал получения индивидуальных фармако-
кинетических профилей, описательная статистика не 
вычислялась.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методика ВЭЖХ-МС/МС для количественного 

определения DD217 в плазме крови впервые разра-
ботана и валидирована по следующим параметрам: 
нижний предел количественного определения, се-
лективность, правильность и прецизионность, допу-
стимость разведения, линейность, эффект матрицы, 
степень извлечения, эффект переноса, стабильность 
биообразцов в условиях хранения и пробоподго-
товки, стабильность аналитических растворов в усло-
виях анализа. Методика была успешно применена для 
оценки фармакокинетических параметров субстан- 
ции DD217 в плазме крови крыс. 
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