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Резюме
Введение. Ввиду сохраняющейся тенденции роста количества пациентов с сердечно-сосудистыми патологиями и 
уровня летальности в данной нозологической группе актуальным направлением R&D-исследований является поиск 
и фармацевтическая разработка инновационных кардиотропных препаратов. Одним из таких препаратов является 
производное малоновой кислоты – этмабен, синтезированный в Санкт-Петербургском государственном химико-
фармацевтическом университете (СПХФУ). Для проведения доклинических исследований необходимо наличие валидной 
биоаналитической методики, позволяющей с минимальными временными и ресурсными затратами количественно 
определять этмабен в сложных биологических матрицах.
Цель. Целью исследования является разработка и валидация методики определения этмабена в плазме крови и  
органах лабораторных крыс методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым 
детектированием (ВЭЖХ-УФ) с последующей апробацией и получением пула данных о распределении этмабена в органах  
и тканях экспериментальных животных.
Материалы и методы. Разработку и валидацию биоаналитической методики, а также определение количественного 
содержания этмабена проводили на жидкостном хроматографе Flexar (PerkinElmer, США), снабженном УФ-детектором 
и термостатируемым автодозатором, с использованием колонки Kromasil 100, 150 × 2,1, C8, 3,5 мкм (AkzoNobel,  
Нидерданды). Детектирование проводили при длине волны 270 нм. Фармакологический эксперимент для целей  
апробации методики проводили на 20 беспородных крысах-самцах (НИЦ «Курчатовский институт» – ПИЯФ  – ПЛЖ 
«Рапполово», Россия), разделенных на группу контроля (интактные животные, n = 10) и группу экспериментальной 
хронической сердечной недостаточности (ХСН) (n = 10), модель которой индуцировали перевязкой левой коронарной 
артерии. Все животные в течение 30 дней получали этмабен внутрижелудочно в дозе 60 мг/кг. Для анализа на 30-е сутки  
у животных отбирали образцы цельной крови и изолировали органы (сердце, почки). В плазме крови и гомогенатах  
тканей проводили количественное определение этмабена методом ВЭЖХ-УФ после пробоподготовки, включающей 
осаждение белков ацетонитрилом (ос.ч., кат. № A/0626/17, Thermo Fisher Scientific, США). 
Результаты и обсуждение. Разработаны оптимальные условия хроматографического определения этмабена в 
биологических матрицах (плазма крови и гомогенаты тканей) методом ВЭЖХ-УФ. Валидация разработанной методики 
проводилась по следующим валидационным параметрам: селективности, градуировочной кривой, правильности, 
прецизионности, нижнему пределу количественного определения (НПКО), эффекту переноса, отсутствию влияния 
разбавления образца, стабильности. Также оценивали степень извлечения этмабена из матрицы. НПКО этмабена  
составил 5,0 нг/мл. Разработанная методика была успешно применена для оценки распределения этмабена в органах и 
тканях лабораторных животных на отдельных этапах доклинического исследования. При ХСН концентрация этмабена 
в плазме крови возрастает в 2 раза, а в патологически измененном миокарде – на 47 % по сравнению с животными  
контрольной группы, при этом в тканях почки препарат не детектировался. 

© Зеленцова А. Б., Гришина А. Ю., Генералова Ю. Э., Ивкин Д. Ю., Тернинко И. И., 2026
© Zelentsova A. B., Grishina A. Yu., Generalova Yu. E., Ivkin D. Yu., Terninko I. I., 2026

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2026-15-2-2276&domain=pdf&date_stamp=2026-05-22


180 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2026. Т. 15, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2026. V. 15, No. 2

Заключение. Разработана и валидирована биоаналитическая методика определения этмабена методом ВЭЖХ-УФ,  
которая была апробирована на этапе доклинических испытаний препарата для изучения распределения в органах и  
тканях экспериментальных животных. Выявленное избирательное накопление этмабена в поврежденном миокарде 
подтверждает его терапевтическую релевантность для лечения ХСН.

Ключевые слова: биоаналитические исследования, производные малоновой кислоты, валидационные параметры, 
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Конфликт интересов. Авторы декларируют отсутствие явных и потенциальных конфликтов интересов, связанных с 
публикацией настоящей статьи.

Вклад авторов. А. Б. Зеленцова и Ю. Э. Генералова осуществляли выполнение эксперимента, обработку, интерпретацию 
данных и формулирование выводов, написание статьи. Моделирование патологии, введение этмабена, взятие проб  
крови и органов, пробоподготовка, написание статьи – А. Ю. Гришина. Д. Ю. Ивкин и И. И. Тернинко осуществляли 
планирование эксперимента, постановку задачи, анализ полученных данных, написание статьи, общее руководство 
проектом.

Финансирование. Результаты работы получены с использованием оборудования ЦКП «Аналитический центр  
ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России». Авторы заявляют об отсутствии финансирования.

Для цитирования: Зеленцова А. Б., Гришина А. Ю., Генералова Ю. Э., Ивкин Д. Ю., Тернинко И. И. Разработка, валидация 
и апробация биоаналитической методики определения этмабена в плазме крови и органах крыс методом ВЭЖХ-УФ. 
Разработка и регистрация лекарственных средств. 2026;15(2):179–189. https://doi.org/10.33380/2305-2066-2026-15-2-2276

Development, validation and testing of the HPLC-UV bioanalytical method  
for quantification of etmaben in blood plasma and organs of rats
Anna B. Zelentsova, Anna Yu. Grishina, Yulia. E. Generalova, Dmitrii Yu. Ivkin, Inna I. Terninko

Saint Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University (SPCPU). 14A, Professora Popova str., Aptekarsky Ostrov  
Municipal Okrug, Saint Petersburg, 197022, Russia

 Corresponding author: Anna B. Zelentsova. E-mail: аnna.zelentsova@pharminnotech.com 

ORCID: Anna B. Zelentsova – https://orcid.org/0009-0006-2750-098X; 
              Anna Yu. Grishina – https://orcid.org/0000-0003-2448-513X; 
              Yulia E. Generalova – https://orcid.org/0000-0002-2573-6036; 
              Dmitrii Yu. Ivkin – https://orcid.org/0000-0001-9273-6864; 
              Inna I. Terninko – https://orcid.org/0000-0002-2942-1015. 

Received: 27.01.2026             Accepted: 11.03.2026             Published: 22.05.2026

Abstract
Introduction. Currently, the search and development of innovative cardiotropic drugs is an urgent task for pharmaceutical 
science. One such drug is a derivative of malonic acid, etmaben, which was synthesized at the St. Petersburg State Chemical  
and Pharmaceutical University (SPCPU). To conduct preclinical and clinical studies, it is necessary to develop and validate a 
bioanalytical method that allows for the quantitative determination of etmaben in complex biological matrices with minimal  
time and resource requirements.
Aim. The aim of the study is to develop and validate a method for the determination of etmaben in the blood plasma and  
organs of laboratory animals using high-performance liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) followed  
by testing and obtaining a pool of data on the distribution of etmaben in the organs and tissues of experimental animals.
Materials and methods. The development and validation of the bioanalytical method, as well as the quantitative determination  
of etmaben, were performed on a Flexar liquid chromatograph (PerkinElmer, USA) equipped with a UV detector and a 
thermostatted autosampler, using a Kromasil 100, 150 × 2.1, C8, 3.5 μm column (AkzoNobel, Netherlands). Detection was 
performed at a wavelength of 270 nm. A pharmacological experiment to test the method was conducted on 20 outbred male rats 
(Kurchatov Institute – "Rappolovo", Russia), divided into a control group (intact animals, n = 10) and a group with experimental  
chronic heart failure (CHF) (n = 10), a model of which was induced by ligation of the left coronary artery. All animals received 
etmaben intragastrically at a dose of 60 mg/kg for 30 days. Whole blood samples were collected for analysis on day 30, and 
organs (heart and kidneys) were isolated. Etmaben was quantified in plasma and tissue homogenates using HPLC-UV after sample 
preparation, including protein precipitation with acetonitrile (HPLC Grade, cat. no. A/0627/17, Thermo Fisher Scientific, USA).
Results and discussion. Optimal conditions for the chromatographic determination of etmaben in biological matrices (blood 
plasma and tissue homogenates) using HPLC-UV were developed. The developed method was validated using the following 
validation parameters: selectivity, calibration curve, accuracy, precision, lower limit of quantification (LLOQ), carryover effect, 
no effect of sample dilution and stability. The degree of etmaben recovery from the matrix was also assessed. The LLOQ for  
etmaben was 5.0 ng/mL. The developed method was successfully applied to assess etmaben distribution in the organs and 
tissues of laboratory animals at specific stages of preclinical testing. In CHF, plasma concentrations of etmaben doubled, and  
in pathologically altered myocardium, they increased by 47 % compared to control animals.
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Conclusion. A bioanalytical method for determining etmaben using HPLC-UV was developed and validated. It was tested 
during preclinical trials to study the drug's distribution in organs and tissues of experimental animals. The observed selective  
accumulation of etmaben in damaged myocardium confirms its therapeutic relevance for the treatment of CHF.

Keywords: bioanalytical studies, malonic acid derivatives, validation parameters, organ distribution, preclinical trials 
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ВВЕДЕНИЕ

Патологии сердечно-сосудистой системы занима-
ют лидирующие позиции в структуре заболеваемости 
во всем мире и демонстрируют отчетливые тенден-
ции к росту наряду с увеличением летальности, что 
определяет вектор поиска активных молекул с плей-
отропным действием на миокард [1–3]. В ряду карди-
отропных лекарственных средств отдельную нишу 
занимают препараты с антиишемическим и антиок-
сидантным эффектами, обладающие специфическим 
влиянием на метаболизм миокарда. В этой связи про-
изводные малоновой кислоты представляют целевой 
интерес в качестве структуральной основы для раз- 
работки препаратов, влияющих на миокард ввиду 
реализации способности к снижению интенсивно-
сти окислительных процессов за счет ингибирования  
функции митохондрий во всех звеньях дыхательной 
цепи. Это влияние на гликолиз и окислительное фос-
форилирование лежит в основе механизма защиты 
сердечной мышцы от повреждения в ранние сроки 
острой ишемии миокарда [4].

Производное малоновой кислоты 4-((3-оксо-3- 
этоксипропаноил)амино)бензойная кислота (далее 
этмабен) – оригинальная активная фармацевтиче-
ская субстанция, разработанная в СПХФУ, являет-
ся представителем нового класса соединений для 
терапии ишемической болезни сердца (ИБС) и хро-
нической сердечной недостаточности (ХСН)  [4, 5]. 
Внедрение препарата в клиническую практику тре-
бует детального изучения особенностей распреде-
ления в организме, в том числе в органах-мишенях, 
а также оценки влияния целевой патологии на его 
фармакокинетику.

Учитывая специфику исследуемых объектов (орга- 
ны и биологические жидкости животных), при их ана-
лизе важно применять эффективные способы про-
боподготовки и предварительного разделения ком- 
понентов пробы, нивелируя негативное влияние мат- 
рицы на ход анализа. Для биоаналитических ис- 
следований, подразумевающих обработку значитель-
ного количества проб (до нескольких сотен), следует  
отдавать предпочтение не только чувствительным,  
но и экспрессным методикам анализа, позволяющим 
получить большой пул данных за короткое время.

В настоящее время опубликовано несколько ис-
следований по определению этмабена в биологиче-
ских объектах с целью проведения фармакокинети- 
ческих исследований [6–8].

Для определения данного вещества в плазме  
крови человека на этапе клинических испытаний был 
эффективно применен метод высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с тандемным масс-спект- 
рометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС)  [9,  
10]. Несмотря на то, что метод ВЭЖХ-МС/МС имеет  
большую специфичность, он более ресурсозатрат-
ный, так как требует наличия дорогостоящего обо- 
рудования и соответствующей квалификации специ-
алистов. Метод ВЭЖХ-УФ более универсален и до-
ступен к реализации в большинстве лабораторий. В 
структуре молекулы этмабена присутствует несколь-
ко хромофорных групп (рисунок 1), что позволяет 
применять УФ-детектирование с достаточным уров-
нем чувствительности. Ранее нами была оценена  
возможность использования метода ВЭЖХ с ультра-
фиолетовым детектированием (ВЭЖХ-УФ) для целей  
биоаналитических исследований [11]. Однако для 
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успешного применения аналитической методики не-
обходимо проведение процедуры валидации с по- 
следовательной оценкой комплекса валидационных 
критериев, которые характеризуют ее достоверность  
и воспроизводимость [12–14]. 

Таким образом, целью данного исследования  
является разработка и валидация экспрессной и  
чувствительной биоаналитической методики коли- 
чественного определения этмабена методом ВЭЖХ с 
фотометрическим детектированием в ультрафиоле- 
товой области с ее последующей апробацией и по- 
лучением пула данных о распределении этмабена 
в органах и тканях экспериментальных животных в  
рамках доклинических исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Объектом исследования является этмабен – про-
изводное п-аминобензойной кислоты (ПАБК) и ма-
лонового эфира (рисунок 1) в виде активной фарма-
цевтической субстанции (АФС), синтезированное в 
СПХФУ [15].

В качестве стандартного образца (СО) исполь-
зовалась субстанция-порошок этмабена с количест- 
венным содержанием 99,6 %, аттестованная в качест- 
ве стандартного образца предприятия (СОП), серия 
01/2023СОП, срок годности до 31.12.2025 [16].

Хроматографический анализ

Определение проводили на жидкостном хрома- 
тографе Flexar (PerkinElmer, США), снабженном УФ-де-
тектором и термостатируемым автодозатором, с ис-
пользованием колонки Kromasil 100, 150 × 2,1, C8, 
3,5  мкм (AkzoNobel, Нидерланды), с предколонкой 
Kromasil 100, 4 × 2,1, 3,5 мкм (AkzoNobel, Нидерлан- 
ды), колонку термостатировали при 40 °С. В качестве 
элюента использовали смесь 0,1%-го раствора му-
равьиной кислоты (х.ч., ООО «Компонент-Реактив», 
Россия) в воде и ацетонитрила (ос.ч., кат. № A/0626/17, 
Thermo Fisher Scientific, США) в соотношении 70 : 30 
(изократическое элюирование), скорость потока со-

ставляла 0,2  мл/мин. Объем вводимой пробы – 5  мкл, 
температура образцов – 4  °С, раствор для промывки 
иглы – смесь воды с ацетонитрилом 50/50. Детекти- 
рование проводили при длине волны 270 нм.

Изучение хроматографического поведения ана-
лита проводили также с использованием хромато-
графической колонки С18 (Kromasil 100, 150 × 2,1,  
3,5  мкм (AkzoNobel, Нидерланды), и смеси 0,03%-го 
(по массе) водного раствора трифторуксусной кис-
лоты (ос.ч., кат. № 363317.1608, PanReac, Германия) и 
ацетонитрила (ос.ч., кат. № A/0626/17, Thermo Fisher 
Scientific, США) в соотношении 70 : 30 (изократиче- 
ское элюирование).

Обработку первичных данных проводили при 
помощи программного обеспечения Chromera (Per- 
kinElmer, США).

Валидация методики

Валидация биоаналитической методики была про-
ведена в соответствии с регуляторными правилами  
исследования биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического  
союза1 по следующим параметрам: селективности,  
градуировочной кривой, правильности, прецизион-
ности, нижнему пределу количественного определе-
ния (НПКО), эффекту переноса, отсутствию влияния 
разбавления образца, стабильности. Также оценива- 
ли степень извлечения этмабена из матрицы. Для  
статистической обработки использовались валидиро- 
ванные электронные таблицы, расчет результатов 
проводили с использованием программного обеспе- 
чения Microsoft Office Excel версии 2010.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка аналитической методики

При разработке хроматографических условий 
опирались на данные литературы по физико-хими-
ческим характеристикам этмабена и ранее рекомен-
дованным условиям [11, 17, 18], а именно: обращен-
но-фазовый сорбент, смесь раствора фосфорной 
кислоты и ацетонитрила в качестве подвижной фа-
зы, условия детектирования. В качестве аналита ис- 
пользовали водный раствор этмабена (P = 99,1 %) с 
концентрацией 10 мкг/мл. Целью оптимизации ре-
комендованных условий было достижение макси-
мальной чувствительности и сокращение времени 
хроматографирования. Так как чувствительность в 
хроматографических методах определяется соотно-
шением сигнал/шум, то важно сформировать узкую 
хроматографическую зону, характеризующуюся мак-

1 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 № 85 «Об 
утверждении Правил проведения исследований био-
эквивалентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза». Доступно по:  
https://www.alta.ru/tamdoc/16sr0085/ Ссылка активна на 
19.10.2025.

Рисунок 1. Структурная формула этмабена

Figure 1. Structural formula of etmaben
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симальной эффективностью. Для этого была исполь-
зована узкая колонка (2,1 мм) с сорбентом с мелким 
зернением (3,5  мкм), выбор привитой фазы прове- 
ден между сорбентом С18 и С8 с аналогичной гео- 
метрией колонки в одинаковых условиях. На обеих  
колонках было проведено хроматографирование 
раствора этмабена с использованием 0,1%-го раст- 
вора муравьиной кислоты в воде и 0,03%-го водно- 
го раствора трифторуксусной кислоты в качестве 
подвижной фазы. Исследование влияния объема  
вводимой пробы на эффективность формирования 
пика проводилось путем варьирования объема вво-
да (5, 10, 20 мкл). Также было установлено, что боль- 
шое влияние на формирование хроматографиче- 
ской зоны оказывает растворитель пробы. Были  
приготовлены и проанализированы растворы этма-
бена в заданной концентрации, где растворителем 
выступали вода, ацетонитрил и их смесь в соотно- 
шении 1 : 1. Результаты исследования влияния ва- 
риабельных хроматографических условий на эффек-
тивность хроматографической системы представле-
ны в таблице 1.

На колонке с октилсилильным сорбентом (С8) на-
блюдается большая эффективность, поэтому он был 
выбран для дальнейших исследований. При исполь-
зовании в качестве водного компонента подвижной 
фазы растворов муравьиной и трифторуксусной кис-
лот полученные результаты были идентичны друг  
другу по параметрам пика, следовательно, в испыта-
ниях может быть использована любая из приведен- 
ных кислот. Фосфорная кислота не рекомендует-
ся к использованию из-за возможности образования  
осадков в процессе анализа и загрязнения раствора 
подвижной фазы. Соотношение компонентов элюен- 
та (раствор кислоты и ацетонитрила) и скорость пото-
ка были выбраны таким образом, чтобы коэффициент  
емкости по пику этмабена имел значение около 2.

Несмотря на то, что больший объем пробы дает 
пик большей площади, наибольшая эффективность, 
а следовательно, чувствительность достигается при 
введении 5 мкл пробы. Такой эффект достигается в  
результате формирования более узкой хроматогра-
фической зоны и отсутствия «перегрузки» колонки по 
объему.

Очевидно, что увеличение доли ацетонитрила в 
растворителе пробы уменьшает эффективность пика, 
следовательно, в испытуемых образцах следует ми-
нимизировать его содержание. Согласно методике 
пробоподготовки доля ацетонитрила в образцах со-
ставляла около 60 %, поэтому для увеличения чувст- 
вительности и уменьшения размытия хроматографи- 
ческой зоны пробы следует разбавить в 2 раза во- 
дой. Более наглядно данный эффект наблюдается в  
диапазоне низких концентраций, где важно иденти- 
фицировать пик на фоне шума базовой линии.

Асимметрия пика этмабена в оптимизированных 
условиях сохраняется постоянной и находится в пре-
делах 1,1–1,5.

Таким образом, были изучены и выбраны усло-
вия хроматографирования для этмабена, позволяю-
щие проводить количественное определение с мак- 
симальной эффективностью и минимальными затра- 
тами времени. Методика была апробирована на  
интактной биологической матрице (плазма крови) и 
гомогенатах органов экспериментальных животных.

Результаты оценки  
валидационных характеристик

Селективность и НПКО

Селективность методики была оценена путем  
анализа 6 образцов интактной плазмы крови крыс 
(ИПКК), образцов интактной матрицы исследуемых 
органов (сердце, почка) и образцов ИПКК с введен-

Таблица 1. Влияние условий хроматографирования на эффективность хроматографической системы (n = 3)

Table 1. Effect of chromatographic conditions on the efficiency of a chromatographic system  
(average value for three determinations)

Параметр системы
System parameter

Эффективность (число теоретических тарелок, N)
Еfficiency (number of theoretical plates, N)

Тип сорбента
Type of sorbent

С18 С8
1085 1347

Состав водного (кислотного) компонента под-
вижной фазы
The composition of the water (acid) component 
of the mobile phase

Муравьиная кислота
Formic acid

Трифторуксусная кислота
Trifluoroacetic acid

Параметры пика не изменяются
The peak parameters do not change

Объем пробы
Sample volume

5 мкл 
5 μl

10 мкл 
10 μl

20 мкл 
20 μl

3540 1797 675

Состав растворителя пробы
The composition of the sample solvent

Вода
Water

Ацетонитрил
Acetonitrile

Смесь воды и ацетонит- 
рила 1 : 1
A mixture of water and 
acetonitrile 1 : 1

7627 943 3135
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ным точным количеством этмабена на уровне НПКО –  
5  нг/мл. На хроматограммах интактной матрицы не  
наблюдалось пиков со временем удерживания, соот-
ветствующим этмабену (сигнал пика, соответствую- 
щего этмабену по времени удерживания, в раство- 
рах матрицы не превышал 20 % от средних значений 
сигнала пика этмабена в растворах НПКО). Отноше- 
ние сигнал/шум на хроматограмме ИПКК, содержащей 
этмабен, было равно 14 ± 2.

На рисунке 2 представлено наложение хромато-
грамм ИПКК и ИПКК с добавлением этмабена на уров- 
не НПКО (до 5 нг/мл).

Градуировочная кривая

Зависимость функции отклика от концентрации 
определяемого вещества оценивалась в диапазоне 
концентраций 5–200 нг/мл в трехкратной повторно-
сти. Рабочий диапазон концентраций рассчитывался 
на основании содержания этмабена в биологических 
матрицах экспериментальных животных, определен-
ного ранее [10]. Градуировочная кривая представле-
на функцией зависимости площади пика от концент- 
рации аналита в виде y = ax + b. Градуировочные  
растворы готовили путем добавления этмабена к ин-
тактной матрице в концентрациях 5; 10; 50; 100, 150  
и 200  нг/мл. Средние значения концентраций калиб- 
ровочных образцов были в пределах ±15 % от номи-
нального значения для уровня концентраций выше  
НПКО и в пределах ±20 % для уровня НПКО. Все  
три исследованные грауировочные зависимости бы- 
ли линейными в диапазоне исследуемых концентра-
ций (рисунок  3). Значения коэффициентов уравне- 
ния линейной зависимости (а и b) и коэффициента 
корреляции (r) представлены в таблице 2.

Таблица 2. Значение переменных a и b  
и коэффициента корреляции 

Table 2. The value of variables a and b  
and the correlation coefficient

Повторность
Repetition

a b r

1 112,8 75,9 0,999

2 121,3 79,1 0,998

3 115,1 78,2 0,998

Правильность и прецизионность

Для оценки правильности и прецизионности внут- 
ри цикла готовили по пять образцов для контроля  
качества, представляющих ИПКК с введенным точ-
ным количеством этмабена, соответствующим уров-
ням концентраций 5 (НПКО), 15, 50, 100 и 200  нг/мл. 
Правильность методики рассчитывали по среднему 
значению отношения найденных концентраций к но-
минальному значению содержания этмабена. Преци-
зионность методики рассчитывали по величине отно-
сительного стандартного отклонения рассчитанных 
концентраций этмабена в приготовленных образцах. 
Значения правильности и прецизионности приведе- 
ны в таблице 3.

Правильность и прецизионность между аналити-
ческими циклами оценивали по результатам, полу- 
ченным для трех аналитических циклов, проведен- 
ных в 2  разных дня. Максимальное относительное 
стандартное отклонение составило 9,4 %, правиль-
ность представлена диапазоном значений 94–108 %, 
что соответствует критериям приемлемости.

Рисунок 2. Наложение хроматограмм растворов интактной матрицы (красный) и НПКО (фиолетовый) (приближен-
ный вид хроматограммы)

Figure 2. Overlay of chromatograms of intaсt matrix (red) and low limit of quantification (violet) solutions (approximate 
view of the chromatogram)
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Таблица 3. Результаты исследования правильности  
и прецизионности методики внутри цикла (n = 5)

Table 3. Results of the investigation of the accuracy  
and precision of the method within-run (n = 5)
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5 5,3 11,9 6,0
15 14,6 4,8 –3,0
50 51,0 4,1 2,0

100 98,0 3,1 –2,0
200 204,0 1,5 2,0

Влияние разбавления образца

Отсутствие влияния разбавления оценивали пу-
тем анализа пробы ИПКК с введенным точным коли- 
чеством этмабена, соответствующим уровню концент- 
рации 20 000  нг/мл. Пробу разводили в 10 раз раст- 
вором интактной матрицы и оценивали правильность 
и прецизионность определения концентрации этма-
бена на примере пяти модельных образцов. Правиль-
ность определения составила 99–102 %, относитель-
ное стандартное отклонение (n = 5) составило 2,1 %.

Эффект переноса

Перенос пробы определяли по отношению пло-
щади пика на хроматограмме холостого образца, 
анализируемого непосредственно после анализа об-

разца для контроля качества с уровнем содержания 
этмабена, равным верхнему пределу количественно- 
го определения. Среднее значение площади пика  
этмабена на хроматограмме холостого образца не 
превышало 3,4 % от площади пика образца для конт- 
роля качества с содержанием этмабена 200  нг/мл,  
что соответствует критериям приемлемости (не бо-
лее 20 %).

Стабильность

Стабильность этмабена в образцах плазмы крови 
и растворах стандартного образца оценивали в ана- 
лизируемых растворах при уровне НПКО (5  нг/мл) 
и высоком (200 нг/мл) уровне концентрации мето-
дом «введено – найдено». Стабильность стандартного  
раствора этмабена оценивали через 8 ч после при- 
готовления (свежеприготовленный). Стабильность в 
ходе замораживания – размораживания оценивали 
после трехкратного замораживания при температу- 
ре −60  °С в течение 12 ч и размораживания образ- 
цов для контроля качества. Кратковременную ста-
бильность этмабена в испытуемых растворах оцени- 
вали в образцах для контроля качества после выдер- 
живания в автодозаторе в течение 24 ч при темпе- 
ратуре 20 ± 5  °С. Исследования долговременной ста-
бильности растворов проводили после хранения при  
температуре не выше −60  °С в течение 30 дней.  
Исследования, требующие хранения образца более  
30 дней, не предусматриваются методикой. Образцы  
считались стабильными, если концентрация этмабе-
на, измеренная после хранения, была в диапазоне  
от ±15 % от номинальной концентрации. Результаты 
изучения стабильности представлены в таблице 4.

Рисунок 3. Градуировочная кривая

Figure 3. Calibration curve
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Таблица 4. Результаты исследования стабильности 

Table 4. Results of the investigation of stability

Условия хранения образцов
Sample storage conditions

Отклонение от номиналь-
ной концентрации, %
Deviation from the nomi-
nal concentration, %

5 нг/мл
5 ng/ml

200 нг/мл
200 ng/ml

Раствор стандартного образца 
через 8 ч от приготовления при 
хранении в условиях анализа
Standard sample solution after 
8 h from preparation when stored 
under analytical conditions

−1,0 0,0

Трехкратное замораживание – 
размораживание (−60 °С) в те- 
чение 12 ч
Three freeze-thaw cycles (−60 °С) 
for 12 h

−4,0 −3,0

Выдерживание в автодозаторе 
в течение 24 ч при температуре 
20 ± 5 °С 
Storage in autosampler for 24 h  
at 20 ± 5 °С

−2,0 −1,0

Хранение при температуре 
−60 °С в течение 30 дней
Storage at −60 °С for 30 days

−6,0 −3,0

Степень извлечения

Степень извлечения этмабена определяли как  
отношение площади пика, полученного от добавлен-
ного и затем извлеченного из биологической матри- 
цы количества вещества, к площади пика раство-
ра сравнения, содержащего такое же количество ве-
щества, добавленного к экстрагированному образцу 
матрицы.

Степень извлечения определяли при низком  
(5  нг/мл) и высоком (200 нг/мл) уровне концентра-
ции этмабена. Среднее значение степени извлечения  
этмабена составило 92 ± 12 % (RSD = 9,8 %). 

Апробация биоаналитической методики

Для оценки работоспособности разработанная и 
валидированная методика ВЭЖХ-УФ была примене- 
на для сравнительного изучения накопления и рас-
пределения этмабена в органах-мишенях и систем- 
ном кровотоке у интактных животных и животных с 
экспериментальной патологией.

В исследовании были использованы аутбред-
ные крысы массой (450 ± 20) г (НИЦ «Курчатовский  
институт» – ПИЯФ – ПЛЖ «Рапполово», Россия). Жи-
вотных содержали в стандартных условиях вивария 
со свободным доступом к воде и пище. Все проце-
дуры выполняли в соответствии с принципами над-
лежащей лабораторной практики (GLP) и биоэтиче-
скими нормами (протокол биоэтической комиссии 
Rats-PK-2023 от 26.10.2023). Животные были разделе-
ны на две группы: 

1.	 Группа контроля (n = 10): животные с интакт- 
ным, здоровым миокардом.

2.	 Группа экспериментальной хронической сер-
дечной недостаточности (ХСН, n = 10): живот-
ные с моделью ХСН, индуцированной путем пе- 
ревязки левой коронарной артерии. 
Развитие и наличие ХСН подтверждали с помощью 

эхокардиографии.
Животные получали суспензию субстанции этма- 

бена внутрижелудочно в дозе 60 мг/кг в течение 
30  дней. На 30-е сутки эксперимента осуществля-
ли забор проб цельной крови из десны в пробирки с  
гепарином лития. Плазму крови получали путем цент- 
рифугирования в течение 15 мин при 5000 об/мин и 
немедленно замораживали при −40 °C до проведе- 
ния анализа.

Для оценки распределения препарата в орга-
нах-мишенях животных выводили из эксперимента,  
проводили изолирование сердца и почки. Органы 
промывали физиологическим раствором, высушива- 
ли фильтровальной бумагой и взвешивали. 

Пробоподготовка биологического материала

Пробоподготовку проводили в соответствии со 
следующей схемой: образец ткани взвешивали и го- 
могенизировали с добавлением тройного объема  
физиологического раствора (0,9%-й водный раствор 
натрия хлорида (х.ч., АО «ВЕКТОН», Россия) до полу- 
чения гомогенной взвеси. Полученную суспензию  
центрифугировали при 5000 об/мин в течение 10  мин 
для осаждения клеточных компонентов. Супернатант 
в объеме 500 мкл переносили в пробирку, добавля-
ли 2,5  мл ацетонитрила с последующей обработкой  
на вортексе «Таглер» ВМ-3  (ООО «НПП Tаглер», Рос- 
сия) и центрифугированием при 3000 об/мин в тече- 
ние 15  мин, надосадочную жидкость декантировали  
в мерную колбу объемом 5 мл и доводили объем до 
метки 0,1 М раствором муравьиной кислоты.

На рисунке 4 представлены средние концентра-
ции этмабена, определенные в плазме крови и го-
могенатах тканей здоровых животных и животных с 
экспериментальной хронической сердечной недоста-
точностью (ХСН).

Наибольшие концентрации этмабена были зафик- 
сированы в плазме крови. Статистический анализ  
выявил достоверное увеличение системной концент- 
рации препарата у животных с ХСН по сравнению  
с группой здоровых животных. Средняя концентра-
ция этмабена в плазме крови в группе с ХСН (2853,6 ± 
± 1253,4  нг/мл) была практически в 2 раза выше  
(p = 0,039), чем в группе здоровых животных (1516,1 ± 
± 602,5  нг/мл). Выявленное повышение концентрации  
в плазме может быть следствием изменения объема 
распределения или снижения клиренса препарата на 
фоне патологии.

Анализ тканей миокарда выявил выраженное и 
статистически значимое увеличение концентрации  
этмабена в группе животных с ХСН. Средняя концент- 
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рация в миокарде животных с ХСН составила 109,6 ± 
± 10,2  нг/мл, что на 47 % выше (p < 0,001), чем у здо- 
ровых животных (74,6 ± 3,8)  нг/мл. Данный результат 
демонстрирует, что патологическое состояние серд- 
ца приводит к значимо более интенсивному накопле-
нию в нем исследуемого препарата.

Анализ содержания этмабена в почках показал, 
что во всех исследованных образцах его концентра-
ция была ниже предела количественного определе-
ния. Отсутствие значимого накопления этмабена в 
почках в условиях ХСН указывает на контекстзави-
симый характер распределения препарата, который 
определяется типом патологического состояния.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
при экспериментальной ХСН происходит значимое 
повышение концентрации этмабена в органе-мише-
ни  – миокарде. Выявленная способность препарата  
к избирательно более высокому накоплению в пато- 
логически измененном миокарде означает, что его 
кардиопротекторное действие может реализовывать-
ся в условиях, для коррекции которых он предназна- 
чен, – при ишемическом повреждении. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Биоаналитическая методика количественного 
определения этмабена в плазме крови и органах ла- 
бораторных животных методом ВЭЖХ-УФ впервые 

разработана и валидирована по следующим пара- 
метрам: селективности, градуировочной кривой, пра-
вильности, прецизионности, нижнему пределу коли- 
чественного определения, эффекту переноса, отсутст- 
вию влияния разбавления образца, стабильности био-
образцов в условиях хранения и пробоподготовки. 
Также оценивали степень извлечения этмабена из  
матрицы. Пул валидационных данных показал рабо-
тоспособность методики и ее способность обеспе- 
чивать достоверные результаты, что обуславливает 
возможность ее применения для целей биоаналити- 
ки. С целью апробации методика была успешно при-
менена для оценки степени накопления и распре-
деления этмабена в органах животных (в том числе  
с целевой патологией) и системном кровотоке в до-
клинических испытаниях. В результате апробации  
методики установлено избирательное накопление  
этмабена в патологически измененном миокарде на 
фоне экспериментальной ХСН, что подтверждает его 
целевой кардиопротекторный потенциал.
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