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Äëÿ óìåíüøåíèÿ ñèñòåìíîé òîêñè÷íîñòè è óëó÷øåíèÿ ôàðìàêîêèíåòèêè ïðîòèâîîïóõîëå-

âûõ ïðåïàðàòîâ ÷àñòî èñïîëüçóþò èõ ëèïîñîìàëüíóþ ôîðìó. Ìîíîéîäàöåòàò íàòðèÿ

(ÌÉÀ) — èíãèáèòîð ãëèêîëèçà — ïðîòèâîîïóõîëåâûé ïðåïàðàò, íàõîäÿùèéñÿ íà ñòàäèè

êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé. ÌÉÀ èíêàïñóëèðîâàëè â ëèïîñîìû (ëèïîñîìàëüíàÿ ýìóëüñèÿ ñî-

äåðæàëà 1,2-äèïàëüìèòîèë-ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÏÔÕ) è õîëåñòåðèí (Õîë) â ìîëÿðíîì

ñîîòíîøåíèè 9:0,8) ìåòîäîì ýêñòðóçèè: â çàâèñèìîñòè îò óñëîâèé äèàìåòð ïîëó÷åííûõ ëè-

ïîñîì ñîñòàâèë 100 èëè 400 íì. Ïîëó÷åííûå ëèïîñîìû î÷èùàëè îò íåâêëþ÷åííîãî ÌÉÀ

ïóòåì äèàëèçà â òå÷åíèå 3 ÷. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÌÉÀ, ñîäåðæàùåãîñÿ íåïîñðåäñòâåííî â ëè-

ïîñîìàõ, íåîáõîäèìî ñíà÷àëà îòäåëèòü ëèïîñîìû îò ìåæëèïîñîìàëüíîé æèäêîñòè, êîòîðàÿ

òàêæå ñîäåðæèò íåâêëþ÷åííûé ÌÉÀ. Äëÿ ýòîé öåëè èñïîëüçîâàëè ñîðáöèþ ëèïîñîì íà

àêòèâèðîâàííîì óãëå. Çàòåì íåîáõîäèìî ðàçðóøèòü îáîëî÷êó ëèïîñîì: èç èññëåäîâàííûõ

àãåíòîâ (ÏÀÂ, áåíçàëêîíèÿ õëîðèä, àïðîòîííûå ðàñòâîðèòåëè) íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì

äëÿ ýòîé öåëè îêàçàëñÿ äèîêñàí. Ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ ÌÉÀ â ëèïîñîìàëü-

íîé ôîðìå â äèàïàçîíå 31,3 ìêã/ìë – 7,9 ìã/ìë ñ ïðåäåëîì îáíàðóæåíèÿ 5,6 ìêã/ìë, îáåñïå-

÷èâàþùàÿ ðàçäåëåíèå ÌÉÀ, õîëåñòåðèíà è ôîñôîëèïèäîâ, ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà õðî-

ìàòîãðàôèè ãèäðîôèëüíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ñî ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì äåòåêòèðîâàíè-

åì íà äëèíå âîëíû ë = 260 íì. Â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû èñïîëüçîâàëè ðàñòâîð àöåòî-

íèòðèëà â âîäå â îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 50:50 ñ äîáàâëåíèåì ìîäèôèêàòîðîâ — óêñóñíîé

êèñëîòû (60 ììîëü/ë) è ôîðìèàòà àììîíèÿ (30 ììîëü/ë), íåïîäâèæíàÿ ôàçà — àìèíîïðî-

ïèëñèëèêàãåëü. Óñòàíîâëåíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò äèàìåòðà äîçà ÌÉÀ â 1 ìë ëèïîñîì ñîñòà-

âèëà 0,20 – 0,23 ìã. Äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â äàëüíåéøèõ èññëåäîâàíèÿõ âûáðàíû ëèïîñîìû

äèàìåòðîì 400 íì, áîëåå ìÿãêèå óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ êîòîðûõ îáåñïå÷èâàþò ìåíüøèå ñòå-

ïåíü îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ è ïîòåðè ÌÉÀ.
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A liposomal form of anticancer drugs is often used to improve pharmacokinetics and reduce systemic tox-

icity of the drugs. The goal of the study is to develop a method for quantitative analysis of a liposomal form
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of sodium iodoacetate (IA), glycolysis inhibitor, which exhibits a pronounced antitumor activity. Liposomes

were prepared by extrusion at a temperature of 25 – 55°C under argon pressure ranged from 2 to 10 MPa.

The obtained liposomes were purified from the non-incorporated component using dialysis. The method of

HPLC was used to analyze the inhibitor solution in liposomes. The method of hydrophilic interaction

chromatography revealed a high selectivity of iodoacetate with aminopropyl silica gel as a stationary

phase. The best option for analysis was to use a spectrophotometric detector. The results of analysis

showed that the dose of the inhibitor in 1 ml of liposomes was 0.20 – 0.23 mg regardless of the liposome

size. In terms of the weight of an animal, the amount of iodoacetate was 8 – 9 mg/kg. The analysis of

liposomes by the developed method showed that the highest yield and a high degree of purification is at-

tained at low temperature (no more than 40°C) and duration of dialysis for about 3 h. For these purposes,

the use of liposomes with a diameter of 400 nm turned out to be the best option.

Keywords: glycolysis inhibitors; sodium iodoacetate; determination; liposomes; HPLC.

Ââåäåíèå

Íåñìîòðÿ íà àêòèâíûé ïîèñê íîâûõ ëåêàðñò-

âåííûõ ñðåäñòâ äëÿ ëå÷åíèÿ ðàêà, âñå íåîáõîäè-

ìûå êëèíè÷åñêèå èñïûòàíèÿ ïðîõîäèò ëèøü 5 %

èññëåäóåìûõ ïðåïàðàòîâ. Ýòî ñâÿçàíî ñ òåì, ÷òî

ïîëîâèíà íîâûõ èññëåäóåìûõ àãåíòîâ íå ïðîõî-

äèò ïåðâûé ýòàï êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíèé ïî

îöåíêå òîêñè÷íîñòè è ôàðìàêîêèíåòèêè [1].

Ìíîæåñòâî ïîòåíöèàëüíûõ àãåíòîâ è íåêîòîðûå

ñóùåñòâóþùèå ïðîòèâîîïóõîëåâûå ñðåäñòâà ñëà-

áî ðàñòâîðèìû â âîäå è ïëîõî ïðîíèêàþò ÷åðåç

ìåìáðàíû êëåòîê, ïîýòîìó òðåáóåòñÿ èñïîëüçîâà-

íèå íàíîòåõíîëîãèé àäðåñíîé äîñòàâêè äëÿ óëó÷-

øåíèÿ ôàðìàêîêèíåòèêè è ñíèæåíèÿ ñèñòåìíîé

òîêñè÷íîñòè ïðåïàðàòîâ. Ñïèñîê ïîòåíöèàëüíûõ

ñðåäñòâ íàíîìåäèöèíû äëÿ öåëåâîé äîñòàâêè ëå-

êàðñòâ ïîñòîÿííî ðàñòåò è ðàñøèðÿåòñÿ: â îñíîâ-

íîì èñïîëüçóþò ëèïîñîìû, ìèöåëëû, íàíî÷àñòè-

öû è êîíúþãàòû ïîëèìåðîâ [2].

Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóåò ìíîæåñòâî

áèîìàòåðèàëîâ, èñïîëüçóåìûõ ïðè ëå÷åíèè îíêî-

ëîãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé. Ëèïîñîìû è äðóãèå íà-

íîáèîìàòåðèàëû íà îñíîâå ëèïèäîâ âûäåëÿþòñÿ

òåì, ÷òî îíè áûëè ïåðâîé êëèíè÷åñêè îäîáðåí-

íîé òåðàïåâòè÷åñêîé íàíîïëàòôîðìîé äëÿ ëå÷å-

íèÿ ðàêà è øèðîêî ïðåäñòàâëåíû â êëèíè÷åñêèõ

èñïûòàíèÿõ [3 – 7]. Êðîìå òîãî, áûëî ïîêàçàíî,

÷òî ëèïîñîìû óëó÷øàþò ôàðìàêîêèíåòèêó è

áèîðàñïðåäåëåíèå ìîëåêóë ïðîòèâîîïóõîëåâûõ

ïðåïàðàòîâ [8].

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ àêòèâíî âåäóòñÿ ïîèñêè

íîâûõ ñðåäñòâ ïðîòèâ ðàêà, ê ÷èñëó êîòîðûõ îò-

íîñÿòñÿ ïðåïàðàòû, ñâÿçàííûå ñ ìåòàáîëè÷åñêèì

ïåðåïðîãðàììèðîâàíèåì [9, 10]. Íåñìîòðÿ íà òî,

÷òî îïóõîëè ñîäåðæàò ìåòàáîëè÷åñêèå èçìåíå-

íèÿ, âîçäåéñòâèå íà êîòîðûå êðèòè÷íî äëÿ æèç-

íåñïîñîáíîñòè êëåòîê, äî ñèõ ïîð ýòà èäåÿ íå

ïðèâåëà ê ïîÿâëåíèþ ìíîæåñòâà àíòèìåòàáîëè-

÷åñêèõ àãåíòîâ ñ âûñîêîé è ïðåäñêàçóåìîé ýô-

ôåêòèâíîñòüþ. Êëþ÷åâîé ïðîáëåìîé àíòèìåòàáî-

ëèòîâ, âûÿâëåííîé â èñïûòàíèÿõ, ÿâëÿåòñÿ èõ

âûñîêàÿ ñèñòåìíàÿ òîêñè÷íîñòü [11, 12]. Ñòîèò

îòìåòèòü, ÷òî íà äàííûé ìîìåíò èñïûòàíèÿ ýô-

ôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè èíãèáèòîðîâ ãëèêî-

ëèçà íàõîäÿòñÿ íà ðàííåé ñòàäèè è ñîñðåäîòî÷å-

íû ëèøü íà îöåíêå èõ äåéñòâèÿ â ñàìîñòîÿòåëü-

íîé ôîðìå, â îòëè÷èå îò àêòèâíîé ðàçðàáîòêè

ëèïèäíûõ è èíûõ íàíîñòðóêòóð õîðîøî èçó÷åí-

íûõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ïðîòèâîîïóõîëå-

âîãî ðÿäà [13, 14]. Ñðåäè èçâåñòíûõ èíãèáèòîðîâ

ãëèêîëèçà ìîæíî âûäåëèòü ðÿä ñîåäèíåíèé, êî-

òîðûå îáëàäàþò ïîòåíöèàëüíî âûñîêîé ñèíåðãè-

åé ñ ëèïîñîìàìè ïðè âîçäåéñòâèè íà îïóõîëü â

ñèëó èõ èíäèâèäóàëüíûõ ñâîéñòâ [15]. Ê íèì îò-

íîñèòñÿ èíãèáèòîð ìîíîéîäàöåòàò, îäèí èç ïî-

òåíöèàëüíûõ ïðîòèâîîïóõîëåâûõ àãåíòîâ [16].

Ïîáî÷íûì äåéñòâèåì ýòîãî ïðåïàðàòà ÿâëÿåòñÿ

êàðäèîòîêñè÷íîñòü, êîòîðóþ ìîæíî çíà÷èòåëüíî

ñíèçèòü çà ñ÷åò èçìåíåíèÿ åãî áèîðàñïðåäåëåíèÿ

ïðè èñïîëüçîâàíèè åãî ëèïîñîìàëüíîé ôîðìû

[17]. Ïîýòîìó äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîòèâîîïóõîëå-

âîé àêòèâíîñòè ìîíîéîäàöåòàòà â ëèïîñîìàëü-

íîé ôîðìå íåîáõîäèìî ïåðâîíà÷àëüíî ðàçðàáî-

òàòü ðàáî÷óþ è ñòàáèëüíóþ íàíîôîðìó è ïðîâåñ-

òè îïðåäåëåíèå âêëþ÷åííîãî ïðåïàðàòà.

Áîëüøèíñòâî ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ ÿâ-

ëÿåòñÿ ìíîãîêîìïîíåíòíûìè ñìåñÿìè, è äëÿ îï-

ðåäåëåíèÿ â íèõ ñîäåðæàíèÿ äåéñòâóþùåãî âå-

ùåñòâà ïðåæäå âñåãî íåîáõîäèìî îòäåëèòü åãî îò

âñïîìîãàòåëüíûõ âåùåñòâ. Êðîìå òîãî, àíàëèç

ëåêàðñòâåííûõ ôîðì ïîäðàçóìåâàåò áîëüøîé ïî-

òîê ïðîá è ðóòèííîñòü. Èñõîäÿ èç ýòîãî äëÿ àíà-

ëèçà ëèïîñîìàëüíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì öåëå-

ñîîáðàçíî èñïîëüçîâàòü ìåòîä âûñîêîýôôåêòèâ-

íîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÆÕ). Ñðåäè

âàðèàíòîâ ÂÝÆÕ íàèáîëüøèé èíòåðåñ ïðåäñòàâ-

ëÿåò õðîìàòîãðàôèÿ ãèäðîôèëüíîãî âçàèìîäåé-

ñòâèÿ (ðåæèì HILIC), êîòîðóþ ìîæíî èñïîëüçî-

âàòü äëÿ ðàçäåëåíèÿ ïîëÿðíûõ ñîåäèíåíèé, ñëà-

áî óäåðæèâàåìûõ â îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ,

òàêèõ êàê ôîñôîëèïèäû, èç-çà ãèäðîôèëüíîé

«ãîëîâêè» [18]. Öåëåñîîáðàçíî òàêæå ïðèìåíåíèå

ìîäèôèöèðîâàííîãî ñîðáåíòà, íàïðèìåð, àìèíî-

ïðîïèëñèëèêàãåëÿ, êîòîðûé çà ñ÷åò íàëè÷èÿ

–NH2 ãðóïï ñïîñîáåí óäåðæèâàòü ìîíîéîäàöå-

òàò-àíèîí. Â îòëè÷èå îò ðåæèìà HILIC, îïðåäå-

ëåíèå ïîëÿðíûõ è îñíîâíûõ ñîåäèíåíèé ìåòîäîì

îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ (ÎÔ ÂÝÆÕ) îñëîæíÿ-

åòñÿ íåîáõîäèìîñòüþ èñïîëüçîâàíèÿ âûñîêîêîí-

öåíòðèðîâàííûõ âîäíûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ
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äàæå â ñëó÷àå ñàìûõ èíåðòíûõ ñîðáåíòîâ, ÷òî

ïðèâîäèò ê èñêàæåíèþ ôîðìû ïèêîâ. Ðàçäåëå-

íèå òàêèõ ñîåäèíåíèé ìåòîäîì íîðìàëüíî-ôàçî-

âîé ÂÝÆÕ (ÍÔ ÂÝÆÕ) íà ïîëÿðíûõ íåïîäâèæ-

íûõ ôàçàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì îðãàíè÷åñêèõ ðàñ-

òâîðèòåëåé â êà÷åñòâå ýëþåíòîâ ìàëîýôôåêòèâ-

íî è õàðàêòåðèçóåòñÿ àñèììåòðè÷íîé ôîðìîé ïè-

êîâ [19]. Ãèäðîôèëüíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ ñî÷åòàåò

â ñåáå ïðèìåíåíèå íåïîäâèæíûõ ôàç, õàðàêòåð-

íûõ äëÿ ÍÔ ÂÝÆÕ, è ïîäâèæíûõ ôàç, èñïîëü-

çóåìûõ â ÎÔ ÂÝÆÕ, è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé àëü-

òåðíàòèâó äëÿ ðàçäåëåíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ïîëÿð-

íûõ è çàðÿæåííûõ ñîåäèíåíèé [20].

Íåîáõîäèìî òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ñîçäàíèå ëè-

ïîñîì òðåáóåò ñîáëþäåíèÿ ðÿäà óñëîâèé, êîòîðûå

íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü [21]. Îïòèìàëüíàÿ òåìïå-

ðàòóðà äëÿ èíêàïñóëèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà â ëèïî-

ñîìû ëåæèò â äèàïàçîíå 60 – 80 °C, ÷òî ìîæåò

îêàçàòüñÿ íåïðèåìëåìûì äëÿ ìíîãèõ èíãèáèòî-

ðîâ. Òåìïåðàòóðíûé ðåæèì ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç

êëþ÷åâûõ ôàêòîðîâ ñäåðæèâàíèÿ â ðàçðàáîòêå

ëèïîñîìàëüíîé ëåêàðñòâåííîé ôîðìû, òàê êàê

ìíîãèå ïîòåíöèàëüíûå àãåíòû ïðè óêàçàííûõ

òåìïåðàòóðàõ ëåãêî îêèñëÿþòñÿ. Ìîíîéîäàöåòàò

ÿâëÿåòñÿ ñâåòî÷óâñòâèòåëüíûì, òàêæå âîçìîæíû

åãî ïîòåðè ïðè ýêñòðóçèè [22]. Ïîýòîìó ïðîöåññ

ñîçäàíèÿ ëèïîñîì íåîáõîäèìî êîíòðîëèðîâàòü:

íàäî íàéòè ïðèåìëåìûå óñëîâèÿ, ïðè êîòîðûõ

áóäåò âîçìîæíî èíêàïñóëèðîâàíèå àãåíòà ñ íàè-

ìåíüøèìè ïîòåðÿìè. Äðóãèì âàæíûì ìîìåíòîì

ÿâëÿåòñÿ î÷èñòêà ëèïîñîìàëüíîé ôîðìû îò íå-

âêëþ÷åííîãî ïðåïàðàòà. Âñå ïåðå÷èñëåííûå çà-

äà÷è ìîæíî ðåøèòü ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÂÝÆÕ,

ò.å. èñïîëüçîâàíèå õðîìàòîãðàôèè ãèäðîôèëüíî-

ãî âçàèìîäåéñòâèÿ ìîæåò ðåøàòü ñðàçó íåñêîëü-

êî êëþ÷åâûõ ïðîáëåì ñîçäàíèÿ ëèïîñîìàëüíîé

ëåêàðñòâåííîé ôîðìû ìîíîéîäàöåòàòà.

Öåëü ðàáîòû — ðàçðàáîòêà ìåòîäèêè îïðåäå-

ëåíèÿ ìîíîéîäîàöåòàòà â ëèïèäíûõ íàíîñòðóê-

òóðàõ è íàõîæäåíèå îïòèìàëüíûõ óñëîâèé ïîëó-

÷åíèÿ ëèïîñîì.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Â èññëåäîâàíèè èñïîëüçîâàëè ëèïîñîìû ñ

ðàçëè÷íûì äèàìåòðîì. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ýìóëüñèè

ïîëûõ ëèïîñîì èñïîëüçîâàëè 1,2-äèïàëüìèòîèë-

ãëèöåðî-3-ôîñôîõîëèí (ÄÏÔÕ) è õîëåñòåðèí

(Õîë) (Sigma Aldrich, ÑØÀ) â ìîëÿðíîì ñîîòíî-

øåíèè ÄÏÔÕ:Õîë = 9:0,8.

Äëÿ èíêàïñóëèðîâàíèÿ â ëèïîñîìû èíãèáè-

òîð ãëèêîëèçà ìîíîéîäîàöåòàò íàòðèÿ (ÌÉÀ,

Sigma-Aldrich, ÑØÀ) ïîìåùàëè â êàìåðó ýêñòðó-

äåðà, ñîäåðæàùóþ ëèïîñîìàëüíóþ ýìóëüñèþ.

Ïîëó÷åííóþ ýìóëüñèþ ñ ïðåïàðàòîì ôèëüòðîâà-

ëè 12 ðàç ÷åðåç ïîëèêàðáîíàòíûå ôèëüòðû ñ äèà-

ìåòðîì ïîð 100 èëè 400 íì (Sartorius, Ãåðìàíèÿ)

â ýêñòðóäåðå ïðè òåìïåðàòóðå 25 – 55 °C è äàâëå-

íèè àðãîíà â äèàïàçîíå îò 2 äî 10 ÌÏà â çàâèñè-

ìîñòè îò äèàìåòðà ïîð ìåìáðàí, èñïîëüçóåìûõ

äëÿ ýêñòðóçèè [23]. Ïîëó÷åííûå ëèïîñîìû î÷è-

ùàëè îò íåâêëþ÷åííîãî êîìïîíåíòà ñ ïîìîùüþ

äèàëèçíîé ìåìáðàíû (ROTH, ÑØÀ). Äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ ïîëó÷åííîãî ñîäåðæàíèÿ ÌÉÀ â ëèïî-

ñîìàõ èõ ïðåäâàðèòåëüíî ðàçðóøàëè ñ èñïîëü-

çîâàíèåì àïðîòîííîãî ðàñòâîðèòåëÿ äèîêñàíà

(suitable for HPLC, Sigma-Aldrich, ÑØÀ).

Äëÿ àíàëèçà â êà÷åñòâå ïîäâèæíîé ôàçû èñ-

ïîëüçîâàëè ñìåñü àöåòîíèòðèëà (ÓÔ-ÈÊ-ÂÝÆÕ

(ãðàäèåíò), ACS, Panreac, Èñïàíèÿ) ñ âîäîé â

îáúåìíîì ñîîòíîøåíèè 50:50 ñ äîáàâëåíèåì

60 ììîëü/ë ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû (õ÷, ÃÎÑÒ

61–75, Scharlab, Èñïàíèÿ) è 30 ììîëü/ë ôîðìèà-

òà àììîíèÿ (�99 %, Sigma-Aldrich, ÑØÀ) äëÿ êîí-

òðîëÿ êèñëîòíîñòè ïîäâèæíîé ôàçû è ñòàáèëè-

çàöèè ÌÉÀ. Ïðè èñïîëüçîâàíèÿ ÏÀÂ Òðèòîí

Õ-100 (Sigma-Aldrich, ÑØÀ) äëÿ ðàçðóøåíèÿ

ëèïîñîì îáúåìíîå ñîîòíîøåíèå àöåòîíèòðèëà è

âîäû ñîñòàâëÿëî 80:20 ñ òåìè æå êîíöåíòðàöèÿ-

ìè ìîäèôèêàòîðîâ ïîäâèæíîé ôàçû. Â êà÷åñòâå

íåïîäâèæíîé ôàçû èñïîëüçîâàëè àìèíîïðîïèë-

ñèëèêàãåëü íà 5-ìêì êîëîíêå ZorbaxNH2

4,6 × 150 ìì (Agilent Technologies, ÑØÀ). ÌÉÀ

îïðåäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì æèäêîñòíîãî õðî-

ìàòîãðàôà Agilent 1260 (Agilent Technologies,

ÑØÀ) ñî ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèì äåòåêòîðîì

íà äèîäíîé ìàòðèöå. Êîëè÷åñòâî ââîäèìîé ïðî-

áû ñîñòàâëÿëî 5 ìë. Ïî çàâåðøåíèè àíàëèçà ñ ïî-

ìîùüþ ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Agilent Mass-

Hunter îïðåäåëÿëè ïëîùàäè õðîìàòîãðàôè-

÷åñêèõ ïèêîâ ÌÉÀ ïðè äëèíå âîëíû ë = 260 íì,

îáúåìíàÿ ñêîðîñòü ïîòîêà ñîñòàâëÿëà 1 ìë/ìèí,

òåìïåðàòóðó òåðìîñòàòà êîëîíêè óñòàíàâëèâàëè

íà óðîâíå 20 °C. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ ÌÉÀ ñî-

ñòàâëÿåò ïîðÿäêà 7 ìèí, õîëåñòåðèíà — 1,6 ìèí,

ôîñôîëèïèäîâ — 2,5 ìèí. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ

îïðåäåëÿëè äîáàâëåíèåì ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ

ñîîòâåòñòâóþùèõ êîìïîíåíòîâ.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïîäâèæíîé ôàçû â õèìè-

÷åñêèé ñòàêàí âìåñòèìîñòüþ 1 ë âíîñèëè 1,8916 ã

ôîðìèàòà àììîíèÿ, ïðèáàâëÿëè 500 ìë âîäû,

î÷èùåííîé äëÿ ÂÝÆÕ. Äîâîäèëè çíà÷åíèå pH

ðàñòâîðà äî 1,5, ïðèáàâëÿÿ óêñóñíóþ êèñëîòó (åå

ïðèìåðíûé îáúåì ñîñòàâëÿë 3,4 ìë). Ê ðàñòâîðó

äîáàâëÿëè 500 ìë àöåòîíèòðèëà è ïåðåìåøèâà-

ëè. Ïîëó÷åííûé áóôåðíûé ðàñòâîð ïåðåíîñèëè â

åìêîñòü äëÿ ïîäâèæíîé ôàçû. Ïåðåä ïðîâåäåíè-

åì àíàëèçà ýëþåíò äåãàçèðîâàëè â óëüòðàçâóêî-

âîé âàííå ElmasonicP10H â òå÷åíèå 30 ìèí.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìî-

ñòåé ãîòîâèëè äâå ñåðèè ðàñòâîðîâ ÌÉÀ â ñìåñè

àöåòîíèòðèë:âîäà = 50:50: 7 ðàñòâîðîâ â ïåðâîé

ñåðèè è 4 — âî âòîðîé. Ìàññû âçÿòûõ íàâåñîê èç-

ìåðÿëè ñ òî÷íîñòüþ 0,1 ìã. Êîíöåíòðàöèè ÌÉÀ â

ðàñòâîðàõ ïåðâîé ñåðèè ñîñòàâëÿëè îò 0,198 äî

7,9 ìã/ìë, â ðàñòâîðàõ âòîðîé ñåðèè — îò 0,03125

äî 0,25 ìã/ìë.
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Ëèïîñîìû îòäåëÿëè îò ìåæëèïîñîìàëüíîé

æèäêîñòè ìåòîäîì ñîðáöèè. Â ïðîáèðêó Ýïïåí-

äîðôà ïîìåùàëè 1,5 ìë ëèïîñîì, äîáàâëÿëè ê

íèì 35 ìã àêòèâèðîâàííîãî óãëÿ, âñòðÿõèâàëè è

çàìîðàæèâàëè íà 12 ÷. ×åðåç 12 ÷ ðàçìîðàæèâà-

ëè ñîäåðæèìîå ïðîáèðêè ïðè êîìíàòíîé òåìïå-

ðàòóðå â òå÷åíèå 60 ìèí äî ìîìåíòà åãî ðàçäåëå-

íèÿ íà äâà ñëîÿ. Âåðõíèé ïðîçðà÷íûé ñëîé ñî-

äåðæàë ìåæëèïîñîìàëüíóþ æèäêîñòü, îñàæäåí-

íûé ñëîé áûë ñî ñãóñòêàìè ëèïîñîì, àäñîðáèðî-

âàííûõ íà àêòèâèðîâàííîì óãëå.

Îïòèìàëüíîñòü âûáðàííûõ óñëîâèé àíàëèçà

îöåíèâàëè ïî êîýôôèöèåíòó àñèììåòðèè ïèêîâ

As è ðàçðåøåíèþ ìåæäó ïàðàìè ïèêîâ ÌÉÀ è

êîìïîíåíòîâ ëèïîñîì íà õðîìàòîãðàììå. Äëÿ äî-

êàçàòåëüñòâà ïðèãîäíîñòè ìåòîäèêè àíàëèçà òàê-

æå èñïîëüçîâàëè âàëèäàöèîííûå êðèòåðèè â ñî-

îòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè ïðîòîêîëîâ ïî õðî-

ìàòîãðàôèè äëÿ îöåíêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè, ïî-

âòîðÿåìîñòè, ïðîìåæóòî÷íîé ïðåöèçèîííîñòè,

ïðàâèëüíîñòè è äèàïàçîíà îïðåäåëÿåìûõ ñîäåð-

æàíèé [24 – 26].

Çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà àñèììåòðèè ðàññ÷è-

òûâàëè ïî ôîðìóëå:

As = W0,05/2Ac,

ãäå W0,05 — øèðèíà ïèêà íà óðîâíå 5 % âûñîòû,

ìèí; Ac — äëèíà îòðåçêà, ïðîâåäåííîãî îò ïåðåä-

íåé ÷àñòè ïèêà äî åãî ñåðåäèíû íà óðîâíå 5 %

âûñîòû, ìèí.

Êîýôôèöèåíò ðàçðåøåíèÿ ìåæäó äâóìÿ ïè-

êàìè ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå:

RS
t t

W W

r r
�

�

�

2
2 1

1 2

( )
,

ãäå tr — âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ äëÿ õðîìàòîãðàôè-

÷åñêîãî ïèêà, ìèí; W — øèðèíà õðîìàòîãðàôè-

÷åñêîãî ïèêà ó îñíîâàíèÿ, ìèí.

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè âû÷èñëÿëè ïî ôîð-

ìóëå:

CV
S

x
� �100 %,

ãäå S — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå; x — ñðåäíåå

çíà÷åíèå.

Êîíöåíòðàöèþ ÌÉÀ (ìã/ìë) ðàññ÷èòûâàëè

ïî ôîðìóëå:

C
aS V

V
i

i al

c

� ,

ãäå a — êîýôôèöèåíò ïðîïîðöèîíàëüíîñòè ãðà-

äóèðîâî÷íîé çàâèñèìîñòè; Si — ïëîùàäü õðîìà-

òîãðàôè÷åñêîãî ïèêà êîìïîíåíòà, îòí.åä.; Val —

îáúåì àëèêâîòû ïðîáû ïðè ðàçáàâëåíèè íà ñòà-

äèè ïðîáîïîäãîòîâêè, ìë; Vc — îáúåì ìåðíîé

êîëáû, èñïîëüçóåìîé ïðè ðàçáàâëåíèè ïðîáû íà

ñòàäèè ïðîáîïîäãîòîâêè, ìë.

Îáñóæäåíèå ðåçóëüòàòîâ

ÌÉÀ èìååò äâà ìàêñèìóìà ïîãëîùåíèÿ â

ÓÔ-äèàïàçîíå (200 è 260 íì) [27]. Îäíàêî äëèíà

âîëíû â ðàéîíå 200 íì íåïðèìåíèìà äëÿ äåòåê-

òèðîâàíèÿ, òàê êàê ñîîòâåòñòâóåò ìàêñèìóìó ïî-

ãëîùåíèÿ àöåòîíèòðèëà, îñíîâíîãî êîìïîíåíòà

ïîäâèæíîé ôàçû â ðåæèìå HILIC. Õðîìàòîãðàì-

ìà ðàñòâîðà ÌÉÀ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîíêè

ZorbaxNH2 è ïîäâèæíîé ôàçû àöåòîíèòðèë:

âîäà (50:50) ïîêàçàíà íà ðèñ. 1. Ïðè äîáàâëåíèè

â ïîäâèæíóþ ôàçó óêñóñíîé êèñëîòû è ôîðìèàòà

àììîíèÿ äëÿ ïîääåðæàíèÿ íåîáõîäèìîãî óðîâíÿ

êèñëîòíîñòè, ñòàáèëèçèðóþùåãî ÌÉÀ, ôîðìà

ïèêà ÌÉÀ çíà÷èòåëüíî óëó÷øàåòñÿ (ñì.

ðèñ. 1, á).

Ïîñêîëüêó ðàçìûòèå ïèêîâ çàòðóäíÿåò êîëè-

÷åñòâåííûé àíàëèç, ïðîöåäóðà îïðåäåëåíèÿ

äîëæíà îáåñïå÷èâàòü äîñòàòî÷íóþ õðîìàòîãðà-

ôè÷åñêóþ ýôôåêòèâíîñòü è ñèììåòðèþ äëÿ âñåõ

õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ïèêîâ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ

ìåðòâîãî âðåìåíè â ýòèõ óñëîâèÿõ áûë ïðîàíàëè-

çèðîâàí ðàñòâîð íàôòàëèíà. Âðåìÿ óäåðæèâàíèÿ

íàôòàëèíà ñîñòàâèëî 1,5 ìèí ïðè ñêîðîñòè ïîòî-

êà 1 ìë/ìèí. Çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà ðàçðåøå-

íèÿ ìåæäó ïèêàìè ÌÉÀ è êîìïîíåíòîâ ëèïîñîì
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Ðèñ. 1. Õðîìàòîãðàììà ðàñòâîðà ÌÉÀ â ïîäâèæíîé ôàçå

àöåòîíèòðèë – âîäà (50:50): à — áåç äîáàâëåíèÿ êèñëîò è

ñîëåé; á — ñ äîáàâëåíèåì óêñóñíîé êèñëîòû è ôîðìèàòà

àììîíèÿ

Fig. 1. Chromatogram of IA solution in acetonitrile – water

(50:50) mobile phase: a — without addition of acids and

salts; b — with acetic acid and ammonium formiate



ñ ðàñòâîðèòåëåì ñîñòàâèëî 13,4 åä. ïðè íåîáõîäè-

ìîñòè ìèíèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ 1,5 åä., ÷òî ñîîò-

âåòñòâóåò òðåáîâàíèÿì ïðèãîäíîñòè õðîìàòîãðà-

ôè÷åñêîé ñèñòåìû. Çíà÷åíèå ôàêòîðà àñèììåò-

ðèè ïèêà As, ðàâíîå 1,1 ïðè íåîáõîäèìîì äèàïà-

çîíå 0,8 – 1,3, òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò îá îïòè-

ìàëüíîñòè âûáðàííûõ óñëîâèé àíàëèçà [24 – 26].

Äëÿ ðàçðàáîòêè ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ ÌÉÀ

ìû çàðåãèñòðèðîâàëè õðîìàòîãðàììó ðàñòâîðà

ÌÉÀ ñ äîáàâëåíèåì ôîñôàòèäèëõîëèíà è õîëå-

ñòåðèíà (ðèñ. 2).

Íà ðèñ. 2 ïåðâàÿ ãðóïïà ïèêîâ ñîîòâåòñòâóåò

ñìåñè ëèïèäîâ, ïèêó ÌÉÀ ñîîòâåòñòâóåò

tr � 7 ìèí.

Äèàïàçîíû îïðåäåëÿåìûõ ñîäåðæàíèé ÌÉÀ,

èíêàïñóëèðîâàííîãî â ëèïîñîìû, âûáèðàëè èñ-

õîäÿ èç åãî ïðåäïîëàãàåìîé êîíöåíòðàöèè â ëå-

êàðñòâåííîé ôîðìå. Ìåòîä äîëæåí áûë îáåñïå÷è-

âàòü îïðåäåëåíèå ÌÉÀ â øèðîêîì äèàïàçîíå

êîíöåíòðàöèé, òàê êàê ïðè îöåíêå ñîäåðæàíèÿ

ïðåïàðàòà â ëèïîñîìàõ íåîáõîäèìî òàêæå ó÷èòû-

âàòü åãî ñîäåðæàíèå â ìåæëèïîñîìàëüíîé æèä-

êîñòè è, êðîìå òîãî, ó÷èòûâàòü ïîòåðè ïðåïàðà-

òà, ïðîèñõîäÿùèå â ðåçóëüòàòå íàãðåâàíèÿ â ýêñ-

òðóäåðå. Èç-çà áîëüøîãî ðàçáðîñà êîíöåíòðàöèé

ÌÉÀ â ëèïîñîìàõ è ìåæëèïîñîìàëüíîé æèä-

êîñòè ïîòðåáîâàëîñü ïîñòðîèòü äâå ãðàäóèðîâî÷-

íûå çàâèñèìîñòè äëÿ äèàïàçîíîâ êîíöåíòðàöèé

0,2 – 7,9 ìã/ìë è 31,3 – 250 ìêã/ìë: y = 388,005x

(R2 = 0,99994) è y = 343,8946x (R2 = 0,9996)

ñîîòâåòñòâåííî.

Ðàñøèðåíèå äèàïàçîíà êîíöåíòðàöèé äëÿ

ëþáîé èç ýòèõ ãðàäóèðîâî÷íûõ çàâèñèìîñòåé

ïðèâîäèò ê ïîòåðå ëèíåéíîñòè, ÷òî ñâèäåòåëü-

ñòâóåò î íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàòü èõ îáå.

Â äàëüíåéøåì îöåíêà âàëèäíîñòè ìåòîäèêè ïî-

êàçàëà, ÷òî ðàçðàáîòàííûé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ

ÌÉÀ ÿâëÿåòñÿ ñïåöèôè÷íûì â äèàïàçîíå êîí-

öåíòðàöèé îò 0,7 äî 7,0 ìã/ìë, îáåñïå÷èâàåò ïî-

âòîðÿåìîñòü, ïðîìåæóòî÷íóþ ïðåöèçèîííîñòü è

÷óâñòâèòåëüíîñòü íà äîñòàòî÷íîì óðîâíå

(òàáë. 1) [24 – 26].

Ïðè âûáîðå óñëîâèé ïîäãîòîâêè ïðîáû äëÿ

àíàëèçà ìåòîäîì ÂÝÆÕ íåîáõîäèìî áûëî ó÷åñòü

åùå äâà àñïåêòà. Âî-ïåðâûõ, äëÿ îöåíêè ñîäåðæà-

íèÿ ÌÉÀ íåïîñðåäñòâåííî â ëèïîñîìàõ íåîáõî-

äèìî îòäåëÿòü ëèïîñîìû îò ìåæëèïîñîìàëüíîé

æèäêîñòè, òàê êàê îíà òàêæå ñîäåðæèò ÌÉÀ. Äëÿ

ðàçäåëåíèÿ èñïîëüçîâàëè íåñêîëüêî ïîäõîäîâ:

öåíòðèôóãèðîâàíèå, ôèëüòðîâàíèå è ñîðáöèþ.

Ïåðâûå äâà ñïîñîáà îêàçàëèñü íåýôôåêòèâíûìè.

Òàê, ïðè öåíòðèôóãèðîâàíèè ðàñòâîðà ëèïîñîì

íå ïðîèñõîäèëî ðàçäåëåíèÿ ñîäåðæèìîãî ïðîáèð-

êè Ýïïåíäîðôà íà äâà ñëîÿ: ëèïîñîìû îñòàâà-

ëèñü ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûìè â îáúåìå

ìåæëèïîñîìàëüíîé æèäêîñòè. Ðàçäåëèòü ëèïîñî-

ìû è ìåæëèïîñîìàëüíóþ æèäêîñòü ôèëüòðîâà-

íèåì òàêæå íå óäàëîñü, òàê êàê ôèëüòð ñ äèàìåò-

ðîì ïîð, ìåíüøèì, ÷åì ñàìûå ìàëåíüêèå èç èñ-

ñëåäóåìûõ ëèïîñîì (100 íì), ïðèìåíèì òîëüêî

ïðè èñïîëüçîâàíèè äîïîëíèòåëüíîãî äàâëåíèÿ, à

â ñëó÷àå ëèïîñîì ýòî ïðèâîäèò ê èõ ðàçðûâó è,

êàê ñëåäñòâèå, âûõîäó èç íèõ äåéñòâóþùåãî âå-

ùåñòâà. Èñïîëüçîâàíèå ôèëüòðà ñ ïîðàìè, ÷åé
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Ðèñ. 2. Õðîìàòîãðàììà ðàñòâîðà ôîñôàòèäèëõîëèíà, õî-

ëåñòåðèíà è ìîíîéîäàöåòàòà

Fig. 2. Chromatogram of a solution of phosphatidylcholine,

cholesterol and iodoacetate

Òàáëèöà 1. Ìåòðîëîãè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà ìåòîäèêè õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ ìîíîéîäàöåòàòà

Table 1. Metrological characteristics of chromatographic determination of IA

Õàðàêòåðèñòèêà ìåòîäèêè Çíà÷åíèå
Òðåáóåìîå

çíà÷åíèå

Ïîâòîðÿåìîñòü Îòíîñèòåëüíîå ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîå îòêëîíåíèå ïîâòîðÿåìîñòè,

CV, %

0,4 %, 0,8 %,

2,5 %

Íå áîëåå 3,0 %

Ïðîìåæóòî÷íàÿ

ïðåöèçèîííîñòü

Îòíîñèòåëüíîå ñðåäíåêâàäðàòè÷åñêîå îòêëîíåíèå ïðîìåæóòî÷íîé

ïðåöèçèîííîñòè, CV

1,2 % Íå áîëåå 3,0 %

Ñïåöèôè÷íîñòü Ðàçðåøåíèå ìåæäó ïàðîé ïèêîâ ìîíîéîäàöåòàò/õîëåñòåðèí, RS 15,0 Íå ìåíåå 1,5

Ðàçðåøåíèå ìåæäó ïàðîé ïèêîâ ìîíîéîäàöåòàò/ôîñôîëèïèäû, RS 13,4 Íå ìåíåå 3,0

Êîýôôèöèåíò àñèììåòðèè ïèêà ÌÉÀ, As 1,1 0,8 – 1,3

×óâñòâèòåëüíîñòü Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ 5,6 ìêã/ìë Íå áîëåå 0,5 ìã/ìë

Îòíîøåíèå ñèãíàë/øóì íà óðîâíå íèæíåé òî÷êè äèàïàçîíà, S/N 55,5 Íå ìåíåå 10

Îòíîñèòåëüíîå ñìåùåíèå íà óðîâíå íèæíåé òî÷êè äèàïàçîíà, äX, % 2,2 Íå áîëåå 5,0 %



äèàìåòð áîëüøå, ÷åì ðàçìåðû ëèïîñîì, íåöåëå-

ñîîáðàçíî.

Ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì ðàçäåëåíèÿ îêàçàëñÿ

ìåòîä ñîðáöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì àêòèâèðîâàííî-

ãî óãëÿ: ïîëó÷àëè ìåæëèïîñîìàëüíóþ æèäêîñòü â

âèäå âåðõíåãî ïðîçðà÷íîãî ñëîÿ è àêòèâèðîâàí-

íûé óãîëü ñ àäñîðáèðîâàííûìè ëèïîñîìàìè —

íèæíèé ñëîé.

Âî-âòîðûõ, áûëà ïîñòàâëåíà çàäà÷à ïîäîá-

ðàòü àëüòåðíàòèâó ñóùåñòâóþùèì àãåíòàì, ñïî-

ñîáñòâóþùèì ðàñêðûòèþ ëèïîñîì è âûõîäó

ÌÉÀ èç íèõ. Îäèí èç ñàìûõ ðàñïðîñòðàíåííûõ

ñïîñîáîâ ðàñêðûâàòü ëèïîñîìû — ýòî èñïîëüçî-

âàíèå ÏÀÂ. Ñðåäè óïîìèíàþùèõñÿ â îïóáëèêî-

âàííûõ èññëåäîâàíèÿõ ÏÀÂ, ïðèìåíÿåìûõ äëÿ

ýòîé öåëè, — Òðèòîí Õ, Íàíèäåò Ð-40 [28 – 31].

Âòîðîé àëüòåðíàòèâíûé ñïîñîá — èñïîëüçîâàíèå

áåíçàëêîíèÿ õëîðèäà, èìåþùåãî ñâîéñòâî ðàçðó-

øàòü îáîëî÷êè æèâûõ êëåòîê [32, 33], à ëèïîñî-

ìû, â ñóùíîñòè, ñõîæè ñâîåé îáîëî÷êîé ñ îáîëî÷-

êîé êëåòêè æèâîãî îðãàíèçìà. È òðåòèé ñïîñîá —

ýòî èñïîëüçîâàíèå àïðîòîííûõ ðàñòâîðèòåëåé,

íàïðèìåð, òåòðàãèäðîôóðàíà èëè äèîêñàíà.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè êàæäîãî èç

ñïîñîáîâ ëåêàðñòâåííóþ ôîðìó ñìåøèâàëè ñ ðàñ-

êðûâàþùèì àãåíòîì è ðàñòâîðîì àöåòîíèòðèë –

âîäà (50:50) òàê, ÷òîáû âèçóàëüíî ìîæíî áûëî

îöåíèòü ñòåïåíü ðàñòâîðåíèÿ ëèïîñîì, ò.å. äî ïî-

ëó÷åíèÿ ïðîçðà÷íîé ïðîáû. Ðåêîìåíäóåìîå ñîîò-

íîøåíèå — 5:9:5, íàïðèìåð, 250 ìêë ëèïîñîì,

450 ìêë òåòðàãèäðîôóðàíà è 250 ìêë ðàñòâîðà

àöåòîíèòðèë – âîäà (50:50). Â ñëó÷àå èñïîëüçîâà-

íèÿ ÏÀÂ äîáàâêà ðàñêðûâàþùåãî àãåíòà — äî 5

êàïåëü (îêîëî 20 ìêë), à ðàñòâîðà àöåòîíèòðèëà ñ

âîäîé äîáàâëÿëè áîëüøå (680 ìêë), ÷òîáû îáúåì

ïîëó÷åííûõ ïðîá áûë îäèíàêîâ.

Ïîñëå àíàëèçà êàæäîãî èç òðåõ âàðèàíòîâ

ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî íàèáîëåå ýôôåê-

òèâíûì ñïîñîáîì ðàñêðûòèÿ ëèïîñîì ìîæíî ñ÷è-

òàòü ïðèìåíåíèå àïðîòîííûõ ðàñòîâðèòåëåé

(òàáë. 2).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà äåéñòâóþùåãî

âåùåñòâà â ëèïîñîìàõ íåîáõîäèìî ïðåäâàðèòåëü-

íî î÷èñòèòü ðàñòâîð îò íåâêëþ÷åííîãî êîìïîíåí-

òà. Ïåðâîíà÷àëüíî ìû èñïîëüçîâàëè äëÿ ýòèõ öå-

ëåé êîëîíî÷íóþ ãåëü-ôèëüòðàöèþ ñ ñåôàäåêñîì,

íî ýòîò ìåòîä îêàçàëñÿ íåïðèåìëåìûì, òàê êàê

äî 50 % ëèïîñîì îñåäàëî íà ãåëå. Ïîýòîìó â èòîãå

áûë èñïîëüçîâàí ìåòîä äèàëèçà ÷åðåç ìåìáðàíó.

Ïðîáû àíàëèçèðîâàëè êàæäûå ïîë÷àñà, è ïî ðå-

çóëüòàòàì àíàëèçà, ïðåäñòàâëåííûì íà ðèñ. 3,

ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî 3 ÷ äèàëèçíîãî

âðåìåíè äîñòàòî÷íî äëÿ ïîëíîãî îòìûâàíèÿ ëè-

ïîñîìàëüíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì îò ÌÉÀ, íå

ïîïàâøåãî âíóòðü ëèïîñîì. Ýòî âðåìÿ ÿâëÿåòñÿ

ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìûì äëÿ òîãî, ÷òîáû ïîë-

íîöåííî î÷èñòèòü ðàñòâîð ëèïîñîì ñ ó÷åòîì ðàç-

áðîñà êîíöåíòðàöèé àãåíòà ïðè åãî ïðèãîòîâëå-

íèè èç-çà ïîòåðü ÌÉÀ çà ñ÷åò ðàñïàäà, îñåäàíèÿ

íà ñòåíêàõ ýêñòðóäåðà è ñìåííûõ ìåìáðàíàõ.

Òàêèì îáðàçîì, áûëè íàéäåíû îïòèìàëü-

íûå óñëîâèÿ äëÿ õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäå-
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Òàáëèöà 2. Ñðàâíèòåëüíàÿ îöåíêà ýôôåêòèâíîñòè àãåí-

òîâ, ðàçðóøàþùèõ îáîëî÷êó ëèïîñîìû

Table 2. Comparative evaluation of the effectiveness of li-

posome-damaging agents

Ðàçðóøàþùèé àãåíò S ïèêà ÌÉÀ, îòí.åä.

ÏÀÂ (Òðèòîí Õ, Íàíèäåò Ð-40) 20,52

Áåíçàëêîíèÿ õëîðèä 17,28

Àïðîòîííûå ðàñòâîðèòåëè (òåòðà-

ãèäðîôóðàí, äèîêñàí è äð.)

31,31
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à

á

Ðèñ. 3. Õðîìàòîãðàììà ñòîêà: à — 1,5 ÷ äèàëèçà; á — ïî-

ñëå 3 ÷ äèàëèçà

Fig. 3. Chromatogram of the flow: a — 1.5 h of dialysis;

b — 3 h after dialysis
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Ðèñ. 4. Õðîìàòîãðàììà ðàñòâîðà ëèïîñîì ðàçìåðîì

400 íì, ñîäåðæàùèõ ìîíîéîäàöåòàò

Fig. 4. Chromatogram of the solution of liposomes

(400 nm) with iodoacetate



ëåíèÿ è îïðåäåëåíèÿ ÌÉÀ, ôîñôîëèïèäîâ è

õîëåñòåðèíà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ðàçðàáîòàííîé ìåòîäèêîé

àíàëèçèðîâàëè îáðàçöû ëèïîñîìàëüíûõ ëåêàðñò-

âåííûõ ôîðì, ñîäåðæàùèõ ÌÉÀ, ñ äèàìåòðîì

ëèïîñîì 100 è 400 íì (ðèñ. 4).

Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò ðàçìå-

ðà ëèïîñîì äîçà ÌÉÀ â 1 ìë ðàñòâîðà ëèïîñîì

ñîñòàâèëà 0,20 – 0,23 ìã. Ýòîãî êîëè÷åñòâà äîñòà-

òî÷íî äëÿ ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ íà æèâîò-

íûõ, òàê êàê â ïåðåñ÷åòå íà ìàññó æèâîòíîãî äîçà

ÌÉÀ ñîñòàâëÿåò 8 – 9 ìã/êã. Ïî ðåçóëüòàòàì íà-

øèõ ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ íà æèâîò-

íûõ ìàêñèìàëüíî ïåðåíîñèìàÿ äîçà ÌÉÀ â ñàìî-

ñòîÿòåëüíîé ôîðìå äëÿ èíòàêòíûõ æèâîòíûõ ñî-

ñòàâëÿëà 18 ìã/êã, à äëÿ æèâîòíûõ ñ ïðèâèòîé

îïóõîëüþ — 9 ìã/êã. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ

ïðèãîòîâëåíèÿ ëèïîñîì ðàçìåðîì 100 íì íåîáõî-

äèìû âûñîêèå òåìïåðàòóðû (55 – 60 °C) è âûñî-

êîå äàâëåíèå ãàçà, ÷òî â êîíå÷íîì èòîãå ïðèâî-

äèò ê áîëüøèì ïîòåðÿì èíãèáèòîðà, à òàêæå ê èç-

áûòî÷íîìó óðîâíþ îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ ïðè èõ

ïðèãîòîâëåíèè. Ïîýòîìó îäíèì èç êëþ÷åâûõ ìî-

ìåíòîâ ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå â äàëüíåéøèõ

èññëåäîâàíèÿõ in vivo ëèïîñîì ðàçìåðîì 400 íì ñ

íàèìåíüøåé ñòåïåíüþ îêèñëåíèÿ ëèïèäîâ è

àãåíòà.

Çàêëþ÷åíèå

Ðàçðàáîòàííàÿ õðîìàòîãðàôè÷åñêàÿ ìåòîäè-

êà îáåñïå÷èâàåò ðàçäåëåíèå ÌÉÀ, õîëåñòåðèíà è

ôîñôîëèïèäîâ â îáðàçöàõ ëèïîñîìàëüíûõ ëåêàð-

ñòâåííûõ ôîðì è îïðåäåëåíèå ÌÉÀ â äèàïàçîíå

îò 31,3 ìêã/ìë äî 7,9 ìã/ìë ñ ïåðåäåëîì îáíàðó-

æåíèÿ 5,6 ìêã/ìë. Ìåòîäèêà ïðèãîäíà äëÿ àíàëè-

çà ëèïîñîìàëüíûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì, ñîäåð-

æàùèõ ÌÉÀ, ñ èñïîëüçîâàíèåì êëàññè÷åñêîé àï-

ïàðàòóðû äëÿ ÂÝÆÕ, ÷òî ïîçâîëèò â äàëüíåéøåì

ïðèìåíÿòü åå ïðè ðóòèííîì àíàëèçå íà ïðîèç-

âîäñòâå. Àíàëèç ëèïîñîì ðàçëè÷íîãî äèàìåòðà

äàííûì ìåòîäîì ïîêàçàë, ÷òî ïîëó÷åíèå ëèïîñîì

íàèáîëåå ýôôåêòèâíî ïðè íèçêèõ òåìïåðàòóðàõ

(íå áîëåå 40 °C), à äëÿ î÷èñòêè ðàñòâîðà ëèïîñîì

îò íåâêëþ÷åííîãî àãåíòà äîñòàòî÷íî 3 ÷ äèàëèçà.

Òàêèì îáðàçîì, íàèëó÷øèì âàðèàíòîì îêàçàëîñü

èñïîëüçîâàíèå ëèïîñîì ñ äèàìåòðîì 400 íì.
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