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РЕЗЮМЕ

Обоснование. Определение изменения содержания моноаминовых нейро-
медиаторов и  их  метаболитов в  структурах головного мозга является 
необходимой частью изучения фармакодинамики противопаркинсонических 
лекарственных средств. Методика совместного определения норадренали-
на, адреналина, допамина, серотонина, 5-гидроксииндол-3-уксусной кисло-
ты, 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты, гомованилиновой кислоты, вани-
лилминдальной кислоты в тканях мозга крыс ранее не была разработана.
Цель исследования. Разработка и  валидация методики количествен-
ного определения норадреналина, адреналина, допамина, серотонина, 
5-гидроксииндол-3-уксусной кислоты, 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты, 
гомованилиновой кислоты, ванилилминдальной кислоты в  тканях мозга 
крыс с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии в соче-
тании с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС).
Методы. Методика определения моноаминовых медиаторов и их мета-
болитов разработана c  применением метода ВЭЖХ-МС/МС. Гомогенаты 
тканей мозга готовились с  помощью механического ручного гомогениза-
тора. Изучено влияние различных антиоксидантов на стабильность нора-
дреналина, адреналина, допамина и 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты 
в испытуемых образцах.
Результаты. Хроматографическое разделение компонентов пробы осу-
ществлялось с помощью двух хроматографических колонок Synergi Max RP 
(20 × 2,0 мм, 2,5 мкм) и Synergi Fusion RP 80Å (250 × 4,6 мм, 4 мкм). Элюирование 
проводили в градиентном режиме с применением подвижной фазы на основе 
метанола и 0,1%-го раствора муравьиной кислоты в воде. Для подготовки 
проб гомогенатов использовалось разведение образцов раствором внутрен-
них стандартов в метаноле. В качестве стабилизатора-антиоксиданта 
был выбран 5%-й водный раствор аскорбиновой кислоты.
Заключение. Разработанная методика прошла полную валидацию и соот-
ветствует требованиям российских и международных руководств. Выбран-
ный способ стабилизации позволяет хранить образцы гомогенатов мозга 
в течение 30 дней после отбора.

Ключевые слова: ВЭЖХ-МС/МС, моноаминовые нейромедиаторы, ткани 
мозга, стабилизация образцов
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ABSTRACT

Background. Determining changes in the content of monoamine neurotransmitters 
and their metabolites in brain structures is a necessary part of studying the phar-
macodynamics of  antiparkinsonian drugs. A  method for  the  joint determination 
of norepinephrine, adrenaline, dopamine, serotonin, 5-hydroxyindole-3-acetic acid, 
3,4-dihydroxyphenylacetic acid, homovanillic acid, vanillylmandelic acid in rat brain 
tissue has not previously been developed.
The aim of the study. To develop and to validate a method for the quantitative 
determination of norepinephrine, adrenaline, dopamine, serotonin, 5-hydroxyindole-
3-acetic acid, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid, homovanillic acid, vanillylmandelic 
acid in rat brain tissue using high-performance liquid chromatography in combina-
tion with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS).
Materials and  methods. A  method for  determining monoamine mediators 
and their metabolites was developed using the HPLC-MS/MS method. Brain tissue 
homogenates were prepared using a  mechanical hand-operated homogenizer. 
The  effect of  various antioxidants on  the  stability of  norepinephrine, adrenaline, 
dopamine and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid in the test samples was studied.
Results. Chromatographic separation of sample components was carried out using 
two Synergi Max RP (20 × 2.0 mm, 2.5 µm) and Synergi Fusion RP 80Å (250 × 4.6 mm, 
4 µm) chromatographic columns. Elution was carried out in a gradient mode using 
a  mobile phase based on  methanol and  a  0.1% solution of  formic acid in  water. 
To prepare homogenate batches, the samples were diluted with a solution of  in-
ternal standards in methanol. A 5% aqueous solution of ascorbic acid was chosen 
as an antioxidant stabilizer.
Conclusion. The  developed methodology has been fully validated and meets 
the requirements of Russian and international guidelines. The chosen stabilization 
method allows samples of brain homogenates to be stored for 30 days after collection.

Key words: HPLC-MS/MS, monoamine neurotransmitters, brain tissue, sample 
stabilization
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона является нейродегенератив-
ным заболеванием, при котором происходит снижение 
численности дофаминергических нейронов в чёрной 
субстанции, что  приводит к  уменьшению концентра-
ции допамина (Dop) в  стриатуме. Это  вызывает клас-
сические двигательные симптомы – ригидность, на-
рушения осанки, акинезию, тремор, брадикинезию. 
Большинство существующих моделей данного забо-
левания предполагают использование крыс в  каче-
стве подопытных животных [1]. При  изучении фар-
макодинамики новых противопаркинсонических ле-
карственных средств (ЛС) требуется количественное 
определение допамина и  его  основных метаболи-
тов – 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты (DOPAC, 
3,4-dihydroxyphenylacetic acid) и  гомованилиновой 
кислоты (3-метокси-4-гидроксифенилуксусной кисло-
ты; HVA, homovanillic acid) в стриатуме. Одной из пер-
спективных групп ЛС, применяемых при лечении бо-
лезни Паркинсона, являются ингибиторы фермен-
та МАО-Б, который селективно катализирует окисле-
ние допамина. С  целью исследования влияния дан-
ных ЛС на  активность МАО-А необходимо измерять 
концентрацию норадреналина (NA, noradrenaline), се-
ротонина (5НТ, 5-hydroxytryptamine) и  его  метаболи-
та (5-гидроксииндол-3-ил)-уксусной кислоты (5HIAA, 
5-hydroxyindoleacetic acid) [1, 2]. Для контроля правиль-
ности отбора проб мозга и стриатума и отсутствия кон-
таминации частицами крови и других тканей необхо-
димо контролировать содержание в пробах адренали-
на (Adr) и ванилилминдальной кислоты (2-гидрокси-2-
(4-гидрокси-3-метоксифенил)-уксусной кислоты; VMA, 
vanillylmandelic acid), которые в норме не должны быть 
обнаружены в данных образцах [3–7].

Для  количественного определения перечислен-
ных выше аналитов в биологических объектах приме-
няли высокоэффективную жидкостную хроматогра-
фию со спектрофотометрическим (ВЭЖХ-УФ) [8], элек-
трохимическим (ВЭЖХ-ЭД) [9–12] и  тандемным масс-
спектрометрическим детектором (ВЭЖХ-МС) [2, 5–7, 
13–20]. Однако методика совместного анализа всех 
восьми изучаемых веществ в  структурах головного 
мозга ранее не  была опубликована. Процесс разра-
ботки данной методики осложнён тем, что  норадре-
налин, адреналин, допамин и DOPAC содержат в сво-
ей структуре пирокатехиновый фрагмент, что способ-
ствует их быстрому окислению в образцах за счёт вза-
имодействия с  эндогенными веществами и  кислоро-
дом воздуха [4, 21]. Для предотвращения деградации 
этих соединений требуется добавление к пробам рас-
творов антиоксидантов. На  необходимость примене-
ния стабилизатора указано только в работах J. Lu и со-
авт. [2], J. Thomas и соавт. [8], G. Cannazza и соавт. [12], 
C. Ji и соавт. [15], A. Kovac и соавт. [17]. Поэтому выбор 
оптимальных условий стабилизации и  хранения ото-
бранных тканей головного мозга крыс также является 
актуальным для обеспечения достоверности результа-
тов доклинических исследований.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработка и валидация методики совместного коли-
чественного определения норадреналина, адреналина, до-
памина, серотонина, 5-гидроксииндол-3-уксусной кислоты, 
3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты, гомованилиновой 
кислоты, ванилилминдальной кислоты в тканях мозга крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования
На первом этапе исследования осуществлялся вы-

бор оптимальных условий подготовки проб гомогената, 
а также параметров хромато-масс-спектрометрического 
определения. Затем производился подбор стабилизато-
ра-антиоксиданта для предотвращения деградации но-
радреналина, адреналина, допамина и  DOPAC. Далее 
оценивались матричные эффекты методики. На основа-
нии полученных результатов была выполнена коррекция 
объёмного соотношения растворителя и ткани при при-
готовлении гомогенатов. На следующем этапе проводи-
лась полная валидация биоаналитической методики. За-
тем осуществлялась её апробация путём анализа проб 
стриатума шести интактных линейных крыс-самцов по-
роды Wistar массой 362 ± 25 г (среднее значение ± стан-
дартное отклонение (SD, standard deviation)). Исследова-
ние одобрено Этическим комитетом ФГБОУ ВО «Ярослав-
ский государственный медицинский университет» Минз-
драва России (протокол № 2 от 23.03.2023).

Оборудование
Разработка и  валидация методики проводилась 

на ВЭЖХ-МС/МС-системе, включающей в себя гибрид-
ный тандемный масс-спектрометр QTRAP5500 (SCIEX, 
Канада) и хроматограф 1260 Infinity (Agilent, США) (на-
сос G1312B, автосемплер G1329B с термостатом G1330B, 
термостат колонок G1316A).

Реактивы
Метанол (кат. №  1060352500; Merck  KGaA, Герма-

ния) и муравьиная кислота (кат. № А117-50; Thermo Fisher 
Scientific, США) качества «HPLC-MS-Grade» применяли 
для приготовления подвижной фазы. Субстанции аскор-
биновой кислоты (х. ч.; кат. № 160003; АО «Ленреактив», 
Россия), натрия сульфита (ч. д. а.; кат. № 130231; АО «Лен-
реактив», Россия), натрия тиосульфата пентагидрата (кат. 
№ SO07270500; Scharlau, Испания), натрия пиросульфи-
та (ч.; кат. № 8.06.00804; АО «Химреактивснаб», США) были 
апробированы в качестве антиоксидантов. В качестве 
стандартных образцов определяемых веществ исполь-
зовались вторичные стандартные образцы производства 
Sigma Aldrich (США): норадреналин (кат. № A7257-1G), адре-
налина гидрохлорид (кат. № E4642-5G), серотонин (кат. 
№ 14927-25MG), допамина гидрохлорид (кат. № H8502-5G), 
(5-гидроксииндол-3-ил)-уксусная кислота (кат. № H8876-
1G), 3,4-дигидроксифенилуксусная кислота (кат. № 850217-
1G), гомованилиновая кислота (кат. № H1252-1G), ванилил-
миндальная кислота (кат. № H0131-1G). Для приготовле-
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ния раствора внутренних стандартов (ВС) применяли суб-
станцию 3,4-дигидроксибензиламина гидробромида (3,4-

DHBA) (кат. № 858781-1G) и фармакопейный стандартный 
образец соталола (USP; кат. № 1617408) (рис. 1).
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РИС. 1.  
Структурные формулы адреналина (а), норадреналина 
(б), допамина (в), серотонина (г), (5-гидроксииндол-3-ил)-
уксусной кислоты (д), 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты 
(е), гомованилиновой кислоты (ж), ванилилминдальной кис-
лоты (з) и внутренних стандартов соталола (и) и 3,4-диги-
дроксибензиламина (к)

FIG. 1.  
Chemical structure of adrenaline (а), noradrenaline (б), dopamine 
(в), serotonin (г), (5-hydroxyindol-3-yl)-acetic acid (д), 3,4-dihy-
droxyphenylacetic acid (е), homovanilinic acid (ж), vanillylmandel-
ic acid (з) and internal standards of sotalol (и) and 3,4-dihydroxy-
benzylamine (к)
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Методика хромато‑масс‑спектрометрического 
определения

Хроматографическое разделение проводили при гра-
диентном режиме на  двух колонках Synergi  Max  RP 
(20 × 2,0 мм, 2,5 мкм) и Synergi Fusion RP 80Å (250 × 4,6 мм, 
4 мкм), используя в качестве компонентов подвижной 
фазы 0,1%-й водный раствор муравьиной кислоты и мета-
нол (табл. 1). Данные обращённо-фазовые колонки имели 
дополнительные гидрофильные функциональные груп-
пы, необходимые для удерживания полярных катехола-
минов. Температура термостата колонок составляла 40 °С.

Т А Б Л И Ц А   1
ПАРАМЕТРЫ ГРАДИЕНТНОГО ЭЛЮИРОВАНИЯ 
T A B L E   1
THE PARAMETERS OF GRADIENT ELUTION

Время, мин Скорость потока, 
мкл/мин А, % В, %

0,0 650 98 2

2,0 650 98 2

9,0 650 20 80

14,1 650 20 80

14,5 1000 20 80

15,0 1000 20 80

15,1 1000 98 2

19,0 1000 98 2

19,2 650 98 2

21,0 650 98 2
Примечание. Подвижная фаза: А – 0,1%-й водный раствор муравьиной кислоты; B – метанол.

Детектирование проводилось в  режиме MRM 
(multiple reaction monitoring) (табл.  2) с  применением 
электрораспылительной ионизации (ESI, electrospray 
ionization). Определение NA, Adr, Dop, 5HT, 5HIAA, а так-
же 3,4-DHBA осуществлялось в положительной поляр-
ности; DOPAC, HVA, VMA – в  отрицательной полярно-
сти. Соталол детектировался в обоих полярностях: в по-
ложительной – для расчёта концентрации 5HT и 5HIAA; 
в отрицательной – для расчёта концентрации DOPAC, 
HVA и VMA. Данное соединение было использовано из-
за структурного сходства с катехоламинами и близости 
его времени удерживания (10,4 мин) к временам удержи-
вания 5HT (10,1 мин), 5HIAA (12,4 мин), DOPAC (11,9 мин), 
HVA (12,9 мин) и VMA (10,8 мин). В качестве внутренне-
го стандарта для определения норадреналина, адрена-
лина и допамина применялся 3,4-DHBA. Его выбор осно-
ван на ранее опубликованных методиках количествен-
ного определения данных аналитов [9–12].

Параметры валидации методики
Полная валидация методики проводилась согласно 

требованиям руководства по валидации биоаналити-
ческих методов (M10) Международного совета по гар-
монизации (ICH, International Council on Harmonisation) 
[22], руководства Управления по контролю качества пи-
щевых продуктов и лекарственных средств США (FDA, 
Food and Drug Administration) [23], руководства (том 1) 
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинско-
го применения» Минздрава России (НЦЭСМП) [24] и Ре-
шения Совета Евразийской экономической комиссии 
(ЕАК) № 85 (приложение 5) [25] к хроматографическим 
методикам. Модельные смеси гомогенатов готовились 
из образцов цельного мозга и образцов стриатума крыс 
породы Wistar. Данные объекты помещались в  пред-

Т А Б Л И Ц А   2
ПАРАМЕТРЫ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКОГО 
ДЕТЕКТИРОВАНИЯ

T A B L E   2
THE PARAMETERS OF MASS SPECTROMETRY DETECTION

№ Аналит Полярность Напряжение ESI, В
MRM-переход

DP EP CE CXP
Q1 Q3

1 Adr + 4500 184,0 77,0 60 10 45 25

2 NA + 4500 170,0 77,0 60 10 40 25

3 Dop + 4500 154,0 119,0 60 10 35 25

4 5HT + 4500 177,0 160,0 60 10 30 25

5 5HTAA + 4500 192,0 146,0 60 10 20 13

6 DOPAC – –4500 167,0 123,0 –60 –10 –10 –30

7 HVA – –4500 181,0 122,0 –60 –10 –20 –25

8 VMA – –4500 197,0 137,0 –60 –10 –25 –30

9 3,4-DHBA + 4500 140,0 77,0 60 10 25 25

10 Sot
+ 4500 273,0 133,0 60 10 80 13

– –4500 271,0 174,0 –60 –10 –40 –16
Примечание. Sot – соталол; DP – потенциал декластеризации (declustering potential); EP – входной потенциал (entrance potential); CE – энергия соударения (collision energy); CXP – потенциал на выходе 
из ячейки соударения (collision cell exit potential).
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варительно тарированную пробирку ручного гомоге-
низатора и после добавления растворителя в нужном 
объёме гомогенизировались. После центрифугирова-
ния к надосадочной жидкости добавляли стандартный 
раствор смеси аналитов из расчёта 10 мкл стандартно-
го раствора на 190 мкл супернатанта. Для изучения се-
лективности методики (см. серию 1 в таблице 6), а так-
же эффекта разведения проб использовались образ-
цы мозга, хранившиеся в течение 2 лет при темпера-
туре не выше –20 °С, в которых аналитический сигнал 
аналитов отсутствовал. Оценка линейности проводи-
лась на 8 уровнях концентраций (K1–K8), правильно-
сти и  прецизионности – на  4  уровнях концентрации 
(на  нижнем пределе количественного определения 
(LLOQ, lower limit of quantitation), нижнем (LQC, lower 
quality control), среднем (MQC, middle quality control) 
и  верхнем (HQC, higher quality control) уровнях кон-
троля качества), эффекта разведения – на одном уров-
не (Dil) (табл. 3).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На  начальном этапе разработки в  качестве рас-
творителя для  приготовления гомогенатов был  вы-
бран метанол, т.  к. при  использовании воды на  хро-
матограммах отсутствовал пик  NA (время удержива-
ния tR  =  4,7  мин), а  при использовании ацетонитрила 
его соотношение «сигнал/шум» (S/N, signal/noise) было 
в 10 раз ниже (106/1). Образцы готовились с помощью 
ручного гомогенизатора путём добавления растворите-

ля из расчёта 3 мкл растворителя на 1 мг тканей мозга1. 
Затем гомогенаты центрифугировали в течение 5 мин 
при 10000 об./ мин и к 190 мкл супернатанта добавляли 
10 мкл метанольного стандартного раствора с концен-
трацией К4 (табл. 3). К 50 мкл полученной пробы добав-
ляли 120 мкл метанольного раствора смеси внутренних 
стандартов соталола и 3,4-DHBA. Смесь перемешивали 
на шейкере в течение 30 с, а затем центрифугировали 
в течение 5 мин при 10000 об./мин.

На  следующем этапе осуществлялся подбор рас-
твора антиоксиданта (АО) путём изучения краткосроч-
ной стабильности (STS, short-term stability) NA, Adr, Dop 
и DOPAC в образцах гомогенатов мозга, а также стабиль-
ности данных аналитов в приготовленных образцах в ав-
тосемплере (ASS, autosampler stability). В качестве ста-
билизатора применяли водные растворы аскорбино-
вой кислоты, натрия сульфита, натрия метабисульфита, 
натрия тиосульфата в концентрациях 5 и 10 % [21]. Рас-
твор антиоксиданта добавлялся из расчёта 10 мкл рас-
твора на 50 мкл гомогената. Результаты испытания при-
ведены в таблице 4.

При добавлении растворов натрия сульфита и на-
трия тиосульфата не удалось предотвратить окисление 
всех аналитов (табл.  4). Так,  при  применении раство-
ров Na2SO3 только концентрация DOPAC укладывалась 
в требуемый диапазон 85–115 % от исходного значения. 
Использование раствора Na2S2O3 в концентрации 5 % 

1 Пробу ткани взвешивали в  предварительно тарированной пробирке гомогенизатора, а  затем 
добавляли к ней метанол в нужном количестве: например, при массе ткани 100 мг к ней добав-
ляли 300 мкл метанола.

Т А Б Л И Ц А   3
КОНЦЕНТРАЦИИ КАЛИБРОВОЧНЫХ ОБРАЗЦОВ 
И ОБРАЗЦОВ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА 

T A B L E   3
CONCENTRATION OF CALIBRATION AND QUALITY 
CONTROL SAMPLES

Обозначение
Концентрация, нг/г

NA Adr Dop 5HT DOPAC 5HTAA HVA VMA

K1 (LLOQ) 50 50 1250 75 200,0 150 80 67,50

K2 100 100 2500 150 400,0 300 160 135,00

K3 200 200 5000 300 800,0 600 320 270,00

K4 300 300 7500 450 1200,0 900 480 405,00

K5 400 400 10000 600 1600,0 1200 640 540,00

K6 600 600 15000 900 2400,0 1800 960 810,00

K7 900 900 22500 1350 3600,0 2700 1440 1215,00

K8 1200 1200 30000 1800,0 4800 3600 1920 1620,00

LQC 150 150 3750 225,0 600 450 240 202,50

MQC 500 500 12500 750,0 2000 1500 800 675,00

HQC 975 975 24375 1462,5 3900 2925 1560 1316,25

Dil 1800 1800 45000 2700,0 7200 5400 2880 2430
Примечание. Dil – концентрация для оценки эффекта разведения; K – калибровочная концентрация.
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позволило предупредить окисление норадреналина, 
а  также допамина и  DOPAC в  приготовленных образ-
цах в автосемплере. В образцах с добавкой 10%-х рас-
творов Na2S2O3 и Na2SO3 хроматографический пик Dop 
не был обнаружен. При добавлении растворов натрия 
метабисульфита к  метанольным гомогенатам данная 
соль выпадала в осадок, поэтому эти образцы не ана-
лизировались. Только при применении аскорбиновой 
кислоты концентрация всех аналитов при испытаниях 
краткосрочной стабильности и стабильности в автосем-
плере соответствовала установленным требованиям. 
Для  дальнейших испытаний был выбран водный рас-
твор аскорбиновой кислоты наименьшей концентра-
ции 5 %, чтобы минимизировать риск загрязнения хро-
матографической колонки, источника ионов и ионной 
оптики масс-спектрометра избыточным количеством 
данного вещества.

На  следующем этапе исследования проводилось 
изучение матричных эффектов. Для  приготовления 
модельных смесей использовали гомогенаты све-
жеотобранного мозга крысы, гомогенаты свежеото-
бранного стриатума и  гомогенаты мозга, хранивши-
еся в течение 2 лет при температуре не выше –20 °С, 
полученные от  6  разных животных. Согласно требо-
ваниям российских и  зарубежных руководств по  ва-
лидации биоаналитических методик [23–25], анализи-
ровалась по 6 образцов на уровне концентраций LQC 
и HQC (см. табл. 3), а также проба каждого гомогената 
без  добавки стандарта для  вычитания сигнала эндо-
генных веществ (табл. 5).

При  первоначальных условиях подготовки проб 
величина коэффициент вариации (CV, coefficient 
of  variation) нормализованного фактора матрицы 
(NMF, normal matrix factorization) при определении 5HT 

Т А Б Л И Ц А   4
РЕЗУЛЬТАТЫ ПОДБОРА  
СТАБИЛИЗАТОРА-АНТИОКСИДАНТА

T A B L E   4
THE RESULTS OF THE ANTIOXIDANT STABILIZER 
SELECTION

Антиоксидант

Без АО 
(n = 2)

Аскорбиновая кислота Na2S2O3 Na2SO3

5 % (n = 2) 10 % (n = 2) 5 % (n = 2) 10 % (n = 2) 5 % (n = 2) 10 % (n = 2)

Го
м

ог
ен

ат
 в

 м
ет

ан
ол

е 
1:

3 
(м

ас
са

/о
б.

) NA

ASS (+4 °C, 24 ч) 56,24 109,55 100,12 87,24 96,82 74,82 71,43

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 49,02 91,02 114,71 100,48 103,19 78,18 77,61

Adr

ASS (+4 °C, 24 ч) 62,01 97,66 101,95 74,99 79,85 71,44 48,92

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 59,52 102,19 112,68 34,19 62,90 22,20 38,45

Dop

ASS (+4 °C, 24 ч) 39,28 105,03 96,62 92,53 N/A 83,01 N/A

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 35,21 101,39 95,96 54,65 N/A 48,12 N/A

DOPAC

ASS (+4 °C, 24 ч) 78,26 107,21 97,88 93,37 87,44 94,24 90,94

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 72,42 107,52 100,55 78,27 87,18 92,37 94,51

Го
м

ог
ен

ат
 в

 м
ет

ан
ол

е 
1:

7 
(м

ас
са

/о
б.

) NA

ASS (+4 °C, 24 ч) 90,00 90,15 – – – – –

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 75,45 97,35 – – – – –

Adr

ASS (+4 °C, 24 ч) 70,73 95,98 – – – – –

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 23,17 100,57 – – – – –

Dop

ASS (+4 °C, 24 ч) 88,31 103,93 – – – – –

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 49,93 98,61 – – – – –

DOPAC

ASS (+4 °C, 24 ч) 95,55 97,28 – – – – –

STS (комнатная 
температура, 24 ч) 90,24 95,10 – – – – –

Примечание. N/A – отсутствие хроматографического пика аналита.
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и DOPAC превышала допустимый предел в 15 % (табл. 5). 
Для снижения матричных эффектов было изменено со-
отношение метанола и тканей мозга при приготовлении 
гомогенатов: проба готовилась из расчёта 7 мкл раство-
рителя на 1 мг ткани. При данных условиях подготовки 
проб результат CV  (NMF) отвечал установленным тре-
бованиям для всех аналитов. Далее была повторно про-
верена стабильность NA, Adr, Dop и DOPAC в образцах 
метанольного гомогената, приготовленного в  соотно-
шении 1:7, с применением выбранного ранее 5%-го во-
дного раствора аскорбиновой кислоты (см. табл. 4). Кон-
центрации всех аналитов при испытаниях ASS и STS укла-
дывались в допустимый диапазон 85,0–115,0 % от исход-
ного значения.

Таким образом, для количественного определения 
концентрации изучаемых веществ в тканях мозга гомо-
генат готовился вручную в соотношении 1:7 (масса ткани/
объём метанола). Далее пробу центрифугировали в тече-
ние 5 мин при 10000 об./мин. И стабилизировали водным 
раствором аскорбиновой кислоты в концентрации 5 % 
из расчёта 10 мкл раствора на 50 мкл супернатанта. Затем 
к 60 мкл смеси добавляли 120 мкл метанольного раство-
ра внутренних стандартов, перемешивали в течение 30 с 
и центрифугировали в течение 5 мин при 10000 об./ мин. 
Надосадочную жидкость переносили в  микровставку 
и анализировали с помощью ВЭЖХ-МС/МС.

После выбора окончательных условий подготовки 
проб и хромато-масс-спектрометрического определе-

Т А Б Л И Ц А   5
ОЦЕНКА ЭФФЕКТА МАТРИЦЫ ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ 
АНАЛИТОВ В ГОМОГЕНАТАХ МОЗГА

T A B L E   5
ASSESSING THE MATRIX EFFECT WHEN DETERMINING 
THE ANALYTES IN BRAIN HOMOGENATES

Аналиты Гомогенат  
в соотношении 1:3

Гомогенат  
в соотношении 1:7

СV (NMF), %

NA
LQC 13,48 11,39

HQC 14,09 4,80

Adr
LQC 13,94 7,46

HQC 12,76 10,56

Dop
LQC 8,95 6,07

HQC 5,15 7,29

5HT
LQC 13,98 5,93

HQC 17,69 4,37

5HIAA
LQC 11,14 9,77

HQC 6,25 5,23

DOPAC
LQC 26,82 7,89

HQC 21,38 7,49

HVA
LQC 11,10 5,37

HQC 11,95 8,65

VMA
LQC 10,90 8,37

HQC 10,31 5,07

Соотношение площадей пиков 
«аналит/ внутренний стандарт»
(среднее значение)

5HT (гомогенат мозга)  
(n = 4)

LQC 0,183 0,135

HQC 1,464 0,956

5HT (гомогенат стриатума)  
(n = 2)

LQC 0,142 0,132

HQC 1,021 0,940

DOPAC (гомогенат мозга)  
(n = 4)

LQC 4,635 2,223

HQC 33,255 15,538

DOPAC (гомогенат стриатума)  
(n = 2)

LQC 2,701 2,115

HQC 22,502 15,327
Примечание. СV (NMF) – коэффициент вариации нормализованного фактора матрицы (coefficient of variation for normal matrix factorization).
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ния проводилась полная валидация методики. Анали-
тический диапазон для Adr и NA составил 50–1200 нг/г, 
для  Dop – 1,25–30,00  мкг/г, для  5HT – 75–1800  нг/г, 
для DOPAC – 200–4800 нг/г, для 5HIAA – 150–3600 нг/г, 
для HVA – 80–1920 нг/г, для VMA – 67,5–1620 нг/г. Зави-
симость соотношения площадей пиков «аналит/внутрен-
ний стандарт» от  концентрации каждого соединения 
носила линейный характер. При оценке селективности 
методики на образцах гомогенатов мозга, хранивших-
ся при температуре не выше –20 °С в течение 2 лет, пло-

щадь хроматографических пиков в холостых образцах 
у аналитов не превышала 20 % от площади пиков в об-
разцах LLOQ, для внутренних стандартов соталола, для 
внутренних стандартов 3,4-DHBA площадь хроматогра-
фических пиков не превышала 5 % от площади пиков 
в образцах LLOQ (рис. 2, 3).

Средние значения рассчитанных концентраций 
определения всех изучаемых соединений находи-
лись в  пределах 85–115  % от  номинального значения 
для уровней концентраций LQC, MQC и HQC, в пределах 
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РИС. 2.  
Примеры MRM-хроматограмм холостого образца и образ-
ца с добавкой стандарта на уровне LLOQ (аналиты – NA, Adr, 
Dop, 5HT, 5HIAA, DOPAC)

FIG. 2.  
The examples of MRM chromatograms of a blank sample 
and a spiked LLOQ sample (analytes – NA, Adr, Dop, 5HT, 5HIAA,  
DOPAC)



ACTA BIOMEDICA SCIENTIFICA, 2024, Vol. 9, N 1

186
Pharmacology and pharmacy Фармакология и фармация 

80–120 % – для уровня концентраций LLOQ, в том числе 
при оценке селективности методики (табл. 6, серия 1). Ве-
личина коэффициента вариации рассчитанных концен-
траций при этом не превышала 15 %. При этом результат 
аналитических серий 2 и 3 (табл. 6), выполненных на об-
разцах гомогенатов свежеотобранного мозга, рассчиты-
вался с учётом эндогенного содержания аналитов в про-
бах без добавки стандарта. Двукратное разведение проб 
с содержанием изучаемых веществ, превышающим ана-
литический диапазон (Dil; см. табл. 3), холостой матри-
цей не влияло на метрологические характеристики ме-
тодики: значение рассчитанных концентраций аналитов 
лежало в интервале 89,76–94,99 % от номинального зна-
чения, значение CV – в интервале 2,77–5,88 % (табл. 6). 
Перенос аналитов и внутренних стандартов из преды-
дущей пробы отсутствовал.

Выбранный раствор антиоксиданта обеспечивает 
стабильность аналитов в  образцах гомогената в  тече-
ние 24 ч хранения при комнатной температуре, 3 циклов 
заморозки/разморозки (FTS, freezing/thawing stability), 
30  дней хранения в  морозильной камере при  темпе-
ратуре не выше –20 °С (LTS, long-term stability), а также 
стабильность в приготовленных пробах в автосемплере 
в течение 48 ч при температуре +4 °С (табл. 7).

Разработанная методика апробирована путём ана-
лиза образцов стриатума, полученного от 6 интактных 
линейных крыс-самцов породы Wistar. Пробы мозга сра-
зу после забора охлаждали жидким азотом, извлекали 
стриатум. Гомогенизацию и добавление раствора ста-
билизатора проводили не позднее 20 мин после отбо-
ра. Результаты определения NA, Adr, Dop, 5HT, DOPAC, 
5HIAA, VMA, HVA представлены в таблице 8.

РИС. 3.  
Примеры MRM-хроматограмм холостого образца и образца 
с добавкой стандарта на уровне LLOQ (аналиты – HVA, VMA, 
3,4-DHBA (ВС), соталол (ВС))

FIG. 3.  
The examples of MRM chromatograms of a blank sample 
and a spiked LLOQ sample (analytes – HVA, VMA, 3,4-DHBA (IS),  
Sotalol (IS))
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ОБСУЖДЕНИЕ

В результате подбора оптимальных условий ана-
лиза для  приготовления проб тканей мозга после 
их механической гомогенизации было выбрано раз-
ведение образца метанольным раствором внутрен-
них стандартов. Это значительно ускоряет произво-
дительность пробоподготовки по сравнению с рабо-
тами, в которых использовались жидкостно-жидкост-
ная экстракция [18], диализ [13, 17, 19], а также дери-
ватизация аналитов [13, 14]. Применение ВЭЖХ-МС/
МС даёт преимущество в  селективности и  чувстви-
тельности методики по  сравнению с  ВЭЖХ-УФ [8] 
и ВЭЖХ-ЭД [9–12] при проведении фармакодинами-
ческих исследований ЛС. Так, при использовании дан-
ных методик молекулы изучаемых ЛС могут экстраги-
роваться и коэлюироваться вместе с аналитами, да-
вая тем самым завышенные результаты количествен-
ного определения [3]. Время хроматографического 
анализа составляет 21 мин, что дольше, чем в мето-
диках E. Grouzmann и соавт. [5], N. Hwang и соавт. [6], 
L. Fang и соавт. [7], S. Greco и соавт. [14], C. Ji и соавт. 
[15]. Однако в данных работах анализируется мень-
шее количество моноаминовых нейромедиаторов 
и их метаболитов.

При подборе стабилизатора был использован под-
ход, заключающийся в предварительной оценке кра-
ткосрочной стабильности аналитов в  гомогенатах 
и стабильности проб в автосемплере без добавления 
и с добавлением антиоксидантов. Аналогичный подход 
был использован для образцов плазмы крови в рабо-
те [21], но он не предусматривал испытаний ASS. При-
емлемые результаты при выборе антиоксиданта были 
достигнуты только при добавлении к супернатанту го-
могената водных растворов аскорбиновой кислоты 
в объёмном соотношении 1:5 (см. табл. 5, 7). Это свя-
зано с тем, что в метанольных пробах солевые восста-
новители (Na2SO3, Na2S2O3, Na2S2O5) растворяются зна-
чительно хуже, чем выбранный стабилизатор. При изу-
чении долгосрочной стабильности показано (табл. 7), 
что  для  хранения образцов достаточно температуры 
не выше –20 °С.

Полученные в ходе апробации методики значения 
концентраций Dop, NA, 5HT, 5HIAA, DOPAC, HVA в об-
разцах стриатума крыс совпадают с данными, опубли-
кованными в работах J. Lu и соавт. [2] и N.N. Khlebnikova 
и  соавт. [10]. Хроматографические пики Adr и  VMA 
на  хроматограммах испытуемых проб обнаружены 
не  были, что  свидетельствует о  правильности забо-
ра образцов.

Т А Б Л И Ц А   7
РЕЗУЛЬТАТЫ ОЦЕНКИ СТАБИЛЬНОСТИ АНАЛИТОВ 
В ГОМОГЕНАТАХ МОЗГА

T A B L E   7
RESULTS OF ASSESSING STABILITY OF ANALYTES 
IN BRAIN HOMOGENATES

Параметры Adr NA Dop 5НТ 5HIAA DOPAC HVA VMA

%
 о

т 
ис

хо
дн

ой
 к

он
це

нт
ра

ци
и STS (24 ч при комнатной  

температуре) (n = 6*)

LQC 100,88 96,58 99,85 91,80 96,93 97,80 99,01 101,79

HQC 100,47 94,03 97,51 90,64 105,85 102,21 103,88 107,47

FTS (n = 6*) (3 цикла)
LQC 100,60 101,04 101,40 95,56 97,26 100,69 102,62 105,00

HQC 103,22 96,78 103,04 97,63 101,48 101,13 102,01 107,44

ASS (48 ч при +4 °С) (n = 6*)
LQC 102,81 98,42 98,76 96,21 99,61 100,65 101,47 100,41

HQC 102,48 95,96 96,22 93,82 100,83 97,95 100,79 104,58

LTS (30 дней при температуре 
не выше –20 °С) (n = 6*)

LQC 103,11 100,12 104,84 95,50 98,41 102,41 102,43 96,99

HQC 102,25 99,08 100,74 98,70 98,75 97,84 98,65 98,85
Примечание. * – количество проб на каждом уровне концентрации; FTS – стабильность после 3 циклов заморозки/разморозки (freezing/thawing stability); LTS – долгосрочная стабильность (long-term stability). 

Т А Б Л И Ц А   8
РЕЗУЛЬТАТЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НОРАДРЕНАЛИНА, АДРЕНАЛИНА, ДОПАМИНА, 
СЕРОТОНИНА, DOPAC, 5HIAA, VMA, HVA В ОБРАЗЦАХ 
СТРИАТУМА КРЫС

T A B L E   8
RESULTS OF QUANTIFICATION OF NORADRENALINE, 
ADRENALINE, DOPAMINE, SEROTONIN, DOPAC, 5HIAA, 
VMA, HVA IN RAT STRIATUM SAMPLES

Концентрация, нг/г

Adr NA Dop 5НТ 5HIAA DOPAC HVA VMA

Средние значения (n = 6) менее LLOQ 354,85 9181,30 595,86 1180,49 1851,35 896,26 менее LLOQ

SD – 33,43 1497,84 137,25 244,61 283,25 266,38 –

CV, % – 9,42 16,31 23,03 20,72 15,30 29,72 –
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная методика количественного опреде-
ления норадреналина, адреналина, допамина, серотони-
на, DOPAC, 5HIAA, VMA, HVA в образцах мозга крысы со-
ответствует требованиям руководств НЦЭСМП, ЕАК, ICH, 
FDA по показателям селективности, калибровочной за-
висимости, правильности и прецизионности внутри цик-
ла и между циклами, эффекта разведения, эффекта пере-
носа из предыдущей пробы, эффекта матрицы, стабиль-
ности. Применение выбранного способа стабилизации 
позволяет предотвратить окисление аналитов во время 
подготовки и анализа проб, а также их хранения в тече-
ние как минимум 30 дней. Это значительно снижает ри-
ски недостоверных результатов при проведении докли-
нических испытаний фармакодинамики и исключения 
из  эксперимента фармакологически эффективных со-
единений из-за ложно заниженных концентраций ней-
ромедиаторов и их метаболитов в пробах.

Ограничения исследования
Данная методика прошла валидацию и  показала 

свою пригодность для определения аналитов в образ-
цах тканей мозга крыс. Использование методики для ко-
личественного определения изучаемых веществ у дру-
гого вида животных потребует её частичной валидации 
путём оценки эффекта матрицы, калибровочной зависи-
мости и селективности.
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