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Аннотация 
В ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных биомедмицинских и фармацевтических технологий» создан новый димерный дипептидный ми-

метик с антидепрессантоподобной активностью. Разработана и валидирована специфичная, чувствительная, быстрая и воспроизводимая методика 
определения гексаметилендиамида бис-(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина (ГТС-301) в плазме крови крыс с применением высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии и тандемным масс-спектрометрическим детектором. Нижний предел количественного определения в плазме 
крови составлял 50 нг/мл. Все градуировочные графики описывались квадратичным уравнением (коэффициент корреляции в среднем 0,996, n = 3)  
в диапазоне концентраций 50÷10000 нг/мл. Значения правильности для образцов контроля качества варьировались в течение дня в среднем от 93,2 
до 113,3 %. Прецизионность (точность) колебалась в диапазоне 1,1–11,4 %. На протяжении валидационного периода значения правильности в среднем 
были в пределах 101,1–108,8 % и точности — 5,4–7,3 %. Для градуировочных стандартов величины валидационных параметров также были в пределах 
допустимых значений (правильность — 92,2–106,8 %, точность — 0,1–11,5 %). Результаты изучения разбавления/разведения экспериментальных проб 
плазмы крови интактным биоматериалом в 10 и 100 раз лежат в пределах допустимых значений 85–115 %. Установлено, что ГТС-301 устойчив в био-
логическом материале при комнатной температуре при кратковременном хранении (3 ч), при нахождении в термостатируемом автосемплере (5 °С) 
в течение аналитического эксперимента (до 20 ч), при длительном хранении при −50 °С (в течение 4 недель), а также, если подвергается нескольким 
циклам замораживания/размораживания (3 цикла). Таким образом, вышеперечисленные характеристики разработанной методики делают её под-
ходящей для применения в доклинических исследованиях фармакокинетики. Разработанная методика апробирована при изучении фармакокинетики 
ГТС-301 в плазме крови крыс после однократного внутрибрюшинного введения в дозе 150 мг/кг.

Ключевые слова: ГТС-301; высокоэффективная жидкостная хроматография-масс-спектрометрия (ВЭЖХ-МС/МС); плазма крови; крысы; вали-
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Для цитирования:
Кравцова О. Ю., Грибакина О. Г., Колыванов Г. Б., Литвин А. А., Дворянинов Д. А., Жердев В. П., Дорофеев В. Л. Количественное определение димерного ди-
пептидного миметика с антидепрессантоподобной активностью в плазме крови крыс методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-
спектрометрическим детектированием. Фармакокинетика и фармакодинамика. 2025;(3):47–56. https://doi.org/10.37489/2587-7836-2025-3-47-56. EDN: ZQXRFQ   
Поступила: 01.08.2025. В доработанном виде: 05.09.2025. Принята к печати: 28.09.2025. Опубликована: 30.09.2025.

Quantification of a dimeric dipeptide mimetic with antidepressant-like activity in rat blood plasma by high performance liquid chroma-
tography-mass spectrometry

Oxana Yu. Kravtsova, Oxana G. Gribakina, Gennady B. Kolyvanov, Alexander A. Litvin, Dmitry A. Dvoryaninov, Vladimir P. Zherdev, Vladimir L. Dorofeev  
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Abstract 
A new dimeric dipeptide mimetic with antidepressant-like activity has been developed at the FSBSI "FRC of Original and Promising Biomedical and 

Pharmaceutical Technologies". A specific, sensitive, fast and reproducible method for the determination of bis-(N-monosuccinyl-L-asparaginyl-L-asparagine 
hexamethylenediamide (GTS-301) in rat blood plasma using high-performance liquid chromatography tandem mass spectrometric detector has been 
developed and validated. The lower limit of quantification in blood plasma was 50 ng/ml. All calibration curves were described by a quadratic equation 
(correlation coefficient averaged 0.996, n = 3) in the concentration range of 50÷10000 ng/ml. The accuracy values for the quality control samples varied 
throughout the day from an average of 93.2 to 113.3 %. The precision ranged from 1.1 to 11.4 %. During the validation period, the accuracy values averaged 
101.1–108.8 % and accuracy — 5.4–7.3 %. For the calibration standards, the values of the validation parameters were also within acceptable values (accuracy — 
92.2–106.8 %, accuracy — 0.1–11.5 %). The results of the dilution study of experimental blood plasma samples with intact biomaterial in 10- and 100-fold 
lie within the acceptable values of 85–115 %. It has been established that GTS-301 is stable in the biological material at ambient temperature for short-term 
storage (3 hours), exposure to a thermostatically controlled autosampler (5 °C) during an analytical experiment (up to 20 hours), and prolonged storage 
at −50 °C (for 4 weeks), and also if subjected to several freezing/defrosting cycles (3 cycles). Thus, the above-mentioned characteristics of the developed 
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Введение / Introduction

На основе структуры экспонированного участ-
ка 4-й петли нейротрофина-3 создан его димерный 
дипептидный миметик, гексаметилендиамид бис-
(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина) 
(ГТС-301). Новое соединение сходно с полнораз-
мерным нейротрофином и активировало рецепторы 
TrkC и TrkB. У ГТС-301 выявлена нейропротекторная 
активность в экспериментах на клетках гиппокампа 
мыши НТ-22 в условиях окислительного стресса и 
глутаматной токсичности в концентрациях 10–12 и 
10–8 М соответственно и антидепрессантоподобная 
активность в тесте вынужденного плавания на мышах 
при 7-дневном внутрибрюшинном введении в дозах 
10–40 мг/кг [1].

Цель настоящего исследования — разработка и вали-
дация методики количественного определения ГТС-301 
в плазме крови крыс для последующего изучения его 
экспериментальной фармакокинетики.

Методику валидировали по следующим параме-
трам: специфичность (селективность), чувствитель-
ность, линейность, прецизионность (точность), пра-
вильность, воспроизводимость и стабильность [3–7]. 
Это первая методика количественного определения 
ГТС-301 в биоматериале с масс-спектрометрическим 
детектированием, которая может быть применена для 
фармакокинетических исследований.

Материалы и методы / Materials and methods

В работе использовали: фармацевтическую 
субстанцию ГТС-301– гексаметилендиамид бис- 
(N-моносукцинил-L-аспарагинил-L-аспарагина  
(М. в. = 772,77 а.е.м.), серия 150424-1, синтезиро-
ванную в лаборатории пептидных регуляторов От-
дела химии лекарственных средств ФГБНУ «ФИЦ 
оригинальных и перспективных биомедмицинских 
и фармацевтических технологий», как описано ра-
нее [2], а также следующие реактивы — ацетонитрил 
(«J.T. Baker», США), вода деионизованная («Panreac», 
«Applichem», ФРГ), кислота муравьиная 85 % («Acros 
Organics», Россия).

Оборудование и условия хроматографирования 

В работе использовали систему высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) (Ultimate 
3000, Thermo Scientific, США), совмещённую с масс-
спектрометрическим (МС) детектором — тип трой-
ной квадруполь (TSQ Altis, Thermo Scientific, США).  
В составе ВЭЖХ: бинарный четырёхканальный насос, 
дегазатор подвижной фазы, термостат хроматографи-
ческих колонок, автосемплер, термостат автосемплера. 
Для регистрации и обработки данных использовали 
программное обеспечение Xcalibur v.4.2.28.14 (Thermo 
Scientific, США). Хроматографическое разделение 
проводили на колонке «Luna C18(2), 3 мкм, 20×4.0 мм, 
100A (Phenomenex, США, part#600779-1) (температура 
колонки — 40 °С) в режиме градиентного элюиро-
вания: 0,0 мин — 2 % Б; 1,0–2,2мин – 98 % Б; 2,3– 
3,5 мин — 2 % Б. Скорость потока подвижной фазы — 
1 мл/мин. Подвижная фаза состояла из воды деиони-
зованной (А) и ацетонитрила (Б), содержащих 0,1 % 
кислоты муравьиной (по объёму).

Животные / Animals. Животные (35 голов) со-
держались в лабораторном виварии при 20–22 °С, 
относительной влажности воздуха 45–65 %, имели 
постоянный доступ к корму и воде. Эксперименты 
проводили в соответствии с «Руководством по работе 
с лабораторными (экспериментальными) животными 
при проведении доклинических (неклинических) ис-
следований. Рекомендация ЕАЭС №33 от 14.11.2023.».

Все манипуляции с экспериментальными жи-
вотными выполнены в соответствии с нормативной 
документацией (ГОСТ 33215-2014, ГОСТ 33216-2014), 
касающейся гуманного обращения с животными, и 
стандартными операционными процедурами лабора-
тории фармакокинетики ФГБНУ «ФИЦ оригинальных 
и перспективных биомедицинских и фармацевти-
ческих технологий». Проведение экспериментов с 
животными одобрено Комиссией по биомедицинской 
этике ФГБНУ «ФИЦ оригинальных и перспективных 
биомедицинских и фармацевтических технологий».

Биоматериал и экспериментальные пробы
В настоящей методике биоматрицей для приго-

товления модельных растворов служила плазма крови 
крыс с массой тела 180–200 г, полученных из питом-
ника «Филиал «Столбовая» ФГБУН «Научный центр 
биомедицинских технологий ФМБА» (Московская 
обл.). У интактных животных пробы крови отбирали 

technique make it suitable for use in preclinical pharmacokinetic studies. The pharmacokinetics of GTS-301 in rat blood plasma after a single intraperitoneal 
injection at a dose of 150 mg/kg was described.
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декапитацией в пробирки, содержащие 100 мкл 5 % 
К

2
ЭДТА. Плазму крови отделяли центрифугировани-

ем при 3500 об/мин в течение 15 мин, замораживали 
при −50 °С и хранили без добавления консервантов.

Изучение фармакокинетики ГТС-301 в плазме 
крови крыс проводилось после его однократного 
внутрибрюшинного введения (в/б) в дозе 150 мг/кг. 
Соединение ГТС-301 вводили животным в виде су-
спензии в полисорбате-80 с помощью шприца. Для 
определения ГТС-301 в плазме крови крыс образцы 
крови отбирали до введения (контроль) и через 0,25; 
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 и 6,0 ч после введения.

Пробоподготовка. Пробоподготовку проводили 
методом осаждения белков плазмы крови органи-
ческим растворителем. К 100 мкл образца плазмы 
крови добавляли 400 мкл охлаждённого ацетонитрила. 
Полученный раствор перемешивали на встряхивателе 
Vortex в течение 5 с и в течение 15 мин на платформе 
горизонтального встряхивателя, затем 15 мин центри-
фугировали при 6500 об/мин. Отбирали надосадочный 
слой (200 мкл) и переносили в виалы хроматогра-
фические, которые помещали в термостатируемый  
(5 °C) автосемплер системы ВЭЖХ-МС. Объём вкола 
составлял 5 мкл.

Калибровочные стандарты и образцы контроля 
качества

Матричный раствор ГТС-301 (100 мкг/мл) гото-
вили, растворяя навеску в ацетонитриле. Рабочие 
стандартные растворы требуемой концентрации для 
построения калибровочных кривых и образцов кон-
троля качества (КК) были приготовлены путём се-
рийных разведений на ацетонитриле. Все растворы до 
их использования хранили в холодильнике при 5 °С. 
Растворы (модельные) для построения калибровоч-
ных кривых — калибровочные стандарты — ГТС-301 
готовили (в дупликате, анализ однократно) внесением 
рабочего стандартного раствора, эквивалентного 50, 
100, 250, 500, 1000, 2500, 5000, 10000 нг/мл исследуемо-
го вещества в интактную плазму крови крыс. Образцы 
КК (модельные растворы) с концентрациями 7,5; 
75; 750 нг/мл также готовили (в трипликате, анализ 
дважды) на плазме крови.

Валидационные характеристики. Аналитическую 
методику количественного определения ГТС-301 
валидировали по следующим показателям: специфич-
ность (селективность), чувствительность, линейность, 
прецизионность (точность), правильность, воспро-
изводимость и стабильность. Для оценки влияния 
мешающих определению веществ и специфичности 
(селективности) анализировали экстракт плазмы 
крови, полученный от 6 разных интактных крыс. Для 
количественного определения целевого соединения 
строили калибровочные кривые методом линейной 
регрессии, откладывая по оси ординат (Y) площадь 
хроматографического пика ГТС-301 и по оси абсцисс 
(X) его концентрации в нг/мл. Нижний предел коли-
чественного определения (НПКО) (чувствительность 

методики) оценивали как наименьшую концентрацию, 
которую можно было обсчитать с приемлемой пре-
цизионностью (≥20 %) и правильностью (80–120 %).

Прецизионность (точность) определяли как от-
носительное стандартное отклонение, RSD (%) по 
формуле:

RSD, % = (стандартное отклонение, SD/среднее, 
Mean) × 100

Прецизионность (точность) и правильность ме-
тодики оценивали, анализируя образцы КК (7,5; 75;  
750 нг/мл) в течение одного и трёх дней соответ-
ственно.

Правильность выражали в виде отклонения от-
носительной погрешности, RE:

Относительная погрешность, % = (расчётная кон-
центрация ×100) / теоретическая концентрация

Отклонение правильности, RE % = |относительная 
погрешность — 100|

Отклонение (как в большую, так и меньшую сто-
рону) расчётной концентрации от теоретической для 
калибровочных проб и образцов КК должно составлять 
≤15 % (отклонение правильности).

Воспроизводимость внутри одного рабочего цикла и 
между несколькими рабочими циклами оценивалась, 
исходя из правильности и прецизионности.

Критерии приемлемости вышеперечисленных 
валидационных параметров оценивали в соответствии 
с требованиями ЕАЭС, ЕМА и FDA [3–5, 7].

Эффект матрицы, степень извлечения и эффектив-
ность обработки

Расчёт степени извлечения ГТС-301 из плазмы 
крови проводили с использованием площадей хро-
матографических пиков, полученных при анализе 
проэкстрагированных спайков (преэкстракционных) 
и спайков, приготовленных на заранее проэкстраги-
рованной интактной плазме (постэкстракционных). 
Концентрации ГТС-301 и в пре-, и в постэкстрак-
ционных спайках — 100, 1000 и 10000 нг/мл (при-
готовление в шести повторностях, анализ каждого 
репликата — однократно).

Для определения эффективности обработки 
(Process efficiency) сравнивали результаты анализа 
преэкстракционных модельных растворов (100, 1000 и 
10000 нг/мл) с результатами анализа ацетонитрильных 
стандартных растворов ГТС-301 с такими же кон-
центрациями (приготовление в шести повторностях, 
анализ каждого репликата — однократно).

Определение матричного эффекта (Matrix effect), 
то есть, выявление в какой степени влияет присутствие 
биологической матрицы на ионизацию целевого со-
единения, проводили с использованием площадей 
хроматографических пиков ацетонитрильных стан-
дартных растворов ГТС-301 (100, 1000 и 10000 нг/мл) 
и площадей пиков, полученных при анализе постэк-
стракционных спайков, содержащих ГТС-301 в кон-
центрациях 100, 1000 и 10000 нг/мл (приготовление 
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в шести повторностях, анализ каждого репликата — 
однократно).

Изучение разбавления/разведения проб интактным 
биоматериалом (фактор разведения)

Возможность разбавления/разведения проб 
интактным биоматериалом изучали на спайках на 
плазме крови крыс с концентрацией заведомо выше 
самого верхнего уровня градуировочной зависимости  
(>10 мкг/мл), а именно 100, 50 мкг/мл (в 100 раз) и 10, 
5 мкг/мл (в 10 раз). Приготовленные спайки (в трёх 
повторностях для каждой концентрации) разводили 
интактным биоматериалом в 100 и 10 раз соответствен-
но (фактор разведения = 100 и 10), анализировали 
(полученные после разведения концентрации теоре-
тически уже укладывались в диапазон градуировочной 
зависимости: 50÷10000 нг ГТС-301/ мл плазмы крови) 
и рассчитывали отклонение расчётной концентрации 
от теоретической.

Стабильность
Исследование стабильности ГТС-301, которое 

проводили на образцах КК (концентрации: 7,5; 75; 
750 нг/мл, приготовлены в трёх повторностях, анализ 
каждого репликата однократно), включало:

a) изучение стабильности при многократном за-
мораживании/размораживании (3 полных цикла замо-
раживания/размораживания при −50 °С, цикл=24 ч);

б) изучение стабильности при кратковременном 
хранении (3 ч) модельных растворов при комнатной 
температуре (22–23 °С);

в) изучение стабильности при нахождении готовых 
проб в автосемплере (при 5 °С) в течение анализа и 
дольше, но не более 48 ч;

г) изучение стабильности при долговременном 
хранении (30 дней) модельных растворов при −50 °С.

Результаты и их обсуждение / Results and 
Discussion

ВЭЖХ-МС условия
При ионизации методом электроспрей (ESI) в 

результате сканирования в режиме регистрации пол-
ного ионного тока (режим Q1) был определён мо-
лекулярный ион ГТС-301 — 771,3 m/z, регистрация 
отрицательных ионов (рис. 1). При регистрации поло-
жительных ионов прекурсор-ион тестируемого соеди-
нения определялся значительно хуже. Сканирование 
в режиме MS/MS (регистрация отрицательных ионов) 
выявило основные пути фрагментации изучаемой 
молекулы и специфические дочерние ионы — режим 
Product Ion (Q3): 537,2 m/z, 423,3 m/z (рис. 2). Анализ 
в режиме SRM (Q1/Q3) (Selected Reaction Monitoring) 
позволил подобрать оптимальные настройки прибора 
для фрагментации молекулы ГТС-301. Регистрацию 
масс-спектров ГТС-301 проводили в SRM-режиме по 
переходу 771,3/537,2 m/z. Напряжение на капилляре 
составило 2500 В, температура испарителя 350 °C, тем-
пература капилляра переноса ионов составила 350 °C; 
энергия фрагментации в коллизионной ячейке 32 В. 
Параметры вспомогательных газов-распылителей 
задавались управляющей программой по умолчанию 
для потока 1 мл/мин.

Используемая в работе колонка обеспечила от-
личную форму пика целевого аналита, эффективность 
разделения, приемлемую линейность и воспроизводи-
мость на фоне эндогенных соединений. Оптимизацию 
состава подвижной фазы проводили, исходя из селек-
тивности пика аналита и его времени удерживания. 
В описанных выше условиях хроматографирования 
время удерживания ГТС-301 составило 0,71±0,01 мин. 
На рис. 3 представлена хромато-масс-спектрограмма 
интактной плазмы крови крысы, а на рис. 4 — плазмы 

Рис. 1. Масс-спектр (режим Q1, суммарный ионный ток) ГТС-301 (стандартный раствор в 1 % ДМСО/0,1 % муравь-
иной кислоты в ацетонитриле/0,1 % муравьиной кислоты в воде (об/об), концентрация — 20 мкг/мл) при ионизации 
методом электроспрей: регистрация отрицательных ионов. Прекурсор ион, [M-H]− — 771,3 m/z
Fig. 1. Mass spectrum (Q1 mode, total ion current) of GTS-301 (standard solution in 1 % DMSO/0.1 % formic acid in acetonitrile/0.1 % 
formic acid in water (v/v), concentration — 20 µg/ml) in electrospray ionization: registration of negative ions. Ion precursor, 
[M-H]− — 771.3 m/z
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Рис. 2. Масс-спектр (режим Product Ion, MS/MS) ГТС-301 (стандартный раствор в 1 % ДМСО/0,1 % муравьиной 
кислоты в ацетонитриле/0,1 % муравьиной кислоты в воде (по объёму), концентрация — 20 мкг/мл) при иониза-
ции методом электроспрей: регистрация отрицательных ионов. Ион-продукты: 537,2 m/z и 423,3 m/z 
Fig. 2. Mass spectrum (Product Ion mode, MS/MS) GTS-301 (standard solution in 1 % DMSO/0.1 % formic acid in 
acetonitrile/0.1 % formic acid in water (v/v), concentration — 20 µg/ml) in electrospray ionization: registration of negative 
ions. Ion products: 537.2 m/z and 423.3 m/z

Рис. 3. Хроматограмма интактной пробы плазмы (проба не содержит ГТС-301)
Fig. 3. Chromatogram of an intact plasma sample (the sample does not contain GTS-301)

Рис. 4. Хроматограмма спайка с концентрацией ГТС-301 50 нг/мл — нижний предел количественного определе-
ния разработанной методики (НПКО)
Fig. 4.  Chromatogram of the 50 ng/ml spike GTS-301 (LLOQ) 
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крови крысы, содержащей 50 нг/мл ГТС-301 (НПКО). 
Стоит отметить, что на хромато-масс-спектрограмме 
интактной плазмы крови присутствует пик со време-
нем удерживания 0,71 мин, интерферирующий с пиком 
целевого аналита, однако соотношение сигнал/шум 
составляет >10, что находится в допустимых пределах 
относительно НПКО.

Пробоподготовка
Выбор метода извлечения исследуемого вещества 

из биоматрицы основывался на его простоте, низкой 
стоимости по сравнению с твёрдофазной и жидкость-
жидкостной экстракциями и достаточной эффектив-
ности. В качестве осаждающего агента использовали: 
этиловый, метиловый спирты и ацетонитрил. Ацето-
нитрил проявил себя как наиболее эффективный и 
доступный агент для осаждения белков при экстракции 
ГТС-301 (степень извлечения в среднем составила 
109,8±11,3 %).

Валидационные характеристики
Специфичность (селективность)
В результате изучения специфичности (селектив-

ности) методики (анализ 6 интактных (холостых) проб 
плазмы и 6 спайков с концентрацией ГТС-301 50 нг/мл) 
показано, что компоненты биологического материала 
по времени удерживания совпадают с пиком целевого 
соединения. Однако интенсивность пика коэкстрак-
тивных веществ на три порядка меньше пика ГТС-301. 
Поэтому при расчёте концентраций площадью пика 
биоматрицы можно пренебречь. Типичные хромато-
граммы интактной плазмы крови и НПКО ГТС-301 
представлены на рис. 3 и 4.

Количественное определение целевого соединения. 
Линейность методики

В результате анализа градуировочных проб в 
каждый из дней валидации (3 дня), приготовленных  
в дупликате, для ГТС-301 выявлена квадратичная 
зависимость (у = aх2 + bx + c) (исключая холостые 
пробы) в диапазоне концентраций 50÷10000 нг/мл. 
Характеристики полученных градуировочных зави-
симостей представлены в табл. 1.

Чувствительность, нижний предел количественного 
определения (НПКО) методики

При построении градуировочных зависимо-
стей установлен НПКО применяемой методики в 
плазме крови крысы для ГТС-301 — 50 нг/мл при 
соотношении сигнал/шум >10 (анализ 6 спайков).  
На хроматограмме (см. рис. 4) видно, что пик ГТС-301 
симметричный, отвечает распределению Гаусса, без 
признаков размывания и раздвоения.

Прецизионность, правильность и воспроизводимость
Проведён анализ образцов КК ГТС-301, и рас-

считаны метрологические параметры валидации, 
представленные в табл. 2.

Для образцов КК правильность, демонстрирующая 
насколько сильно расчётное (найденное) значение 
концентрации отличается от истинного, варьировалась 
в течение дня в среднем от 93,2 до 113,3 %, то есть, 
отклонение составило ≤15 %. Точность, определяющая 
воспроизводимость измерений, колебалась в диапазоне 
1,1–11,4 % [4, 5, 7]. На протяжении валидационного 
периода в течение трёх дней значения правильности 
в среднем были в пределах 101,1–108,8 %, а точно-
сти — 5,4–7,3 %. Прецизионность и правильность, 
рассчитанная для результатов анализа проб НПКО и 
калибровочных стандартов, также отвечала критериям 
приемлемости [4, 5, 7]. В целом можно заключить, что 
применяемая методика количественного определения 
ГТС-301 в плазме крови крысы методом ВЭЖХ-МС 
демонстрирует высокую точность и воспроизводимость 
в пределах тестируемого диапазона концентраций 
целевого соединения 50÷10000 нг соединения/мл 
плазмы крови.

Эффект матрицы, степень извлечения и эффектив-
ность обработки

Результаты определения эффекта матрицы [7] по-
зволяют заключить, что присутствие компонентов био-
матрицы практически не влияет на ионизацию ГТС-301 
(в среднем этот параметр составил 106,4±2,5 %). Сте-
пень извлечения достигала в среднем 109,8±11,3 %,  
а эффективность обработки — 103,0±8,3 %. Таким  

Таблица 1

Характеристики градуировочных зависимостей для ГТС-301

Table 1

Parameters of calibration relationships for GTS-301

День валидации

Градуировочная зависимость вида 
у = aх2 + bx + c Коэффициент 

корреляции (r2)
Фактор взвешивания Диапазон

Количество
уровней

a (*e−5) b c

1 0,18 0,52 12,35 0,9969 1/x

0,05–10 мкг/мл

7

2 1,64 0,47 −17,87 0,9922 1/x2 7

3 1,15 0,56 −3,44 0,9974 1/x 8
Примечания: y — площадь хроматографического пика (counts) ГТС-301; x — концентрация (нг/мл) ГТС-301.
Notes: y is the area of the chromatographic peak (counts) of GTS-301; x is the concentration (ng/ml) of GTS-301.
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Таблица 2

Прецизионность, правильность и воспроизводимость ГТС-301 в плазме крови крыс

Table 2

Precision, accuracy, and reproducibility of GTS-301 in rat blood plasma

Теоретическая концен-
трация, нг/мл

Внутри цикла Между циклами

Расчётная концентрация (среднее), нг/мл; n =,  
RSD %, RE % n

Расчётная 
концентрация 

(среднее), нг/мл
RSD % RE %

1-й день 2-й день 3-й день

75
85,0

6; 2,5;
113,3

83,3
6; 1,7;
111,0

76.6
6; 11,4;
102,1

18 81,60 5,4 108,8

750
781,1
6; 6,4;
106,8

794,5
6; 5,7;
105,9

698,6
6; 6,4;
93,2

15 758,07 6,8 101,1

7500
7430,5
6; 1,1;
99,1

7450,8
6; 2,0;
99,3

8427,7
6;1,8;
112,4

18 7769,65 7,3 103,6

образом, при осаждении белков плазмы ацетони-
трилом (как метода пробоподготовки) достигается 
достаточная степень извлечения ГТС-301 из плазмы 
крови крысы.

Изучение разбавления/разведения проб интактным 
биоматериалом (фактор разведения)

Результаты изучения разбавления/разведения экс-
периментальных проб плазмы крови интактным био-
материалом свидетельствуют, что величины отклоне-
ний расчётной концентрации от теоретической для всех 
концентрационных уровней (5, 10 и 50, 100 мкг/мл) 
лежат в пределах допустимых значений 85–115 %. 
Данный факт указывает на возможность/приемле-
мость разведения проб интактным биоматериалом в 
10 и 100 раз соответственно.

Стабильность
Стабильность ГТС-301 изучали на образцах КК в 

различных условиях хранения. Матричный раствор 
целевого соединения в ацетонитриле был стабилен 
при −24 °C в течение 30 суток. В результате изучения 
стабильности ГТС-301 при многократном замора-
живании (при −50 °С), а именно после трёх полных 
циклов замораживания/размораживания выявлено, 
что содержание анализируемого соединения в мо-
дельных растворах на плазме не снижалось (табл. 3). 
Данные, полученные в ходе исследования стабиль-
ности ГТС-301 при разных сроках и температурных 
условиях хранения (кратковременная стабильность в 
течение 3 ч при комнатной температуре, в течение 24 ч 
при нахождении в термостатируемом автосемплере 
(5 °С), долговременная стабильность при хранении  
в течение 4 недель (при −50 °С)) демонстрируют устой-
чивость целевого соединения к распаду во времени 
при его нахождении в биологическом материале.

Разработанная методика количественного опре-
деления ГТС-301 в плазме крови крыс была апроби-

рована при изучении его фармакокинетики после его 
однократного внутрибрюшинного (в/б) введения.

На рис. 5 представлена типичная хроматограмма 
плазмы крови крысы через 4 ч после однократного 
в/б введения ГТС-301 в дозе 150 мг/кг.

Усреднённый фармакокинетический профиль 
ГТС-301 в плазме крови крыс после однократного в/б 
введения представлен на рис. 6. Поскольку на каждую 
временную точку использовали 5 животных, резуль-
тирующая кривая была построена по усреднённым 
концентрациям.

Установлено, что максимальная концентрация 
ГТС-301 (388,21 мкг/мл) достигается уже через 15 мин 
после введения, а период полувыведения составляет 
около получаса.

Таблица 3
Стабильность ГТС-301 в плазме крови крыс (n = 3)

Table 3
Stability of GTS-301 in rat blood plasma (n = 3)

Условия 
хранения

Номинальная 
концентра-
ция, нг/мл

Расчётная 
концентрация 

(среднее), нг/мл

Стабильность 
(среднее), %

а

75 81,27 108,3

750 742,3 99,0

7500 7534,0 100,5

б

75 84,03 112,1

750 788,83 105,2

7500 7474,03 99,7

в

75 70,53 94,0

750 796,73 106,2

7500 7563,43 100,8

г

75 71,0 94,7

750 733,0 97,7

7500 7390,0 98,5
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Рис. 5. Хроматограмма плазмы крови крысы через 4 ч после однократного внутрибрюшин-
ного введения ГТС-301 в дозе 150 мг/кг (концентрация ГТС-301 составляет 640 нг/мл плазмы 
крови)
Fig. 5. Chromatogram of rat blood plasma after 4 h a single intraperitoneal administration 150 mg/kg 
dose of GTS-301 (The concentration of GTS-301 is 640 ng/ml of blood plasma)

Заключение/Conclusion

На основании полученных данных можно конста-
тировать, что разработана и валидирована селектив-
ная, чувствительная и воспроизводимая ВЭЖХ-МС 
методика количественного определения димерного 
дипептидного миметика с антидепрессантоподобной 
активностью — ГТС-301 в биологическом материа-

ле, которая может быть применена в исследованиях 
фармакокинетики. Для извлечения ГТС-301 из био-
материала и осаждения белков плазмы крови исполь-
зовали ацетонитрил, степень извлечения достигала 
в среднем 109,8±11,3 %. НПКО ГТС-301 в плазме 
крови крысы составил 50 нг/мл при соотношении 
сигнал/шум >10. Все градуировочные графики для 
ГТС-301, полученные в ходе валидационного перио-
да, имели квадратичную зависимость (уравнение вида  
y = ax2 + bx + c, коэффициент корреляции в среднем 
0,996, n = 3) в диапазоне концентраций 50÷10000 нг 
ГТС-301/ мл плазмы. Валидация разработанной ме-
тодики включала в себя определение правильности 
(Accuracy), демонстрирующей насколько сильно 
расчётное (обнаруженное) значение концентрации 
отличается от истинного, и точности (Precision), опре-
деляющей воспроизводимость измерений. Значения 
правильности для образцов контроля качества варьи-
ровались в течение дня в среднем от 93,2 до 113,3 %, 
таким образом, отклонение Accuracy не превышало 15 %. 
Точность для ГТС-301 варьировалась в диапазоне 1,1–
11,4 %. На протяжении валидационного периода зна-
чения правильности в среднем были в пределах 101,1–
108,8 %, а точности 5,4–7,3 %. Для градуировочных 
стандартов величины валидационных параметров так-
же были в пределах допустимых значений (Accuracy — 
92,2–106,8 % и Precision — 0,1–11,5 %). Результаты 
изучения разбавления/разведения эксперименталь-
ных проб плазмы крови интактным биоматериалом 
(величины отклонений расчётной концентрации от 
теоретической для всех концентрационных уровней 
(5, 10 и 50, 100 мкг/мл) лежат в пределах допустимых 
значений (85–115 %) и указывают на возможность/
приемлемость разведения проб интактным биомате- 

Рис. 6. Фармакокинетический профиль ГТС-301 в плаз-
ме крови крыс после однократного внутрибрюшинного 
введения (доза 150 мг/кг) фармацевтической субстан-
ции (n = 5; x– ± SD) в полулогарифмических координа-
тах: на оси ординат — lg концентрации ГТС-301
Fig. 6. Semi-logarithmic pharmacokinetic profile of GTS-
301 in rat blood plasma after single intraperitoneal substance 
administration (dose 150 mg/kg) (n = 5; x– ± SD): on the 
ordinate axis — lg, concentrations of GTS-301
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риалом в 10 и 100 раз соответственно. Изучение ста-
бильности ГТС-301 выявило, что соединение устой-
чиво в биологическом материале при комнатной тем-
пературе при кратковременном хранении (3 ч), при 
нахождении в термостатируемом автосемплере (5 °С) 
в течение аналитического эксперимента (до 20 ч), 
при длительном хранении при −50 °С (в течение 4 не-
дель), а также, если подвергается нескольким циклам 

замораживания/размораживания (3 цикла).
Таким образом, вышеперечисленные характери-

стики разработанной методики делают её релевантной 
для фармакокинетических исследований. Данная ме-
тодика апробирована при изучении фармакокинетики 
ГТС-301 в плазме крови крыс после однократного в/б 
введения в дозе 150 мг/кг. 
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