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Актуальность 
• Нестероидные 

противовоспалительные 
средства являются 
одними из наиболее 
востребованных 
лекарственных 
препаратов на 
фармацевтическом 
рынке (рис. 1). 
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Рис. 1. Сегментация зарегистрированных НПВП по странам 
производителям 

• В процессе фармакокинетических исследований необходим 
расчет целого ряда фармакокинетических параметров. Для 
облегчения и ускорения подобных расчетов целесообразным 
является использование фармакокинетических калькуляторов. 
Существенным недостатком существующих 
фармакокинетических калькуляторов является необходимость 
оплаты за их использование, так как версии бесплатного 
пользования ограничены функционалом. 
 



Цель 

• Разработка фармакокинетического калькулятора 
и использование его для экспериментальных 
фармакокинетических исследований 
нитробензоламида –  нового нестероидного 
противовоспалительного средства из группы 
производных тиадиазола методом ВЭЖХ-МС/МС. 



Задачи 

• Рассчитать дозы НПВС для внутривенного и 
внутрижелудочного введения индивидуально для 
каждого подопытного животного. 

• Забрать кровь и произвести пробоподготовку. 

• Определить содержание нитробензоламида в плазме 
крови. 

• Сбор фармакокинетических параметров для 
разработки фармакокинетического калькулятора на 
базе пакета программ Microsoft Office Excel 2013. 

• С помощью разработанного фармакокинетического 
калькулятора рассчитать основные 
фармакокинетические параметры для нового 
производного тиадиазола –  нитробензоламида. 
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Рис. 2. Химическая структура нитробензоламида – нового 
нестероидного противовоспалительного средства из группы 
производных тиадиазола  (химическая структура 2-(5-этил-
1,3,4-тиадиазолил) амид 4-нитробензойной кислоты; 
молярная масса 278,3 г/моль). 
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 За 12 часов до начала и в течение эксперимента подопытных животных не 
кормили, не ограничивая им доступ к воде. Перед постановкой 
эксперимента животные проходили карантин в течение 10-14 дней. 

 Фармакокинетические исследования проводили на 6 кроликах породы 
русский великан массой 3,9±0,2 кг. Подопытных животных содержали в 
стандартных условиях вивария: при двенадцатичасовом режиме освещения 
и доступе к воде ad libitum. 

 

 

 Объектом исследования явился нитробензоламид – новое производное 
1,3,4-тиадиазола, синтезированное в ОАО «ВНЦ БАВ» (г. Старая Купавна) 
проф. С.Я. Скачиловой (рис. 2). 

 По внешнему виду порошок белого цвета, без запаха, растворим в воде, 
практически не растворим в органических растворителях, легко растворим 
в ацетонитриле. 



• Исследование проводили по открытой рандомизированной 
перекрѐстной схеме. Период вымывания препарата между 
этапами составил 7 дней.  

• Нитробензоламид вводили 
подопытным кроликам однократно 
внутрижелудочно (через зонд) в дозе 
10 мг/кг в 20 мл 2% слизи крахмала 
или внутривенно в дозе 1 мг/кг в 
0,33% растворе димексида. Забор 
крови осуществляли через катетер из 
вены уха в обработанные натриевой 
солью гепарина пробирки в объеме 1 
мл до начала исследования и через 
0,016; 0,08; 0,16; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 
2; 3; 4; 6; 8;10; 12; 24 и 36 часов 
после введения исследованных 
соединений (рис. 3). 
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Рис . 3. Забор крови через катетер 
из вены уха подопытного кролика. 
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• Продолжительность мониторинга 
концентрации нитробензоламида 
в плазме крови в среднем в 5 раз 
превышала период 
полувыведения (Т1/2). 

• Кровь центрифугировали в 
течение 10 минут при скорости 
3000 оборотов в минуту. В 
процессе центрифугировали 
происходило осаждение 
форменных элементов крови. 
Плазму крови с помощью пипеток 
переносили в химически чистые 
промаркированные пробирки 
(рис. 4) 

 

Рис. 4. Получение плазмы крови методом 
центрифугирования. 
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• Полученную плазму крови хранили при температуре -40°С. 

ацексазоламида в 50% ацетонитриле и 450 
мкл ацетонитрила с 0,1% муравьиной 
кислоты. Для приготовления бланка к 450 
мкл плазмы крови добавляли 500 мкл 
ацетонитрила с 0,1% муравьиной кислоты и 
50 мкл воды деионизированной.  

Пробы встряхивали на вортекс-шейкере, термостатировали 20 минут при 
температуре 37 оС, далее центрифугировали в течение 10 минут при 18000 
об/мин, после чего надосадочную жидкость переносили в виалы для 
хроматографа. 

• Для пробоподготовки был выбран метод осаждения 
белков плазмы крови ацетонитрилом. Для этого к 
450 мкл исследуемого образца плазмы крови 
добавляли 100 мкл стандартного раствора  

Рис. 5. Планшеты с 
промаркированными пробирками, 
содержащими гепаринизированную 
кровь. 
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Количественное определение 
нитробензоламида в плазме крови 
осуществляли валидированным методом 
высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-
спектрометрическим детектированием 
(ВЭЖХ-МС/МС) (Попов Н.С., Малыгин 
А.С., Демидова М.А., 2017). 
Исследование осуществляли с помощью 
высокоэффективного жидкостного 
хроматографа Agilent 1260 Infinity II 
(Agilent Technologies, ФРГ). 

В качестве детектора использовали 
тройной квадрупольный масс-
спектрометр AB Sciex QTrap 3200 MD 
(AB Sciex, Сингапур) с 
электрораспылительным источником 
ионов (Turbo V с зондом TurboIonSpray). 
Калибровку масс-спектрометра 
проводили с помощью тестового 
раствора резерпина в концентрации 
6,1×10–2 мг/л. 

Рис. 6. Холодильное оборудование для 
хранения биологического материала при 
температуре -40°С. 
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Для хроматографирования использовали следующие условия: неподвижная фаза – 
аналитическая колонка Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 2,7 мкм 4,6×100 мм при 
температуре 40 оС; подвижная фаза – смесь ацетонитрила и воды деионизированной в 
соотношении 30:70 с добавлением 0,1% муравьиной кислоты; скорость потока подвижной 
фазы – 0,6 мл/мин; объем вводимой пробы – 10 мкл; общее время изократического 
элюирования – 4 минуты. При использовании данных условий хроматографии время 
удерживания для аналита составило 2,7 минуты. 

Валидация методики количественного определения нитробензоламида в плазме крови была 
проведена в соответствии с требованиями Общей фармакопейной статьи ОФС.1.1.0012.15 
Валидация аналитических методов, а также с использованием отечественных и 
международных рекомендаций по валидации биоаналитических методов. 

 

Рис . 7. Полная ионная 
хроматограмма нитробензоламида 
(колонка InfinityLab Poroshell 120 
EC-C18 2,7 мкм 4,6×100 мм, 
изократическое элюирование 30% 
ацетонитрила, скорость потока 0,6 
мл/мин). 
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• Детектирование нитробензоламида осуществляли масс-
спектрометрически, используя электрораспылительный источник ионов 
(Turbo V с зондом TurboIonSpray). 

• Для получения устойчивой масс-спектрограммы были использованы 
следующие условия детектирования: отрицательная поляризация, 
напряжение электроспрея – 5500,0 В, потенциал декластеризации -
280,0 В при давлении газа завесы 20,0 psi и газа распыления 40,0 psi, 
скорость 10 мкл/мин. Потенциал ввода для всех ионов составил -4,5 В, 
диапазон сканирования 200 – 300 Да. 

 



Результаты 
• На первом этапе исследования нами 

был разработан 
фармакокинетический калькулятор 
на базе пакета программ Microsoft 
Office Excel 2013.   С этой целью в 
разработанном калькуляторе были 
предусмотрены ячейки для ввода 
первичных данных (концентрация 
исследуемого вещества в крови в 
определенные периоды времени) 
(рис. 8).  

• Для всех данных введены формулы, 
позволяющие осуществлять 
статистическую обработку данных: 
расчет среднеарифметических 
(Mean) и среднегеометрических 
(GMean) значений, стандартного 
отклонения (SD), коэффициента 
вариации (CV, %), медианы (Median) 
и их интервальной оценки (Доверит, 
L-90%, U-90%), максимальное (Max) 
и минимальное (Min) значение. 

 

Рис. 8. Ячейки фармацевтического калькулятора с 
первичными данными (концентрация нитробензоламида 
в плазме крови в различные временные интервалы 
после внутривенного введения). 



• На основании данных о содержании нитробензоламида в 
крови были построены фармакокнитеческие кривые 
зависимости концентрации нитробензоламида в плазме крови 
от времени (рис. 9) 
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Рис. 9. Фармакокинетическая кривая зависимости концентрации 
нитробензоламида в плазме крови от времени при его внутривенном 
введении в дозе 1 мг/кг. 

Результаты 



• Фармакокинетические параметры 
определяли внемодельным способом. 

• Рассчитаны следующие внемодельные 
параметры: AUC0→∞ и AUC0→t (площади 
под фармакокинетической кривой); 
T1/2 (период полувыведения), Сmax 

(максимальная концентрация),  tmax 

(время достижения максимальной 
концентрации), Сl (клиренс),  Кel 

(константа элиминации),  Vd 

(кажущийся объем распределения),  
MRT (время удерживания вещества в 
плазме), 95% CI (границы 95% 
доверительного интервала).  

• На рис.10 Представлены результаты 
расчета площадей под 
фармакокинетической кривой в 
различные временные интервалы 
AUC0→t и AUC0→∞, клиренса (Сl) и 
объема распределения (Vd). 
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Рис. 10. Результаты фармакокинетических 
исследований: расчет значений площади под 
фармакокинетической кривой, клиренса и 
объема распределения. 

Результаты 



• Разработанный калькулятор позволяет 
оценивать фармакокинетические 
параметры модельным методом на 
основе 2-хкамерной модели. 
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 2-х камерная модель 
представлена центральной 
камерой (кровь и 
интерстициальная жидкость) и 
периферической камерой 
(внутренние органы). 

 На рис. 11 и 12 представлены 
результаты расчета 
концентрации и 
нитробензоламида для 
центральной и периферической 
камер. 

Рис. 12. Концентрация нитробензоламида в 
центральной камере. 

Рис. 11. Концентрация нитробензоламида в 
периферической камере. 
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Рис. 13. Результаты расчета фармакокинетических параметров 
при внутривенном введении кроликам нитробензоламида в дозе 1 
мг/кг. 

• Результаты расчета фармакокинетических параметров при внутривенном 
введении кроликам нитробензоламида в дозе 1 мг/кг приведены на рис. 13. 

Результаты 



Выводы 

• Разработан фармакокинетический калькулятор для расчета 
фармакокинетических параметров, который можно 
использовать как при проведении экспериментально-
исследовательской работы, так и в клинической практике для 
оценки изучения фармакокинетики лекарственных 
препаратов (оценка биоэквивалентности лекарственных 
препаратов, клинические фармакокинетические 
исследования, индивидуальный фармакокинетический 
профиль).  

• Определено содержание нитробензоламида – нового 
нестероидного противовоспалительного средства из группы 
производных тиадиазола в плазме крови кроликов при 
однократном внутривенном и внутрижелудочном применении 
с помощью валидированного метода ВЭЖХ-МС/МС. 

• С помощью разработанного фармакокинетического 
калькулятора рассчитаны основные фармакокинетические 
параметры для нового производного тиадиазола –  
нитробензоламида. 


