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Доказана противовоспалительная активность 
синтезированных соединений из группы НПВП 
производных тиадиазолиламида в экспериментах 
на животных, отличающихся невысокой токсич-
ностью и низкой ульцерогенностью [1−5]. Полу-
ченные результаты позволяют рассматривать эти 
соединения в качестве перспективных лекарствен-
ных средств, в процессе создания которых необ-
ходимо установление критериев подлинности и 
разработка методов их количественного определе-
ния. Современным методом, позволяющим осу-
ществлять идентификацию различных соедине-
ний, является ВЭЖХ-масс-спектрометрия (ВЭЖХ-
МС/МС). Учитывая высокую точность и специ-

фичность данного метода, его можно использовать 
для контроля качества лекарственных средств, а 
также для экспериментальных и клинических 
фармакокинетических исследований.  

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − разработка 
методики ВЭЖХ-МС/МС-метода разделения и 
идентификации новых противовоспалительных 
средств из группы тиадиазолиламидов при их од-
новременном нахождении в пробе.  

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Объектом исследования явились новые про-

тивовоспалительные средства из группы произ-
водных тиадиазолиламида – ацексазоламид, пири-

дазоламид и нитробензоламид, синтези-
рованные в ОАО «ВНЦ БАВ» (г. Старая 
Купавна) проф. С.Я. Скачиловой, хими-
ческая структура которых представлена 
на рис. 1.  

Для идентификации и хроматогра-
фического разделения производных тиа-
диазола использовали метод обращенно-
фазовой высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометричес-
ким детектированием.  

Хроматографию осуществляли с по-
мощью высокоэффективного жидкостного 

C
NH

CH2 CH2
CH2 CH2

CH2 C
NH

O

O

H3C
S

N N

C2H5

S

N N

C2H5NH
C

O

N

S

N N

C2H5NH
C

O

O2N

(1)

(2)

(3)

 
Рис. 1. Химическая структура производных тиадиазолиламида: ацексазола-
мида (1), пиридазоламида (2), нитробензоламида (3) 
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хроматографа Agilent 1260 Infinity II («Agilent 
Technologies», Германия). В исследовании исполь-
зовали аналитические колонки: Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 EC-C18 2,7 мкм 4,6×100 мм; Agilent 
Zorbax Eclipse Plus C18 5 мкм 4,6×150 мм. В каче-
стве элюента применяли смеси ацетонитрила, ме-
танола, воды деионизированной и муравьиной кис-
лоты в различных соотношениях. Исследовали вли-
яние режима хроматографирования (изократиче-
ский и градиентный), состава и скорости потока 
подвижной фазы с целью определения оптималь-
ных условий разделения исследуемых соединений. 
Общее время элюирования составило 12 мин. Объ-
ем вводимой пробы раствора анализируемых со-
единений – 10 мкл. На полученных хроматограм-
мах определяли время удерживания тиадиазолила-
мидов, высоту пика и ширину на половине высоты, 
коэффициент разделения компонентов пробы.  

Детектирование осуществляли масс-спектро-
метрически с помощью тройного квадрупольного 
масс-спектрометра AB Sciex QTrap 3200 MD («AB 
Sciex», Сингапур) с электрораспылительным ис-
точником ионов (Turbo V с зондом TurboIonSpray). 
В качестве программного обеспечения использо-
вали Analyst MD 1.6.2.Software (AB Sciex). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Разработку методики масс-спектрометричес-

кой идентификации исследуемых соединений осу-

ществляли путем прямого ввода образца в масс-
детектор с помощью шприцевого насоса. Анали-
зировали смесь стандартных растворов ацексазо-
ламида, пиридазоламида и нитробензоламида (50 
нг/мл). В качестве растворителя использовали аце-
тонитрил и воду деионизированную в соотноше-
нии 2:1 с добавлением 0,1% муравьиной кислоты.  

Выявлено, что при наличии в пробе несколь-
ких тиадиазолиламидов наибольшая чувствитель-
ность была выше в режиме регистрации отрица-
тельных ионов. Для получения устойчивой масс-
спектрограммы были подобраны следующие усло-
вия детектирования: отрицательная поляризация, 
напряжение электроспрея − 5500,0 В, потенциал 
декластеризации ацексазоламида, пиридазоламида 
и нитробензоламида – соответственно −170,0; 
−140,5, −280,0 В при давлении газа завесы 1,37 атм 
и газа распыления 2,75 атм и скорости 10 мкл/мин. 
Потенциал ввода для всех ионов составил −4,5 В, 
диапазон сканирования 200−300 Да.  

Анализ полученного масс-спектра на первом 
аналитическом квадруполе Q1 показал, что в дан-
ных условиях образуются депротонированные мо-
лекулы исследуемых соединений [M−H]− со зна-
чением m/z 232,9 Да (пиридазоламид), 276,9 Да 
(нитробензоламид) и 282,8 Да (ацексазоламид) 
(рис. 2.) 

Для точной идентификации анализируемых 
соединений были определены соответствующие 

 
Рис. 2. Масс-спектр депротонированных пиридазоламида, нитробензоламида, ацексазоламида (в режиме сканирования отрицатель-
ных ионов [M-H]−)  
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MRM-переходы. Для ацексазоламида значения m/z 
ионов-продуктов составили 73,1, 128 и 196,1 Да; 
для нитробензоламида – 189,9, 144,2 и 122,1 Да; 
для  пиридазоламида – 146,2, 78,0 и 102,9 Дa. 

Оптимизацию хроматографического разделе-
ния тиадиазолиламидов проводили с использова-
нием различных аналитических колонок, составов 
подвижной фазы и режимов элюирования. Так, 
при использовании колонки InfinityLab Poroshell 
120 EC-C18 2,7 мкм 4,6×100 мм с изократическим 
режимом элюирования смесью ацетонитрила и во-
ды в соотношении 90:10 при скорости потока по-
движной фазы 400 мкл/мин в течение 12 мин не 
наблюдали выхода компонентов пробы из хрома-
тографической колонки. Увеличение расхода 
элюента до 1 мл/мин при сохранении его состава 
не привело к достижению выхода анализируемых 
веществ из колонки за указанное время.  

Результаты дальнейших исследований пока-
зали, что увеличение содержания ацетонитрила в 
подвижной фазе до 30% при сохранении скорости 
подвижной фазы 0,4 мл/мин способствовало вы-
ходу всех трех анализируемых соединений в тече-
ние 12 мин. Однако анализ хроматограммы пока-
зал, что при таких условиях ацексазоламид и пи-
ридазоламид элюируются одним пиком в середине 
2 мин, а время удерживания нитробензоламида со-

ставляет 9,5 мин, что делает данный метод срав-
нительно длительным с большим расходом по-
движной фазы и непригодным для разделения всех 
компонентов пробы. 

Увеличение скорости подачи при сохранении 
состава элюента приводило лишь к незначительно-
му уменьшению времени удерживания исследуе-
мых соединений; разделения ацексазоламида и пи-
ридазоламида при этом достичь не удалось. При-
менение метанола вместо ацетонитрила в тех же 
условиях приводило к увеличению времени удер-
живания анализируемых веществ, а также к силь-
ному размытию пиков, что исключило использова-
ние метанола в последующих экспериментах.  

Дальнейшие исследования проводили в гра-
диентном режиме элюирования: первые 2 мин в 
колонку подавался 10%-ный водный раствор аце-
тонитрила, с 3-й по 6-ю мин происходило увели-
чение содержания ацетонитрила в подвижной фазе 
до 70%, с 7-й по 12-ю мин – 10%-ный водный рас-
твор ацетонитрила. При этом скорость подвижной 
фазы составила 0,6 мл/мин.  

Анализ результатов хроматографического 
разделения показал, что применение градиентного 
режима приводит к уменьшению времени удержи-
вания нитробензоламида до 7,8 мин и к частично-
му разделению пиков ацексазоламида и пиридазо-

 
Рис. 3. Полная ионная хроматограмма смеси тиадиазолиламидов (колонка InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 2,7 мкм 4,6×100 мм,  
градиентное элюирование: 1–2 мин 10%-ного ацетонитрила, 3–6 мин увеличение содержания ацетонитрила до 70%, 7–12 мин  
10%-ного ацетонитрила, скорость потока 0,6 мл/мин) 
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ламида с удлинением времени удерживания до 
6,96 и 7,03 мин соответственно. Однако коэффи-
циент разделения критической пары составил 1,01, 
что также делает этот метод непригодным для 

разделения многокомпонентных смесей тиадиазо-
лиламидов (рис. 3). 

Дальнейшее модифицирование градиентного 
режима элюирования позволило незначительно 

 
Рис. 4. Полная ионная хроматограмма смеси тиадиазолиламидов (колонка Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 5мкм 4,6×150 мм, изокра-
тическое элюирование 30% ацетонитрила, скорость потока 0,4 мл/мин) 

 
Рис. 5. Полная ионная хроматограмма смеси тиадиазолиламидов (колонка Zorbax Eclipse Plus C18 5 мкм 4,6×150 мм, ступенчатое 
градиентное элюирование: 1–2,5 мин 30% ацетонитрила, 0,6 мл/мин; 2,5–12 мин 70% ацетонитрила, 1,2 мл/мин) 
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сократить время удерживания исследуемых со-
единений, однако полного разделения компонен-
тов пробы достичь не удалось. Поэтому дальней-
шие исследования были выполнены с использова-
нием хроматографической колонки Agilent Zorbax 
Eclipse Plus C18 5 мкм 4,6×150 мм. Применение 
данной колонки позволило удовлетворительно 
разделить смесь тиадиазолиламидов в изократиче-
ском режиме элюирования с использованием 30%-
ного водного раствора ацетонитрила при скорости 
подвижной фазы 0,4 мл/мин (рис. 4). 

Коэффициент разделения ацексазоламида и 
пиридазоламида при этом составил 1,16, что поз-
воляет использовать данный метод для точной 
идентификации анализируемых соединений. Даль-
нейшие исследования были направлены на умень-
шение продолжительности анализа. С этой целью 
разработан ступенчатый градиентный режим элю-
ирования с комбинацией двух изократических 
участков с разной элюирующей силой подвижной 
фазы. Так, до 2,5 мин (выход ацексазоламида и 
пиридазоламида из колонки) элюирование прово-
дили 30%-ным водным раствором ацетонитрила со 
скоростью 0,6 мл/мин; с 2,5-й по 12-ю мин элюи-
рование осуществляли 70%-ным водным раство-
ром ацетонитрила с увеличением расхода элюента 
до 1,2 мл/мин. Данный режим позволил сократить 
время разделения компонентов пробы до 3 мин с 
сохранением селективности (рис 5). 

Время удерживания ацексазоламида, пирида-
золамида и нитробензоламида составило соответ-
ственно 2,05; 2,22 и 2,70 мин. Коэффициент разде-
ления ацексазоламида и пиридазоламида был ра-
вен 1,1, а нитробензоламида и пиридазоламида − 
1,21, что является достаточным для эффективной и 
точной идентификации исследуемых соединений. 

Высота пиков ацексазоламида, пиридазоламида и 
нитробензоламида составила соответственно 
1,36.e5; 1,29 e5; 2,23 e5 имп/с.  

ВЫВОДЫ 
Результатом проведенного исследования яви-

лась разработка методики идентификации и разде-
ления новых соединений из группы производных 
тиадиазолиламида при их одновременном нахож-
дении в пробе с помощью ВЭЖХ-МС/МС: ана-
литическая колонка Zorbax Eclipse Plus C18 5 мкм 
4,6×150 мм, ступенчатое градиентное элюирова-
ние: 1–2,5 мин 30% ацетонитрила, 0,6 мл/мин;  
2,5–12 мин 70% ацетонитрила, 1,2 мл/мин, про-
должительность анализа – 3 мин; масс-спектро-
метрическое детектирование. 
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Objective. Development of the HPLC-MS / MS technique for the separation and identification of new anti-inflammatory drugs 
from the thiadiazolamide group. 

Material and methods. Non-steroid anti-inflammatory drugs from the group of thiadiazolylamide derivatives – acexazolamide, 
pyridazolamide and nitrobenzolamide were the objects of this study. Chromatography was performed using an Agilent 1260 Infinity II 
chromatograph (Agilent InfinityLab Poroshell 120 analytical columns EC-C18 2.7 μm 4.6 × 100 mm, Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 5 
μm 4.6 × 150 mm). As a mobile phase, a mixtures of acetonitrile, methanol, deionized water and formic acid was used in different ra-
tios in isocratic or gradient modes. Identification of new anti-inflammatory agents from the thiadiazolamide group was carried out 
mass-spectrometrically using a triple quadrupole mass spectrometer AB Sciex QTrap 3200 MD with an electrospray ion source (Turbo 
V with a TurboIonSpray probe). 

Results. a high performance liquid chromatography technique with tandem mass spectrometry (HPLC-MS / MS) was developed 
to separate and identify new anti-inflammatory agents from the thiadiazolamide group (Zorbax Eclipse Plus C18 analytical column 5 
μm 4.6 × 150 mm, gradient elution: 1-2 , 5 min 30% acetonitrile, 0.6 ml/min 2.5 - 12 min 70% acetonitrile, 1.2 ml/min, analysis time 
3 minutes, mass spectrometric detection). The retention time of acexazolamide, pyridazolamide and nitrobenzolamide was 2.05, 2.22 
and 2.70 minutes respectively. The identification of thiadiazolylamides was carried out by mass spectrometry. Detection conditions: 
negative polarization, electrospray voltage - 5500.0 V, decasterization potential of acexazolamide, pyridazolamide and nitrobenzena-
mide -170,0; -140.5, -280.0 V at a curtain gas pressure of 20.0 psi and a spray gas of 40.0 psi, a rate of 10 μl/min. The input poten-
tial for all ions was -4.5 V, the scan range was 200-300 Da. The values of MRM transitions with negative polarization were for azexazo-
lamide m/z 282.8 → 73.1 m/z 282.8 → 128 and m /z 282.8 → 196.1; for nitrobenzenamide m/z 276.9 → 189.9, m/z 276.9 → 144.2 
and m/z 276.9 → 122.1; for pyridazolamide m/z 232.9 → 146.2, m/z 232.9 → 78.0 and m/z 232.9 → 102.9. 

Conclusion. The developed HPLC-MS / MS technique allows the detection of new non-steroid anti-inflammatory drugs from the 
group of thiadiazolamide derivatives in one sample without their separation. 

Keywords: HPLS-MS/MS, chromatography, mass-spectrometry, thiadiazolilamides, non-steroid anti-inflammatory drug/ 
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Лекарственные препараты, разработанные ВИЛАР 

Алпизарин (таблетки, мазь), рег. №№ 85/507/2; 85/507/10; 85/507/16 − противовирусное средство, получаемое из травы ко-
пеечника альпийского (Hedysarum alpinum L.) или копеечника желтеющего (Hedysarum flavenscens Rerel et Schmalh).  
По сравнению с ацикловиром обладает более широким спектром действия.  

Аммифурин (таблетки, спиртовый раствор), рег. №№ 83/914/9; 70/151/47; 70/151/48 − фотосенсибилизирующее средство, 
получаемое из плодов амми большой (Ammi majus L.). 
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