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Для контроля концентрации лекарственных препаратов, обладающих узким терапевтическим диапазоном, и 
проведения эффективных и безопасных методов лечения проводится терапевтический лекарственный мониторинг 
(ТЛМ). Однако на сегодняшний день проведение ТЛМ связано с различными затруднениями, для решения которых 
разрабатываются более удобные и менее инвазивные методы сбора биологического материла.
Цель. Разработать протоколы взятия и хранения образцов «высушенной капли крови» (Dried Blood Spot, DBS), а 
также протоколы валидации методов количественного определения лекарственных препаратов в цельной крови с 
использованием данной технологии для последующего проведения терапевтического лекарственного мониторинга.
Материалы и методы. Для детального анализа метода «высушенной капли крови» и выявления характерных 
особенностей взятия и хранения биообразцов, был проведен сбор и анализ научной литературы за последние 10 лет. 
Поиск литературных материалов проводился с помощью открытых и доступных источников, размещенных в научных 
библиотеках учреждений, в электронных базах данных и поисковых системах: Elibrary, PubMed, Scopus, КиберЛенинка, 
Medline, ScienceDirect, Web of Science, Google Scholar. Подготовили первичные протоколы взятия, хранения и 
анализа образцов «высушенной капли крови». На стадиях отбора и хранения проводили апробацию и оптимизацию 
разработанных протоколов для получения образцов надлежащего качества. Методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрической детекцией (ВЭЖХ-МС/МС) с использованием в качестве 
пробоподготовки «высушенную каплю крови», оптимизировали протоколы валидации лекарственных препаратов 
для обеспечения достижения приемлемых валидационных характеристик и проведения последующего ТЛМ. 
Результаты. Выявлены особенности сбора, хранения и анализа образцов «высушенной капли крови». Определены 
такие характеристики, как: эффект объёма капли, эффект гематокрита, однородность капли, которые могут оказывать 
влияние на результаты количественного ВЭЖХ-МС/МС анализа. Для успешного использования новой методики нами 
были разработаны надлежащие протоколы взятия образцов «высушенной капли крови» из пальца руки взрослых 
пациентов и из пятки новорожденных детей, а также протоколы валидации методов количественного определения 
лекарственных препаратов из данных образцов.
Заключение. Применение метода «высушенной капли крови» с использованием новых разработанных протоколов 
взятия, хранения и анализа биологических образцов снимает существующие ограничения при проведении ТЛМ, а также 
в последствии может стать перспективным методом для проведения доклинических и клинических исследований.  
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To control the concentration of drugs with a narrow therapeutic range, and to conduct effective and safe treatments, 
Therapeutic Drug Monitoring (TDM) is carried out. However, to date, the implementation of TDM is associated with various 
difficulties, for the solution of which more convenient and less invasive methods for collecting biological material are being 
developed.
The aim of the study was to develop protocols for the collection and storage of “dried blood spot” (DBS) samples, as well as 
protocols for the validation methods for the quantitative determination of drugs in whole blood, using this technology for 
subsequent therapeutic drug monitoring.
Materials and methods. To analyze a “dried blood spot” method in detail and to identify the characteristic features of taking 
and storing biosamples, a collection and analysis of scientific literature over the past 10 years has been conducted. The search 
for literature materials has been carried out from open and accessible sources located in the scientific libraries of institutions, 
in electronic databases and search engines: Elibrary, PubMed, Scopus, Cyberleninka, Medline, ScienceDirect, Web of Science, 
Google Scholar. Primary protocols for taking, storing and analyzing samples of the “dried blood drop” have been prepared. 
To obtain the adequate quality samples, the developed protocols have been tested and optimized at the stages of selection 
and storage. By high-performance liquid chromatography with mass spectrometric detection (HPLC-MS/MS), using a “dried 
blood drop” as a sample preparation, drug validation protocols have been optimized to ensure that acceptable validation 
characteristics were achieved, and subsequent Therapeutic Drug Monitoring was performed.
Results. The features of the collection, storage and analysis of the “dried blood spot” samples have been revealed. Such 
characteristics as a spot volume effect, a hematocrit effect, a droplet uniformity, which can affect the results of a quantitative 
HPLC-MS/MS analysis, have been determined. For a successful use of the new methods, appropriate protocols for taking 
samples of “dried blood spot” from the finger of adult patients and from the heel of newborns, as well as protocols for 
validating methods for the quantitative determination of drugs from these samples, have been developed.
Conclusion. The application of the “dried blood spot” method using newly developed protocols for taking, storing and 
analyzing biological samples, relieves the existing constraints in conducting TDM, and can later become a promising method 
for conducting preclinical and clinical studies.
Keywords: “dried blood spot” method; therapeutic drug monitoring; bioanalysis; method validation; HPLC-MS/MS
Abbreviations: MP/D – medicinal preparation/drug; HPLC-MS/MS – high performance liquid chromatography with tandem 
mass spectrometry; TDM – Therapeutic Drug Monitoring; DBS – Dried Blood Spot; QCL – low quality control; QCM – mean 
quality control; QCH – high quality control; QC – quality control; LLQL – lower limit of quantitation level.

ВВЕДЕНИЕ
«Высушенная капля крови» (от англ. Dried Blood 

Spot, DBS) – это метод пробоподготовки, который 
является относительно простым методом сбора 

небольших объемов крови, с помощью которого 
можно пренебречь сбором плазмы и заморозкой 
образцов.

Метод «высушенной капли крови» представляет 
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широкий спектр возможных применений, которые 
невыполнимы или затруднены в исполнении 
традиционными методами сбора биообразцов [1]. 
Одним из основных таких вариантов использования 
данной технологии является терапевтический 
лекарственный мониторинг (ТЛМ).

На сегодняшний день для проведения 
ТЛМ и анализа лекарственных препаратов  
(ЛП) необходим сбор большого количества 
биологического материала, которым является 
плазма или сыворотка крови. Для получения 
данных биообразцов необходимо произвести 
отбор цельной крови, которую получают 
стандартными методами венепункции. Однако 
для многих групп пациентов стандартные методы 
отбора цельной крови вызывают значительные 
затруднения, что ограничивает проведение ТЛМ 
и корректировку режимов дозирования для ЛП с 
узким терапевтическим диапазоном [1, 2].

Новая технология сбора образов цельной крови, 
которым является менее инвазивный и простой 
способ DBS, позволяет преодолеть существенные 
ограничения, связанные со стандартными методами 
и провести ТЛМ в тех клинических ситуациях, 
в которых он был затруднён или в принципе 
невозможен [3].

Однако для количественного анализа ЛП 
в образцах DBS необходимо использование 
высокочувствительных и селективных аналитических 
технологий, таких как высокоэффективная жидкостная 
хроматография с масс-спектрометрической 
детекцией (ВЭЖХ-МС/МС). Использование такой 
современной аналитической системы позволит 
оптимизировать анализ биообразцов для проведения 
ТЛМ и расширить возможности применения DBS 
на различных стадиях разработки лекарственных 
средств и в рамках фармакокинетических 
исследований.

Однако, несмотря на большой потенциал 
и преимущества этой технологии, её широкое 
внедрение в рутинную практику ТЛМ станет возможно 
только после достоверного подтверждения точности 
и воспроизводимости получаемых аналитических 
данных о концентрации изучаемых препаратов, что 
требует дополнительной разработки и валидации 
биоаналитических методов, использующих метод 
DBS на этапе взятия биоматериала и его подготовки 
к исследованию.

ЦЕЛЬ. Разработать протоколы взятия и хранения 
образцов «высушенной капли крови», а также 
протоколы валидации методов количественного 
определения лекарственных препаратов в цельной 
крови с использованием данной технологии для 
последующего проведения терапевтического 
лекарственного мониторинга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для анализа метода DBS и выявления 

характерных для него особенностей взятия и 
хранения биообразцов, был проведен сбор и анализ 
научной литературы за последние 10 лет. Поиск 
литературных материалов проводился с помощью 
открытых и доступных источников, размещенных в 
научных библиотеках учреждений, в электронных 
базах данных и поисковых системах: Elibrary, PubMed, 
Scopus, КиберЛенинка, Medline, ScienceDirect,  
Web of Science, Google Scholar.

Параметрами для отбора литературы были 
выбраны следующие слова и словосочетания: 
«высушенная капля крови»; ВЭЖХ-МС; 
терапевтический лекарственный мониторинг; 
валидация; пробоподготовка; биоанализ. Также 
поиск проводился с помощью английских аналогов 
ключевых слов: Dried Blood Spot; HPLC-MS; therapeutic 
drug monitoring; validation; sample preparation; 
bioanalysis. 

После анализа литературных данных 
разрабатывали первичные протоколы взятия, 
хранения и анализа образцов DBS на основе 
проведенного детального анализа и выявления 
специфических характеристик данной методики. 

Далее методом ВЭЖХ-МС/МС, используя в 
качестве пробоподготовки DBS, проводили анализ 
образцов ивабрадина и оптимизировали протоколы 
валидации ЛП для достижения приемлемых 
валидационных характеристик и проведения 
последующего ТЛМ. 

Основное оборудование: ВЭЖХ система Agilent 
1260 (Agilent Technologies, Inc., США) с бинарным 
насосом и термостатируемым автосемплером. 
Хроматографическое разделение компонентов 
проводили на колонке Poroshell 120 C18 (4,6 × 50 
мм × 2,7 мкм). Аналиты определяли с помощью 
гибридной масс-спектрометрической системы Sciex 
QTRAP 5500.

Мобильная фаза представляла собой смесь 
вода-ацетонитрил, модификатором мобильной 
фазы служила 0,1% муравьиная кислота, которую 
добавляли как в водную, так и в органическую 
мобильную фазы.

В ходе оптимизации условий хроматографического 
разделения был выбран градиентный режим 
элюирования. Соотношение мобильной фазы вода-
ацетонитрил (70:30) не изменялось при скорости 
0,6 мл/мин до 0,5 минуты, после чего происходило 
постепенное изменение до соотношения вода-
ацетонитрил (0:100), которое было достигнуто на 
2 мин. На 3 мин. соотношение было изменено 
на первоначальное, и, при этом, происходило 
уравновешивание системы до 5 мин. Модификатором 
мобильной фазы служила 0,1% муравьиная кислота, 
которую добавляли как в водную, так и в органическую 
составляющую мобильной фазы.

DOI: 10.19163/2307-9266-2022-10-4-331-342
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В данной методике для приготовления 
калибровочных стандартов и образцов контроля 
качества были использованы стандарты ивабрадина 
(Servier, Франция) и N-десметиливабрадина в 
качестве внутреннего стандарта (Toronto Research 
Chemical Inc., Канада).

Для каждой аналитической серии готовили 
свежие рабочие растворы стандартов. Конечная 
концентрация рабочих растворов ивабрадина 
составила: 10, 20, 100, 500, 1000, 5000, 8000,  
10000 нг/мл.

Для получения калибровочного раствора 100 мкл  
цельной крови переносили в микропробирки 
на 1,5 мл и добавили 10 мкл рабочего раствора 
соответствующей концентрации. Концентрация 
калибровочных растворов составила 1, 2, 10, 50, 100, 
500, 800, 1000 нг/мл.

Образцы контроля качества (КК) были 
приготовлены со следующими четырьмя уровнями 
концентрации: 1 мкг/мл (нижний предел 
количественного определения, НПКО), 3 мкг/мл 
(низкий КК, QCL), 400 мкг/мл (средний КК, QCM) и 
750 мкг/мл (высокий КК, QCH).

Далее 20 мкл полученных рабочих растворов 
наносили на фильтровальную бумагу и давали 
сохнуть при комнатных условиях в течение 3 часов.

Для подготовки образцов DBS из карт был 
вырезан диск диаметром 6 мм специальным 
устройством для выреза маркированных кругов Uni-
Core, который помещали в пробирку и экстрагирован 
экстракционным раствором. Экстракцию проводили 
с помощью шейкера в течение 20 мин при 25°C, 
затем образцы переносили в новые пробирки и 
анализировали с помощью ВЭЖХ-МС/МС.

Статистическая обработка результатов
Обработка полученных данных проводилась 

с использованием программно-статистической 
среды R 3.6.1 в программе RStudio 1.2, а также 
специализированного программного обеспечения 
Sciex Analyst 1.6.2. Во время работы системы 
полученные данные обрабатывались в ПО Analyst 
в виде полных масс-спектров, интенсивности 
одиночных или множественных ионов в зависимости 
от времени или общего ионного тока. Для 
количественного определения использовался метод 
градуировочного графика с весовым коэффициентом 
1/x2. В качестве параметра бралось соотношение 
площадей пика аналита и внутреннего стандарта [8, 
10, 12, 23].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Общие положения о методе 
DBS
В отличие от стандартных методов сбора цельной 

крови, DBS подразумевает сбор минимального 

количества капиллярной крови из пальца рук взрослых 
или пяточки новорожденных детей и нанесении 
капли крови на отмеченную область фильтровальной 
бумаги. После данной процедуры капля крови сохнет 
на воздухе при комнатной температуре в течение 
не менее 4-х часов в сухом месте без попадания 
прямых солнечных лучей. Высушенные образцы 
транспортируются в лабораторию, в которой 
производят манипуляции, связанные с вырезом диска 
от 3 до 8 мм из фильтровальной карты специальным 
устройством. Этот диск в последствие экстрагируется 
органическим растворителем или смесью водного 
и органического растворителя. Далее полученные 
образцы количественно определяются с помощью 
различных биоаналитических технологий [4].

Таким образом, весь процесс сбора образцов 
DBS рассматривается как распределение капли 
крови по пористой поверхности с одновременным 
проникновением и растеканием внутри неё. 
Распределение и смачивание пор субстрата кровью 
является комплексным процессом, зависящим от 
физических и химических свойств (бумаги и крови), 
что необходимо дополнительно исследовать перед 
применением в широкой клинической практике [4].

Весь этот механизм метода DBS определяет ряд 
существенных преимуществ данной технологии 
перед стандартными способами сбора биоматериала, 
а также некоторые его ограничения.

Преимущества и недостатки 
технологии DBS
Одно из основных преимуществ данной 

технологии – отбор достаточно меньшего количества 
цельной крови, что позволяет преодолеть 
существующие ограничения ТЛМ для различных групп 
пациентов. Также метод DBS подразумевает процесс 
сушки образцов в стандартных лабораторных условиях 
и их транспортировку в аналитическую лабораторию 
без использования специального оборудования и с 
минимальным риском инфекционного заражения  
[3, 5].

Существует возможность проводить процедуру 
взятия биоматериала дома без привлечения 
специального персонала. Это позволит производить 
большее количество анализов с помощью метода 
DBS и построить более точную кривую зависимости 
«концентрация-время» для оптимизации режима 
дозирования ЛП с узким терапевтическим 
диапазоном.

Все вышеперечисленные преимущества могут 
иметь существенные экономические выгоды при 
сборе и анализе образцов DBS по сравнению со 
стандартными методами сбора биообразцов. 
Возможный отбор проб DBS на дому также приведет к 
существенным экономическим выгодам у пациентов, 
которым требуется провести ТЛМ [7].
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Однако данный метод не лишён своих 
недостатков. Анализ образцов DBS подразумевает 
специальное высокочувствительное аналитическое 
оборудование и необходимость обучения 
медицинских работников для получения образцов 
надлежащего качества [8, 9]. Также стоит принять 
во внимание, что используемые в настоящее время 
требования к валидации биоаналитических методик, 
которые описаны в руководствах для традиционных 
матриц, не обеспечивают всех необходимых аспектов 
разработки метода, аналитической и клинической 
валидации для образцов DBS и применения их в 
рамках ТЛМ. Такие специфические параметры, 
характерные для новой технологии, как: влияние 
гематокрита, которое может привести к различной 
вязкости крови и распределению капли на бумаге; 
гомогенность капли и её размер могут повлиять на 
получаемый результат и в свою очередь требуют 
дополнительной валидации [10, 11].

Все эти недостатки создают необходимость 
разработки новых протоколов взятия и хранения 
образцов крови, а также дополнительной валидации, 
которые были бы характерны для метода DBS и 
использования его в ТЛМ.

Анализ существующих 
литературных источников
За последние 10 лет было опубликовано 

большое количество статей, описывающих 
разработку, валидацию нового метода DBS, а также 
возможностm применения его в рамках проведения 
ТЛМ различных классов препаратов, таких как: 
анальгетики, антибиотики, противоэпилептические, 
антидепрессанты, противомалярийные, 
противогрибковые, антиретровирусные, 
мочегонные, иммунодепрессанты и др. [12]. 

Нами был произведен анализ существующих 
способов количественного определения ЛП с 
помощью ВЭЖХ-МС/МС в образцах «высушенной 
капли крови» (табл. 1). В выбранных работах 
учитывались дополнительные валидационные 
характеристики, присущие только для нового способа 
сбора биообразцов, оказывающих значительное 
влияние на результаты анализа: размер капли, 
природа материала, карта для образцов DBS,  
условия экстракции и уровень гематокрита [9, 10, 13, 
15, 16, 18–20, 25–29]. 

Такие параметры, как эффект гематокрита, 
эффект объёма капли и однородность пятна могут 
оказывать существенное влияние на результат 
анализа ЛП в образцах DBS и могут варьироваться 
от образца к образцу. Именно эти характеристики и 
были определены как дополнительные параметры, 
требующие разработки новых протоколов 
валидации количественного ВЭЖХ-МС/МС анализа 

лекарственных препаратов, а также подготовки 
практических рекомендаций для медицинских 
работников по сбору и хранению данных образцов 
цельной крови для получения приемлемых 
аналитических результатов [8, 9, 17, 39].

Разработка протоколов отбора, 
хранения образцов и валидации DBS
На основании литературного анализа и 

существующих методик сбора капель цельной крови 
на специальную бумагу, нами были разработаны и 
оптимизированы протоколы взятия образцов DBS 
из пальца руки для взрослых пациентов и из пятки 
для новорожденных детей [40–42]. Разработанные 
протоколы представлены ниже.

Протокол взятия и хранения образцов DBS из 
пятки новорожденных детей:

1. Оформить информированное добровольное 
согласие законного представителя;

2. Подписать капли с идентификатором пациента 
и датой; 

3. Выбрать место проведения пункции на 
боковой стороне пятки;

4. Разогреть стопу с помощью теплой пеленки;
5. Обработать руки и надеть стерильные 

перчатки;
6. Расположить пятку ниже туловища ребенка и 

удерживать ее без резкого сгибания лодыжки; 
7. Обработать место проведения пункции с 

помощью антисептического раствора и дать ему 
высохнуть;

8. Быстро проколоть кожу латерально, в месте, 
как показано на картинке (Рис. 1), с помощью ланцета 
и стереть стерильным ватным шариком первую 
каплю крови.

9. Удерживать место пункции внизу, осторожно 
надавливая на прилегающую область и произвести 
взятие крови на бланк на фильтровальную бумагу;

10. Держать карту, не касаясь отмеченной 
области (Рис. 2);

11. Осторожно прикоснувшись карточкой 
фильтровальной бумаги к капле крови, нанести её 
на карту. Дать карточке впитать кровь, пока круг 
не заполнится. После нанесения не прикасаться к 
отмеченной области;

12. Дать пятну крови высохнуть в темном месте. 
Исключить попадание прямых солнечных лучей 
в течение не менее 4-х часов. Не нагревать и не 
допускать контакта образцов высушенной капли с 
другими поверхностями во время процесса сушки;

13. Запечатать карту (или части карты) в 
газонепроницаемом пакете с застежкой-молнией. 
Хранить не более одной карты в упаковке в 
холодильнике до отправки в лабораторию при  
2–8°С.
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Рисунок 1 – Место прокола пятки  
новорожденных

нет

нет

да

да

да

Рисунок 2 – Пример карты для DBS

Рисунок 3 – Масс-спектр ивабрадина в плазме крови

Рисунок 4 – Хромато-масс-спектрограмма ивабрадина в плазме крови
Примечание: по оси абсцисс – время (мин), по оси ординат – интенсивность сигнала.
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Таблица 1 – Дополнительные валидационные параметры для анализа лекарственных препаратов  
с помощью ВЭЖХ-МС/МС

ЛП Класс ЛП Дополнительная DBS валидация Ссылки

Флуконазол Противогрибковые Эффект объёма капли [32, 33]
Микофеноловая 
кислота Противоопухолевое – [15, 19, 20]

Метотрексат Противоопухолевый Эффект гематокрита [18]
Вориконазол Противогрибковые Эффект объёма капли [14, 15]
Моксифлоксацин Антибиотик Эффект объёма капли, тип бумаги [14, 21]
Пипирециллин Антибиотик – [18, 20]

Сиролимус Иммунодепрессант Гомогенность, эффект гематокрита, 
эффект объёма капли [22–26]

Эверолимус Иммунодепрессант Гомогенность, эффект 
гематокрита, объёма капли [24-26, 28, 37, 38]

Тазобактам Антибиотик – [16, 31]

Ванкомицин Антибиотик Гомогенность, эффект гематокрита, 
эффект объёма капли [16, 17]

Такролимус Иммунодепрессант Гомогенность, эффект гематокрита, 
эффект объёма капли [22–30]

Циклоспорин А Иммунодепрессант Гомогенность, эффект гематокрита, 
эффект объёма капли [26, 30, 34-36, 43]

Таблица 2 – Стандартные параметры валидации

Валидационный 
параметр  Проводимые испытания Критерии приемлемости [8, 10]

Линейность 8 калибровочных образцов + холостая проба + 
нулевая проба 

≤ 15% от номинальных значений (≤ 20% для 
НПКО), не менее чем для 75% образцов

Селективность 6 холостых образцов и 6 НПКО ≤ 20% от НПКО

Правильность 5 образцов КК на 4-х концентрационных 
уровнях ≤ 15% (≤ 20% для НПКО)

Прецизионность 5 образцов КК на 4-х концентрационных 
уровнях ≤ 15% (≤ 20% для НПКО)

Матричный эффект 5 образцов КК на 2-х концентрационных 
уровнях при 3-х разных значениях гематокрита ≤ 15%

Стабильность 

5 образцов КК на 2-х уровнях концентрации 
при комнатной температуре в трех временных 
точках через 2 часа после нанесения капли, 
через 7 и 14 дней.

≤ 15%

Примечание: КК – образцы контроля качества; НПКО – нижний предел количественного определения.

Таблица 3 – Специфические параметры валидации

Валидационный 
параметр Проводимые испытания Критерии приемлемости 

[8, 10]

Эффект объёма капли 
5 образцов КК на 3-х значениях объёма капли  
(10, 40, 70 мкл) при 3-х уровнях гематокрита  
(0,3; 0,4; 0,5), на 2-х уровнях концентрации 

≤ 15% от номинальных значений

Эффект гематокрита 5 образцов КК для 3-х уровней гематокрита,  
при 2 концентрационных уровнях ≤ 15% от номинальных значений

Однородность капли 

Сравниваются 5 образцов КК на 2-х уровнях 
концентраций образцов КК при 3-х уровнях 
гематокрита, полученные при 2-х вариантах выреза 
капли: из центра капли и у края. 

≤ 15% от номинальных значений 

Примечание: КК – образцы контроля качества.
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Таблица 4 – Валидационные параметры методики пробоподготовки «высушенной капли крови»

Параметр
Значение

НПКО
(1 нг/мл)

QCL
(3 нг/мл)

QCM
(400 нг/мл)

QCH
(750 нг/мл)

Прецизионность (CV %) Внутри цикла 9,4 8,0 7,5 11,4
Между циклами 12,5 10,1 9,2 5,8

Правильность (%) Внутри цикла 112,3 110,7 106,1 107,2
Между циклами 91,2 100,7 95,9 96,3

Стабильность (%) – 88,3 – 91,2
Селективность (%) 10,4 – – –
Коэффициент корреляции 0,99

Таблица 5 – Влияние гематокрита на результаты анализа

Гематокрит % КК Номинальная 
концентрация (нг/мл) Точность (%)

0,3
QCL 3 113,7
QCH 750 109,6

0,4
QCL 3 99,4
QCH 750 105,1

0,5
QCL 3 95,5
QCH 750 94,7

Протокол взятия и хранения образцов DBS из 
пальца руки:

1. Оформить информированное добровольное 
согласие законного представителя;

2. Подписать капли с идентификатором пациента 
и датой; 

3. Выбрать место проведения пункции на 
указательном пальце;

4. Флеботамисту необходимо обработать руки и 
надеть стерильные перчатки;

5. Обработать место проведения пункции с 
помощью антисептического раствора и дать ему 
высохнуть;

6. Быстро проколоть кожу с помощью ланцета и 
стереть стерильным ватным шариком первую каплю 
крови;

7. Удерживать место пункции внизу, осторожно 
надавливая на прилегающую область и произвести 
взятие крови на бланк фильтровальной бумаги;

8. Держать карту, не касаясь отмеченной области;
9. Осторожно прикоснувшись карточкой 

фильтровальной бумаги к капле крови, нанести её 
на карту. Дать карточке впитать кровь, пока круг 
не заполнится. После нанесения не прикасаться к 
отмеченной области;

10. Дать пятну крови высохнуть в темном месте. 
Исключить попадание прямых солнечных лучей 
в течение не менее 4-х часов. Не нагревать и не 
допускать контакта образцов высушенной капли с 
другими поверхностями во время процесса сушки;

11. Запечатать карту (или части карты) в 
газонепроницаемом пакете с застежкой-молнией. 
Хранить не более одной карты в упаковке в 
холодильнике до отправки в лабораторию при 

2–8°С. При этом, все полученные образцы на 
фильтровальной бумаге должны быть равномерно 
распределены на отмеченной области и капли не 
должны сливаться друг с другом. В случае получения 
неполного распределения крови в отмеченной 
области или слияния двух капель, такие образцы 
считают неприемлемыми и не используются для 
дальнейшего анализа.

Протоколы валидации количественных 
ВЭЖХ-МС/МС методов анализа
На сегодняшний день такие организации, 

как International Association for Therapeutic Drug 
Monitoring and Clinical Toxicology и Food and Drug 
Administration (FDA) работают над созданием общих 
руководств по валидации технологии DBS, описывая 
не только валидационные параметры, характерные 
для стандартных способов пробоподготовки 
и традиционных матриц, но и специфические 
параметры, присущие только для этой новой 
технологии [10, 11, 45–48, 50].

Из анализа существующих методик 
количественного ВЭЖХ-МС/МС определения ЛП с 
использованием данного метода пробоподготовки, 
нами были разработаны новые протоколы 
валидации с использованием стандартных (табл. 2) 
и специфических параметров валидации метода DBS 
(табл. 3).

При разработке методики количественного 
определения ивабрадина в образцах DBS были 
найдены ионы-«предшественники» ивабрадина, 
которые соответствовали частицам с m/z 469. Для 
построения метода мониторинга множественных 
реакций (MRM) использовались ионные переходы, 
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соответствующие наибольшей интенсивности 
ионов-«продуктов». Было установлено, что в ходе 
диссоциации в камере соударений наиболее 
интенсивны ионы-«продукты» составили: m/z 262,2 
и 177,1 m/z (Рис. 3).

При хроматографическом определении в 
оптимизированных условиях время удерживания 
ивабрадина в плазме крови составило – 1,74 мин 
(Рис. 4).

Разработанная методика подтвердила свою 
линейность в диапазоне концентраций от 1 до 
1000 нг/мл при использовании взвешенного 
коэффициента 1/x2, при этом >0,99. Коэффициент 
вариации (%), рассчитываемый при определении 
меж- и внутридневной точности не превышал 15% 
для основного диапазона концентраций. 

Нижний предел количественного определения 
методики определяли на основании данных 
линейности, точности и прецизионности. За НПКО 
методики принималась минимальная концентрация 
ивабрадина в образцах DBS в аналитическом 
диапазоне, для которого возможно количественное 
определение ивабрадина со значениями 
относительного стандартного отклонения не более 
20%. Нижний предел количественного определения 
методики составил 1 нг/мл (табл. 4).

Также для метода «высушенной капли крови» 
было оценено влияние специфических параметров 
нового метода на результаты анализа.

Влияние гематокрита оценивали на 3-х уровнях 
(0,3; 0,4; 0,5), для QCL и QCH при этом полученные 
концентрации находились в диапазоне от 95,5 до 
107,1% от номинальных (табл. 5). 

Для валидации эффекта объёма провели анализ 
3-х объёмов (10, 40, 70 мкл) (30, 40 и 55 мкл) при 
среднем уровне гематокрита (0,4), на 2-х уровнях 
концентрации в 5 сериях. Относительная погрешность 
рассчитанных концентраций не превышала – 15% от 
полученных значений при среднем объёме.

При валидации однородности капли сравнили 
результаты образцов КК при QCL и QCH, полученные 
при 2-х вариантах выреза капли: из центра капли 
и с края. Анализ проводился в 5 сериях. При 
этом относительная погрешность при сравнении 

концентраций из образцов, полученных из 
центрального и краевого выреза, не превышала 15% 
от номинальных. 

Для оценки стабильность использовали образцы 
DBS на уровнях QCL и QCH при этом образцы 
проанализированы в трех временных точках 1, 
7 и 14 дней вместе со свежеприготовленными 
образцами в составе одной аналитической серии. 
Рассчитанные концентрации образцов после 
хранения сравнивались со средними значениями 
концентраций свежеприготовленных образцов 
контроля качества. При этом полученные значения 
после 14 дней хранения находились в диапазоне от 
87,2–93,8%.

Термическая стабильность была оценена 
при хранении образцов DBS в течение 14 дней 
при температуре 22°C и 45°C, как потенциально 
возможные температуры при хранении и 
транспортировке образцов.

Разработанные протоколы оказались 
пригодными для проведения валидации метода 
количественного определения ивабрадина и является 
приемлемыми для дальнейшего использования в 
исследовательских работах и проведения ТЛМ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Следует отметить, что метод «высушенной 

капли крови» является новейшим методом отбора 
биологических образцов, обладающий рядом 
существенных преимуществ перед стандартными 
методами.

При использовании оптимизированной 
пробоподготовки и разработанные нами новые 
протоколы взятия, хранения, валидации и методы 
количественного анализа образцов DBS технология 
имеет широкое применение в доклинических и 
клинических исследованиях, терапевтическом и 
токсикологическом мониторинге лекарственных 
средств, а также в крупных эпидемиологических 
исследованиях. При этом данная технология 
может представлять более экономически-
эффективную модель анализа лекарственных 
средств, а также обеспечить столь необходимые 
фармакокинетические результаты достаточно 
эффективным и надежным способом.
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