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генотипов СС и ТТ: р<0,0001, χ²=22,022, 
RR=0,3119, 95% ID: 0,1880 to 0,5176.

В результате  проведенного иссле-
дования выявлена ассоциация между 
полиморфным маркером С3435Т гена 
MDR1 и развитием ОИМ: 1. Генотип ТТ 
является фактором риска, предраспола-
гающим к развитию ОИМ у больных 
ИБС: р=0,0043, χ²=8,171, RR=2,262, 
95% ID: 1,402 to 3,648). 2. Риск возник-
новения ОИМ у больных ИБС достовер-
но меньше среди носителей генотипа 
СТ по сравнению с лицами-носителями 
генотипов СС и ТТ: р<0,0001, χ²22,022, 
RR=0,3119, 95% ID: 0,1880 to 0,5176. 
Т.е. носительство генотипа СТ является 
протективным в отношении риска раз-
вития ОИМ у больных ИБС. 3. Аллель Т 
и/или С полиморфного маркера С3435Т 
гена MDR1 не ассоциированы с разви-
тием ОИМ у больных ИБС (р=0,402, 
χ²=0,7022).

Выводы

Таким образом, предположение о 
том, что экспрессия гена MDR1, кодиру-
ющего гликопротеин Р, может оказывать 
влияние на риск развития ИБС, а носи-
тельство генотипов полиморфного мар-
кера С3435Т данного гена может влиять 
на различный характер ее течения, на-
шло свое подтверждение в проведенном 
исследовании. Выявлен еще один гене-
тический фактор предрасположенности 
к сердечно-сосудистым заболеваниям. 
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Polymorphism in MDR1 gene and the risk of acute 
myocardial infarction development

O.V. Muslimova, D.A. Sichev, E.V. Shikh, R.E.  Kosakov

The article is devoted to possibility of early forecasting of Coronary Heart Disease (CHD) failures by 
using the innovative methods of diagnostics revealing genetic distinctions between people. In this research 
focus is revealing of the genotype of patients with CHD on С3435Т polymorphism in MDR1gene, expressing 

glycoprotein Р, by PCR-PLRF. The association between carriers of genotypes of the given polimorphism and 
risk of development of acute myocardial infarction is revealed for the first time. Revealing of the genotype 
is considered from the point of view of modern principles of the personalized medicine for the purpose of an 
individualization of approaches to preventive maintenance and treatment of diseases. 
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В 1974 г. был создан синтетический 
аналог природного аргинин вазопресси-
на – десмопрессин (1-деаино-8-D-агинин 
вазопрессин), специфический агонист 
рецепторов V2. Десмопрессин получен 
в результате изменений в строении мо-
лекулы вазопрессина –дезаминирование 
1-цистеина и замещение 8-L-аргинина 
на 8-D-аргинин.

В 1977 г. после клинических испы-
таний, выполненных в Италии, десмо-
прессин стал использоваться во многих 
других странах, и Всемирная организа-
ция здравоохранения включила этот пре-
парат в список основных лекарственных 
средств для лечения больных гемофилии 
и болезнью Виллебранда, наиболее рас-

пространенных нарушений свертывае-
мости крови. Несмотря на 20 лет клини-
ческого использования десмопрессина, 
механизмы действия все еще не полно-
стью исследованы.

Целью настоящего исследования яви-
лись разработка метода экстракции и ко-
личественного определения изучаемого 
препарата в плазме крови человека.

Хроматографическое разделение про-
водили при постоянной температуре 
30оС на колонке Phenomenex Luna C18 
(150×2 мм, размер частиц – 5 мкм, раз-
мер пор – 100 Ао) фирмы «Phenomenex» 
(Torrance, СА, США). В качестве мо-
бильной фазы использовали 0,05% рас-
твор муравьиной кислоты (рН=3) (А) и 

Хроматографическое разделение проводили при постоянной температуре 30°С на колонке 
Phenomenex Luna C18. При хромато-масс-спектрометрическом анализе ионизация осуществлялась 
электрораспылением при атмосферном давлении в режиме регистрации положительных ионов. Детек-
тирование проводилось в режиме регистрации селективных реакций (SRM). Извлечение десмопресси-
на из биологических образцов плазмы человека проводили методом твердофазной экстракции. Предел 
детектирования десмопрессина в плазме человека составил 1,0 пг/мл, а предел количественного опре-
деления десмопрессина в плазме человека – 2,0 пг/мл.
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90% раствор метанола (В). Постоянная 
скорость потока составляла 0,2 мл/мин. 
ВЭЖХ-МС анализ проводился в режиме 
градиентного элюирования: 0 мин. – (В) 
40%; 8 мин. – (В) 90%; 9 мин. – (В) 90%; 
12 мин. – (В) 40%; 18 мин. – (В) 40%; 
общее время анализа составляло 18 мин.

При хромато-масс-спектрометри-
ческом анализе ионизация осуществля-
лась электрораспылением при атмос-
ферном давлении в режиме регистрации 
положительных ионов. Напряжение на 
капилляре – 4,0 кВ; температура капил-
ляра – 245°С; скорость потока, осушаю-
щего газа (азот) – 0,45 л/мин.; скорость 
потока газа (аргон) в камере соударе- 
ния – 0,075 л/мин.; температура в камере 
ионизации – 200°С; давление на распы-
лителе – 2,0 атм.

Детектирование проводилось в режи-
ме регистрации селективных реакций 
(SRM). 

 Извлечение десмопрессина из био-
логических образцов плазмы человека 
проводили методом твердофазной экс-
тракции. Твердофазную экстракцию 
осуществляли на колонках Strata-X 
8B-S100-ТАК С18-Е (33 мкм, 30 мг) 
фирмы «Phenomenex» (Torrance, СА, 
CША). Кондиционирование колонки 
проводили путем последовательного 
пропускания через нее 3,0 мл метано-

ла с последующим кондиционировани-
ем 3,0 мл 0,1 М фосфатного буферного 
раствора (рН= 6,0). Далее через колонку 
медленно (1-2 мл/мин) пропускали об-
разец плазмы, затем колонку промыва-
ли 3,0 мл воды деионизованной со ско-
ростью 3-5мл/мин. и подкисляли 2,0 мл  
1М раствора уксусной кислоты. После 
колонку просушивали в токе азота при 
20 psi в течение 2 мин. Далее через ко-
лонку последовательно пропускали 
3,0 мл гексана и 1,7 мл смеси, состоящей 
из метиленхлорида, изопропилового 
спирта и гидроксида аммония (78:20:2) 
со скоростью 3-5 мл/мин.

 Элюирование десмопресси-
на проводили 1,7 мл смеси гексан-
этилацетат (1:1) при скорости потока 
1-2 мл/мин. Собранный элюат высуши-
вали в токе азота при комнатной темпе-
ратуре и перерастворяли в 100 мкл под-
вижной фазы. Образец объемом 50 мкл 
вводили в ВЭЖХ-МС систему.

Предел детектирования десмо-
прессина в плазме человека составил                   
1,0 пг/мл, а предел количественного 
определения десмопрессина в плазме 
человека – 2,0 пг/мл.

Таким образом, подобраны усло-
вия хромато-масс-спектрометрического 
определения десмопрессина в плазме 
крови человека.

Нгуен Чи Тхань

Determination of concentration in biological samples 
desmopressin with а method for LC/MS

Nguyen Chi Thanh

Chromatographic separation was performed at a constant temperature of 30°C on a column Phenomenex 
Luna C18. With gas chromatography-mass spectrometry analysis was carried out electrospray ionization at 
atmospheric pressure in the learning mode of positive ions. Detection was carried out in the learning mode 
selective reactions (SRM). Extraction of desmopressin from biological samples of human plasma was 
performed by solid-phase extraction. Detection limit of desmopressin in human plasma was 1,0 pg/ml and 
limit of quantification in human plasma desmopressin – 2,0 pg/ml.

Key words: desmopressin, method for LC/MS.

Появление в последние годы понятий 
«эндогенного ингибирования» эндотели-
альной NO-синтетазы (eNOS) и «разоб-
щение eNOS» привело к интенсификации 
исследований, направленных на предот-
вращение указанных процессов, как клю-
чевых звеньев в коррекции эндотелиаль-
ной дисфункции. При этом на ключевую 
роль в регуляции функции eNOS выдви-
гается кофактор птерина – тетрагидро-
биоптерин (BH4) [2, 3]. Для обеспечения 
оптимальной активности eNOS пред-
ложены две стратегии – экзогенное вве-
дение L-аргинина и L-норвалина [4] для 
преодоления ингибирования e-NOS и те-
трагидробиоптерина (BH4) – для преодо-
ления разобщения e-NOS.

Материалы и методы 

Опыты проводились на белых крысах-
самцах линии Wistar массой 200-250 г. 

Блокатор NO-синтазы N-нитро-L-арги-
нин-метиловый эфир (L-NAME) вводил-
ся внутрибрюшинно в дозе 25 мг/кг/сут., 
один раз в сутки, в течение семи дней. 
Животные были разделены на группы 
(n=10): 1-я – интактные; 2-я – с введени-
ем L-NAME; 3-я – L-NAME + L-аргинин 
(200 мг/кг/сут. внутрибрюшинно 7 дней); 
4-я – L-NAME+L-норвалин (10 мг/кг/
сут. внутрижелудочно 7 дней); 5-я – 
L-NAME+ВН4 (10 мг/кг/сут. внутрибрю-
шинно 7 дней); 6-я – L-NAME+ L-арги-
нин 200 мг/кг + ВН4 10 мг/кг в течение 
семи дней; 7-я – L-NAME+L-аргинин  
200 мг/кг + L-норвалин 10 мг/кг в течение 
семи дней.

На 8-й день от начала эксперимента 
под наркозом (хлоралгидрат 300 мг/кг) 
вводили катетер в левую сонную арте-
рию для регистрации показателей ар-
териального давления (АД), болюсное 
введение фармакологических агентов 

Проведено изучение возможности коррекции метаболического пути L-аргинин/eNOS/NO при 
L-NAME-индуцированной ADMA-ассоциированной эндотелиальной дисфункции с помощью внут-
рибрюшинного введения тетрагидробиоптерина (ВН4) в дозе 10 мг/кг, L-аргинина в дозе 200 мг/кг, 
L-норвалина в дозе 10 мг/кг и комбинаций L-аргинина c ВН4 и L-норвалином. Выявлено, что ис-
следованные препараты по отдельности, оказывая эндотелиопротективное действие при ADMA-
ассоциированной патологии, и при сочетанном применении проявляют положительное фармакодина-
мическое взаимодействие.

Ключевые слова: эндотелиальная дисфункция, тетрагидробиоптерин, L-аргинин, L-норвалин, 
ADMA.
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