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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.
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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.
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осуществляли в бедренную вену. Систо-
лическое артериальное давление (САД) 
и диастолическое артериальное давление 
(ДАД) измеряли посредством аппаратно-
программного комплекса «Biopac». По-
мимо измерения АД проводили ряд 
функциональных проб в представленной 
последовательности: 1. Проба на эндоте-
лийзависимое расслабление сосудов (в/в 
введение раствора ацетилхолина (АХ) в 
дозе 40 мкг/кг). 2. Проба на эндотелий-
независимое расслабление сосудов (в/в 
введение раствора нитропруссида натрия 
(НП) в дозе 30 мкг/кг) [1]. Степень эндо-
телиальной дисфункции у эксперимен-
тальных животных, а также степень ее 
коррекции исследуемыми препаратами 
оценивали по расчетному коэффициен-
ту эндотелиальной дисфункции (КЭД). 
Данный коэффициент рассчитывался 
по формуле: КЭД=SАД НП/SАДАХ, где 
SАДНП – площадь треугольника над 
кривой восстановления АД в ответ на 
внутривенное введение нитропруссида 
натрия, SАДАХ – площадь треуголь- 
ника над кривой восстановления АД в 
ответ на внутривенное введение ацетил-
холина [1]. 

Результаты и их обсуждение

Блокада NO-синтетазы, вызванная 
семидневным введением L-NAME, 
приводила к выраженной артериаль-
ной гипертензии (САД – 190,3±6,7, 
ДАД – 145,0±3,9, р < 0,05 в сравнении 
с группой интактных животных) и уве-
личению КЭД до 5,4±0,6, в то время 
как в группе интактных животных КЭД 
составлял 1,1±0,1. При монотерапии 
исследуемыми препаратами статисти-
чески значимого снижения артериаль-
ного давления в экспериментальных 
группах не обнаружено, а значения САД 
и ДАД в группах животных, получав-

ших тетрагидробиоптерин, L-аргинин 
и L-норвалин, соответственно состави-
ли: 170,3±6,7 и 128,8±5,2, 173,3±8,3 и 
137,3±9,4, 180 ± 4,7 и 144,6 ± 10,2 мм 
рт.ст. При анализе функциональных 
проб с внутривенным введением аце-
тилхолина и нитропруссида натрия и 
последующем расчете коэффициента 
эндотелиальной дисфункции обнару-
жено выраженное эндотелиопротектив-
ное действие тетрагидробиоптерина, 
L-норвалина и L-аргинина в качестве 
монотерапии, а КЭД в данных груп-
пах составил 2,8±0,4, 2,5±0,05, 2,1±0,2 
(р<0,05 в сравнении с группой L-NAME). 
При комбинированном использовании 
L-аргинина с тетрагидробиоптерином и 
L-аргинина с L-норвалином обнаружено 
положительное фармакодинамическое 
взаимодействие выразившееся в ста-
тистически значимом (р<0,05) сниже-
нии САД и ДАД (149,1±4,1 и 112,4±5,1 
мм рт.ст. – в группе животных, полу-
чавших BH4+L-аргинин; 135,6±10,1 и 
102,5±5,8 мм рт.ст. – в группе животных, 
получавших L-норвалин+L-аргинин) и 
максимальном приближении коэффи-
циента эндотелиальной дисфункции 
к уровню интактных животных. Так, 
КЭД в группе животных, получавших 
BH4+L-аргинин, составил 1,6±0,3 усл.
ед.; в группе животных получавших 
L-норвалин+L-аргинин, – 1,7±0,2 усл.ед.

Выводы

Таким образом, реализация страте-
гий фармакологической коррекции ме-
таболического пути L-аргинин/eNOS/NO, 
направленных на предотвращение раз-
общения eNOS с субстратом, влияние 
на метаболизм оксида азота и его био-
доступность по отдельности позволяют 
добиться выраженной коррекции функ-
ционирования сосудистого эндотелия. 

Реализация комбинированного подхода к 
коррекции эндотелиальной дисфункций 
позволяет обнаружить положительное 
фармакодинамическое взаимодействие, 
обусловленное влиянием изучаемых 
препаратов на разные патогенетические 
звенья развития эндотелиальной дис-
функции и нарушений метаболизма ок-
сида азота. 
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The study of the possibility of correcting metabolic pathway L-arginin/eNOS/NO with L-NAME-induced 
ADMA-associated endothelial dysfunction by means of intraperitoneal introduction tetrahydrobiopterine 
(BH4) in a dose of 10 mg/kg, L-arginine at a dose of 200 mg/kg, L-norvalin at a dose of 10 mg/kg and 
combinations of L-arginine with tetrahydrobiopterine and L-norvaline is spent. Revealed that the studied drugs 
separately providing endothelioprotective action at ADMA associated pathology, with the concomitant use of 
pharmacodynamic interaction exhibit positive.
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