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Митоксантрон  — маркерный субстрат белка устойчивости рака молочной же-
лезы (BCRP), участвующего в ряде фармакокинетических межлекарственных 
взаимодействий. При проведении исследований in vitro в связи с возможной 
насыщаемостью транспортера BCRP целесообразно применять невысокие кон-
центрации митоксантрона, поэтому необходим высокочувствительный метод 
его количественного определения. 
Цель работы: разработка и валидация методики количественного определения 
митоксантрона в среде для культивирования клеток Caco-2 методом ВЭЖХ-МС/МС. 
Материалы и методы: анализ выполняли на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе «Ultimate  3000» (Thermo Fisher Scientific) с тройным квадруполь-
ным масс-спектрометрическим детектором TSQ Fortis и колонкой UCT Selectra C18 
4,6×100 мм, 5 мкм, 100 Å. Использовали градиентный режим элюирования, подвиж-
ная фаза — смесь раствора муравьиной кислоты 1% и метанола. Скорость подвиж-
ной фазы — 0,3 мл/мин, температура разделения — 35 °С, объем пробы — 5 мкл. 
Длительность анализа — 10 мин, время удерживания митоксантрона — 5,51 мин. 
Пробоподготовка заключалась в осаждении белка среды для культивирования ме-
танолом и центрифугировании (13 000 g, 10 мин). Детектирование проводили в ре-
жиме регистрации положительных ионов, метод ионизации — электрораспыление 
(3700 В), оболочечный газ 50 л/мин, вспомогательный газ 10 л/мин, продувочный 
газ 1 л/мин, температура трубки для переноса ионов 300 °С, температура испари-
теля 350 °С. Переходы масс: 455 m/z → 88,2 m/z при энергии столкновения 25 В, 
455 m/z → 358,1 m/z при 18 В, фрагментация источника 0, CID gas 2 мТорр. 
Результаты: методика характеризовалась селективностью, чувствительностью 
(предел обнаружения — 10 нмоль/л, нижний предел количественного определе-
ния — 50 нмоль/л), правильностью, прецизионностью и линейностью (50−1000 
нмоль/л). Отсутствовал перенос пробы и матричный эффект, образцы проб об-
ладали стабильностью при моделировании реальных условий хранения. Мето-
дика позволяет проводить доклинические исследования влияния лекарствен-
ных веществ на активность BCRP путем оценки трансцеллюлярного переноса 
митоксантрона в присутствии тестируемого вещества. 
Выводы: разработана и валидирована ВЭЖХ-МС/МС методика количественного 
анализа митоксантрона в среде для культивирования клеток Caco-2.
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Mitoxantrone Quantification by HPLC-MS/MS 
in Caco-2 Culture Media
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Mitoxantrone is a marker substrate of breast cancer resistance protein (BCRP). BCRP 
is involved in a  number of pharmacokinetic drug–drug interactions. The  trans-
porter’s possible saturability makes it advisable to  use low concentrations of mi-
toxantrone for in vitro studies. Consequently, mitoxantrone quantification requires 
a method with high sensitivity. 
The  aim of the  study was to  develop and validate a  procedure for mitoxantrone 
quantification in Caco-2 culture media by HPLC-MS/MS. 
Materials and methods. The  authors used an  Ultimate 3000 HPLC system and 
a TSQ Fortis triple quadrupole mass spectrometer by Thermo Fisher Scientific and 
a Selectra C18 column (4.6×100 mm, 5 µm, 100 Å) by United Chemical Technolo-
gies. The  elution ran in a  gradient mode with a  mobile phase of 1% formic acid 
solution and methanol. Experimental parameters were as follows: eluent flow rate, 
0.3  mL/min; separation column temperature, 35  °C; injection volume, 5  µL; ana-
lysis time, 10 min; approximate mitoxantrone retention time, 5.51 min. The sample 
preparation involved protein precipitation from the culture medium with methanol, 
followed by centrifugation at 13,000 g for 10 min. The detection was performed 
using electrospray ionisation in the positive ion mode. Detection parameters were 
as follows: electrospray voltage, 3700 V; sheath gas flow rate, 50 L/min; auxiliary 
gas flow rate, 10 L/min; sweep gas flow rate, 1 L/min; ion-transfer tube temperature, 
300 °C; and evaporator temperature, 350 °C. The detection was set at mass trans-
itions of m/z 455 to 88.2 and m/z 455 to 358.1, with the collision energy for these 
transitions amounting to 25 V and 18 V, respectively. The source fragmentation was 
at 0, and the CID gas pressure was at 2 mTorr. 
Results. The analytical procedure showed selectivity, high sensitivity (limit of detec-
tion, 10 nmol/L; lower limit of quantification, 50 nmol/L), accuracy, precision, and lin-
earity in the concentration range of 50–1000 nmol/L. The authors observed no carry-
over or matrix effects. A simulation of real-life storage conditions demonstrated high 
stability of mitoxantrone samples. Thus, the analytical procedure enables preclinical 
evaluation of medicinal product effects on the functional activity of BCRP, based on 
assessing the transcellular mitoxantrone transport in the presence of a test product. 
Conclusion. The authors developed and validated the analytical procedure for mi-
toxantrone quantification in Caco-2 culture media by HPLC-MS/MS.

Key words: mitoxantrone; HPLC-MS/MS; BCRP marker substrate; validation; preclinical studies

For citation: Tranova Yu.S., Shchulkin A.V., Chernykh I.V., Mylnikov P.Yu., Slepnev A.A., Yakusheva E.N. Mitoxantrone 
quantification by HPLC-MS/MS in Caco-2 culture media. Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medi-
cinal Products. Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023;13(1):104–111. https://doi.org/10.30895/1991-
2919-2023-449

Введение
Митоксантрон  — синтетическое противоопу-
холевое средство, производное антраценди-
она, применяемое для терапии рака молоч-
ной железы и простаты, лимфомы и лейкемии. 
Основной механизм действия препарата за-
ключается в ингибировании фермента топо-
изомеразы  II, необходимого для процесса ре-
парации ДНК [1].

Одним из новых методов доклинического иссле-
дования лекарственных средств является изуче-
ние их взаимодействий на уровне мембранных 
белков-транспортеров in vitro. В соответствии 
с руководствами зарубежных регуляторных ор-
ганов1 и отечественными рекомендациями2 все 
новые лекарственные вещества необходимо те-
стировать на принадлежность к субстратам и мо-
дуляторам активности белков-транспортеров.

ABSTRACT

1	 In vitro metabolism and transporter-mediated drug-drug interaction studies. Guidance for industry. U.S. Department of Health 
and Human Services FDA. Center for Drug Evaluation and Research (CDER); 2017.

2	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014. 
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Митоксантрон является субстратом эффлюксного 
мембранного белка устойчивости рака молочной 
железы (breast cancer resistance protein, BCRP), ко-
торый препятствует всасыванию препарата в ки-
шечнике и проникновению в опухолевые клетки, 
а также способствует экскреции препарата гепа-
тобилиарной системой. BCRP — продукт экспрес-
сии гена ABCG2, эффлюксный АТФ-зависимый 
белок-транспортер, впервые обнаруженный 
в 1998  г. в клетках рака молочной железы (ли-
ния MСF-7/AdrVp), которые не содержали глико-
протеина-P (ABCB1-белок) и транспортера MRP1, 
но проявляли множественную лекарственную 
устойчивость [2]. Транспортер экспрессируется 
также в синцитиотрофобластах плаценты чело-
века и в меньшей степени на апикальной мем-
бране эпителия тонкой кишки, на капиллярной 
поверхности гепатоцитов, в эндотелиоцитах 
гематоэнцефалического барьера, в стволовых 
клетках, в яичниках, надпочечниках и легких 
[3]. Такая локализация белка в тканях, а также 
принадлежность к числу его субстратов широ-
кого спектра лекарственных веществ (противо-
опухолевые агенты, производные нуклеозидов 
и нуклеотидов, препараты стероидных гормонов, 
ряд антибиотиков и пр. [4]) свидетельствует о его 
активном влиянии на фармакокинетику лекар-
ственных средств [5]. Вариабельность активно-
сти BCRP, продемонстрированная в многочис-
ленных исследованиях, повышает вероятность 
возникновения межлекарственных фармакоки-
нетических взаимодействий с его участием.

Митоксантрон является маркерным субстратом 
BCRP, т.е. препаратом, фармакокинетика которого 
существенно зависит от функционирования транс-
портера. Таким образом, интенсивность переноса 
вещества через клеточный монослой может слу-
жить показателем активности BCPR. Определение 
активности белков-транспортеров путем оценки 
трансцеллюлярного переноса их маркерных суб-
стратов или анализа их фармакокинетики было 
одобрено, например, для оценки влияния лекар-
ственных средств на ABCB1-белок соответствен-
но in vitro и in vivo3 [6, 7]. В связи с тем что опыты 
in vitro требуют меньших временных и экономиче-
ских затрат, а также не сопряжены с этическими 
проблемами, они являются предпочтительными 
для исследования влияния биологически актив-
ных веществ на активность транспортных белков.

Оценка интенсивности переноса митоксантро-
на через билипидную мембрану клеток, гипер-
экспрессирующих BCRP, например, доступной 
в России линии клеток Caco-2 [5], позволит 

не только определять принадлежность тестиру-
емых веществ к его субстратам или модуляторам 
и прогнозировать нежелательные межлекар-
ственные взаимодействия, но также проводить 
направленный поиск веществ-ингибиторов 
данного транспортера с целью их дальнейшего 
использования для повышения эффективности 
химиотерапии рака молочной железы.

В опытах in vitro целесообразно применять невы-
сокие концентрации митоксантрона, что связано 
с возможной насыщаемостью транспортера BCRP. 
Поэтому необходим высокочувствительный ме-
тод количественного определения митоксантро-
на. Широко распространенным методом анализа 
лекарственных веществ в биологических жидко-
стях является высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) 
детектированием. Однако этот метод имеет ряд 
существенных недостатков: относительно низ-
кую разрешающую способность и специфичность, 
длительность анализа, необходимость исполь-
зования сложной и дорогостоящей экстракции 
для пробоподготовки [8]. Ранее с использова-
нием более чувствительного и селективного ме-
тода  — ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) была 
разработана методика количественного анализа 
метотрексата  — еще одного субстрата BCRP  — 
в среде для культивирования клеток Caco-2 [9]. 
Митоксантрон имеет важное преимущество: от-
ношение коэффициентов кажущейся проница-
емости данного вещества в трансвелл-системе 
(6,18±0,17)  — параметр, характеризующий сте-
пень участия белка-транспортера в его трансцел-
люлярном переносе — превышает отношение тех 
же коэффициентов метотрексата (3,38±0,08). Это 
делает митоксантрон более предпочтительным 
для использования в качестве маркера функцио
нирования BCRP.

Цель работы — разработать и валидировать ме-
тодику количественного анализа митоксантрона 
(маркерного субстрата BCRP) в среде для культи-
вирования клеток Caco-2 методом ВЭЖХ-МС/МС.

Материалы и методы
В качестве стандартного образца использова-
ли субстанцию митоксантрона (Sigma Aldrich, 
кат. № MKCM8540). Матричный раствор миток-
сантрона в метаноле с концентрацией 1 мг/мл 
(2,27×106 нмоль/л) хранили при температуре 

−20 °С. Рабочие растворы (с концентрациями 500, 
1000, 2000, 4000, 6000, 8000 и 10000 нмоль/л) 
готовили из матричного раствора путем 

3	 Clinical drug interaction studies — Cytochrome P450 enzyme- and transporter-mediated drug interactions. Guidance for industry. U.S. 
Department of Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation and Research (CDER); 2020.
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его разбавления в среде для культивирова-
ния, представляющей собой раствор Хэнкса 
(ООО  «ПанЭко», кат. № Р020п) с 25 мМ HEPES 
(Gibco, кат. № 2026999) и 1% диметилсульфокси-
да (ООО «ПанЭко», кат. № Ф135). Калибровочные 
растворы (с концентрациями 50, 100, 200, 400, 
600, 800 и 1000 нмоль/л митоксантрона) и об-
разцы для контроля качества (с концентрация-
ми 50, 150, 400 и 800 нмоль/л митоксантрона) 
готовили разведением равных объемов рабочих 
растворов средой для культивирования, получа-
емой после инкубации с клетками линии Сасо-
2 в течение 3 ч (клетки могут выделять в среду 
ряд высокомолекулярных соединений, способ-
ных повлиять на результаты анализа). Готовили 
три серии калибровочных растворов и раство-
ров контроля качества, одна серия составля-
ла один валидационный цикл. Аналитический 
диапазон выбирали на основе концентраций, 
ожидаемых в исследовании на указанной кле-
точной линии.

Количественный анализ выполняли на высо-
коэффективном жидкостном хроматографе 
Ultimate 3000 (Thermo Fisher), оснащенном авто-
семплером, дегазатором, градиентным насосом 
и тройным квадрупольным масс-спектрометри-
ческим детектором TSQ Fortis (Thermo Fisher).

Управление системой и математическую обра-
ботку данных проводили с помощью программы 
Thermo Scientific Xcalibur (ver. 4.2.47).

Использовали обращенно-фазовую хроматогра-
фическую колонку UCT Selectra C18 4,6×100 мм, 
5 мкм, 100 Å (United Chemical Technologies) 
и предколонку Selectra C18 Guard Cartridges SLC-
18GDC46-5UM (United Chemical Technologies).

Использовали градиентный режим элюирования 
смесью раствора муравьиной кислоты и метано-
ла (табл. 1). Скорость подвижной фазы состав-
ляла 0,3 мл/мин при температуре 35 °С, объем 
вводимой пробы — 5 мкл.

Время одного анализа составляло 10 мин, время 
удерживания митоксантрона соответствовало 
5,51±0,013 мин. Для приготовления подвижной 
фазы применяли следующие реактивы: вода 
для ВЭЖХ-МС (VWR, кат. № 21F104014), кислота 
муравьиная 98% (Panreac, кат. № 0001900259), 
метанол квалификации «ос.ч.» для градиентной 
ВЭЖХ (ООО ТД «Химмед»).

Анализ проводили в режиме регистрации по-
ложительных ионов, метод ионизации  — элек-
трораспыление, напряжение на игле распыли-
теля 3700  В; скорость потока оболочечного газа 
(sheath gas) составляла 50 л/мин, вспомогатель-
ного газа (auxiliary gas) — 10 л/мин, продувочного 
газа (sweep gas)  — 1  л/мин, температура трубки 
для переноса ионов — 300 °С, температура испа-
рителя  — 350  °С. Для детектирования митоксан-
трона использовали следующие переходы масс: 
455 m/z → 88,2 m/z при энергии столкновения 25 В 
и 455 m/z → 358,1 m/z при энергии столкновения 
18 В, фрагментация источника 0, CID gas 2 мТорр.

Пробоподготовка заключалась в осажде-
нии белка и других высокомолекулярных ве-
ществ (которые могут присутствовать в среде 
для культивирования после инкубации с клет-
ками) метанолом. Для этого к 100  мкл пробы 
добавляли 400 мкл метанола, перемешивали 
на встряхивателе Vortex (Heidolph), центрифу-
гировали на центрифуге Avanti JXN-3 (Beckman 
Coulter) при 13000 g в течение 10 мин.

Для расчета метрологических характеристик 
и основных валидационных параметров раз-
работанной методики применяли программы 
Statistiсa 13.0 и Microsoft Excel.

Биоаналитическую методику валидировали 
по следующим параметрам: селективность, ли-
нейность, нижний предел количественного 
определения, правильность (на уровнях внутри 
цикла, между циклами), прецизионность (на 
уровнях внутри цикла, между циклами), матрич-
ный эффект, перенос пробы и стабильность об-
разцов в соответствии с действующими отече-
ственными и зарубежными руководствами4.

4	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014.
	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
	 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services FDA. Center for Drug 

Evolution and Research (CDER); 2018.
	 Guideline on bioanalytical method validation. European Medicines Agency. Committee for medicinal products for human use. 

London; 2011.

Таблица 1. Программа градиентного элюирования для анали-
за митоксантрона

Table 1. Gradient elution programme for mitoxantrone analysis

Время 
анализа, 

мин
Time, 
min

Соотношение компонентов подвижной фазы 
по объему, %:

Volume ratio of mobile phase components, %:

раствор муравьиной кислоты 1 %
1% formic acid solution

метанол
methanol

0 70 30

0,3 10 90

6 70 30
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Результаты и обсуждение
Основным аналитическим методом, используемым 
при изучении фармакокинетики лекарственных 
веществ для оценки их концентрации в биожид-
костях, является ВЭЖХ. При этом универсальным 
и наиболее селективным методом детектирова-
ния стала тандемная масс-спектрометрия (МС/МС) 
[10]. Для митоксантрона ранее предложена мето-
дика количественного анализа данным методом 
с УФ-детектированием [11], что снижает ее специ-
фичность, а также требует значительного увели-
чения объема вводимого образца. Использование 
флуоресцентного детектора для митоксантрона 
затруднительно в связи с его низкой флуоресци-
рующей способностью [12].

Селективность разработанной нами методики 
определяли, анализируя холостую пробу среды 
для культивирования без добавления стандарта 
митоксантрона и образцы среды для культиви-
рования с добавлением митоксантрона до ко-
нечных концентраций 50, 150, 400 и 800 нмоль/л. 
На хроматограммах образцов холостой среды 
для культивирования не наблюдали пиков со 
временем удерживания, соответствующим вре-
мени удерживания целевого вещества (рис. 1).

Предел обнаружения митоксантрона в сре-
де для культивирования составил 10  нмоль/л, 
при этом соотношение сигнала к шуму (базовой 

линии) превышало 3. Нижний предел количе-
ственного определения митоксантрона соста-
вил 50 нмоль/л. При этом отношение сигнала 
к шуму было не ниже 10, а правильность и преци-
зионность определения не превышали 20%.

Калибровочную кривую строили, анализируя 7 ка-
либровочных растворов (образцов холостой сре-
ды для культивирования с добавлением растворов 
митоксантрона до получения концентраций 50, 100, 
200, 400, 600, 800 и 1000 нмоль/л). Полученные ка-
либровочные графики зависимости площади пика 
от концентрации вещества (образец одного из гра-
фиков приведен на рисунке 2) могут быть экстра-
полированы следующими уравнениями линейной 
регрессии: y  = –133,844+8,395×x, коэффициент 
корреляции r  = 0,9986; у  = –217,449+9,438×x, r  = 
0,9987, W = 1/x; y = –289,597+9,62134×x, r = 0,9989, 
W = 1/x. Полученные коэффициенты корреляции 
соответствовали рекомендованным значениям 
(не менее 0,99)5.

Отклонения найденных концентраций калиб-
ровочных образцов от номинальных значений, 
рассчитанные по уравнению линейной зависи-
мости, приведены в таблице 2 и демонстрируют 
близость каждой точки к калибровочной кривой. 
Экспериментально рассчитанные концентра-
ции калибровочных растворов должны лежать 
в пределах ±15% от номинальных значений (за 
исключением концентрации, соответствующей 
нижнему пределу количественного определе-
ния, для которой эти значения могут находиться 
в пределах ±20%)6.

5	 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services FDA. Center for Drug 
Evolution and Research (CDER); 2018. 

6	  Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014.
	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

Рис. 1. Хроматограмма среды для культивирования с добав-
лением 1000 нмоль/л митоксантрона (RT  — retention time, 
время удерживания; AA — automatic area, площадь пика; BP — 
base peak, молекулярная масса основного продукта распада 
молекулярного иона)

Fig. 1. Chromatogram of the culture medium with 1000 nmol/L 
mitoxantrone (RT, retention time; AA, automatic area mea-
surement; BP, base peak representing the molecular weight of 
the main product of molecular ion decay)

Рис. 2. Образец калибровочного графика зависимости «кон-
центрация митоксантрона — площадь пика»

Fig. 2. Exemplar calibration curve of mitoxantrone concentration 
versus peak area
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Правильность и прецизионность методики оце-
нивали, выполняя анализ образцов для контро-
ля качества митоксантрона с концентрациями 
50, 150, 400 и 800  нмоль/л в рамках трех цик-
лов, параметры оценивали внутри и между цик-
лами. Полученные величины прецизионности 

(относительного стандартного отклонения) 
и правильности (относительной погрешности) 
соответствовали принятым нормам (не более 
20% для нижнего предела количественного 
определения и не более 15% — для остальных 
точек) (табл. 3 и 4).

Таблица 2. Отклонения вычисленных концентраций митоксантрона в калибровочных растворах от номинальных значений

Table 2. Deviations of mitoxantrone concentrations in calibration samples from their nominal values

Концентрация 
митоксантрона 
номинальная, 

нмоль/л
Nominal 

mitoxantrone 
concentration, 

nmol/L

Серия калибровочных растворов 1
Set of calibration solutions 1

Серия калибровочных растворов 2
Set of calibration solutions 2

Серия калибровочных растворов 3
Set of calibration solutions 3

Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность, 
%

Accuracy, %

Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность, 
%

Accuracy,
%

Концентрация
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность,
%

Accuracy, %

50,0 56,23 12,47 44,20 11,61 50,86 1,71

100,0 99,38 0,62 90,74 9,26 96,52 3,49

200,0 182,99 8,50 204,60 2,30 208,21 4,10

400,0 415,99 4,00 418,81 4,70 418,35 4,59

600,0 606,65 1,11 618,63 3,11 614,36 2,39

800,0 697,56 12,88 819,24 2,40 811,15 1,39

1000,0 1001,67 0,17 967,64 3,24 956,74 4,32

Таблица 3. Правильность и прецизионность методики количественного определения митоксантрона в среде для культивирова-
ния клеток Caco-2 внутри цикла и между циклами

Table 3. Intra- and inter-run accuracy and precision of the analytical procedure for mitoxantrone quantification in Сaco-2 culture media

Уровень концентрации 
митоксантрона, нмоль/л

Mitoxantrone concentration, nmol/L

Параметр
Parameter

Результаты определения концентрации митоксантрона 
(диапазон / среднее арифметическое)

Mitoxantrone concentration measurement results  
(range / arithmetic mean)

50
150
400
800

Правильность, %
Accuracy, %

13,19–18,22 / 14,92
3,95–4,96 / 4,42
7,74–10,87 / 8,83
4,14–5,89 / 4,76

50
150
400
800

Прецизионность, %
Precision, %

11,72–16,13 / 13,76
3,18–6,10 / 5,72
6,93–9,32 / 8,34
5,42–6,88 / 5,98

Таблица 4. Правильность при определении стабильности растворов митоксантрона с концентрациями 150 и 800 нмоль/л

Table 4. Accuracy observed in the stability study of 150 nmol/L and 800 nmol/L mitoxantrone solutions

Условия хранения
Storage conditions

Концентрация 
номинальная, нмоль/л
Nominal concentration, 

nmol/L

Концентрация рассчитанная 
средняя, нмоль/л
Calculated average 

concentration, nmol/ L

Правильность, %
Accuracy, %

При комнатной температуре
Room temperature

150,00 143,44 4,37

800,00 793,87 0,77

Трехкратная заморозка-разморозка 
при –80 °С
Three freeze-thaw cycles at –80 °С

150,00 148,11 1,26

800,00 786,24 1,72

Хранение при –80 °С в течение 60 сут
Storage at –80 °C for 60 days

150,00 137,40 8,40

800,00 764,32 4,46

После пробоподготовки и нахождения 
в автосемплере в течение 24 ч
Sample preparation and 24 h in the autosampler

150,00 156,07 4,04

800,00 776,60 2,92
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Матричный эффект оценивали по площади 
пиков митоксантрона с концентрациями 50 
и 800 нмоль/л в растворах со средой для культи-
вирования и в метаноле. Относительное стан-
дартное отклонение эффекта матрицы, ото-
бранной из 6 отдельных лунок планшета, 
не превышало 15%.

Стабильность растворов митоксантрона 
с концентрациями 150 и 800  нмоль/л в среде 
для культивирования анализировали при крат-
косрочном хранении в условиях комнатной тем-
пературы, трехкратной заморозке-разморозке 
при –80  °С, при хранении при –80  °С в тече-
ние 60 сут, после пробоподготовки и нахожде-
ния в автосемплере в течение 24 ч. Выполняли 
по 3 повтора для каждого вида стабильно-
сти. Правильность для каждой концентрации 
(для  средних значений) находилась в преде-
лах 15% от номинальных значений (табл. 4).

При последовательном анализе пробы 
с концентрацией митоксантрона 1000 нмоль/л 
и холостой пробы (образец среды для культи-
вирования) на хроматограмме последней от-
сутствовали пики, соответствующие по времени 

удерживания пикам митоксантрона, т.е. перено-
са проб не происходило.

Заключение
Разработанная ВЭЖХ-МС/МС методика коли-
чественного определения митоксантрона (мар-
керного субстрата BCRP) в среде для культиви-
рования клеток Сасо-2 обладает более высокой 
специфичностью и разрешающей способностью, 
позволяет проводить более быструю пробопод-
готовку и количественный анализ проб по срав-
нению с ВЭЖХ с УФ-детектированием.

Данная методика валидирована по следую-
щим параметрам: селективность, линейность, 
нижний предел количественного определе-
ния, правильность, прецизионность, матрич-
ный эффект, перенос пробы и стабильность. 
Полученный аналитический диапазон позво-
ляет использовать методику для определе-
ния концентрации митоксантрона при оценке 
его транспорта через монослой клеток линии 
Сасо-2 с целью анализа тест-веществ на при-
надлежность к модуляторам активности бел-
ка-транспортера BCRP.
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