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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы 

Масс-спектрометрия (МС) в сочетании с матрично- и поверхностно-

активированной лазерной десорбцией/ионизацией (МАЛДИ/ПАЛДИ) характеризуется 

высокой эффективностью ионизации и позволяет осуществлять высокопроизводитель-

ный анализ как низкомолекулярных аналитов, так и соединений пептидной природы. 

Однако, необходимость последовательного переноса образцов при многостадийной 

пробоподготовке приводит к значительной потере целевых соединений, может влиять на 

корректность полученных результатов, а также снижает производительность анализа. 

Решением этой проблемы может являться интегрирование последовательных этапов 

пробоподготовки непосредственно на МАЛДИ-мишени за счет функционализации по-

верхности МАЛДИ-мишени и/или путём использования дополнительных устройств, об-

ратимо закрепляемых на ней. Для обозначения такого подхода был предложен термин 

"лаборатория на мишени" (lab-on-plate). "Лаборатория на мишени" позволяет осуществ-

лять не только рутинные процедуры пробоподготовки, такие как очистка и концентри-

рование образцов, но и параллельно проводить различные химические реакции с после-

дующим МС анализом полученных продуктов. Микрореакторные устройства на основе 

МАЛДИ-мишени особенно актуальны для приложений, требующих высокопроизводи-

тельного анализа продуктов химических взаимодействий, таких как скрининг кандидат-

ных соединений на раннем этапе разработки лекарственных средств (ЛС).  

Биологические свойства ЛС в значительной степени определяются их метаболи-

ческими превращениями в организме (биотрансформацией). Преобразование ЛС в хи-

мически реактивные метаболиты (биоактивация) рассматривается как основной меха-

низм побочных токсических эффектов, таких как идиосинкратическая гепатотоксич-

ность. Моделирование биотрансформации при разработке ЛС позволяет предсказать по-

бочные токсические эффекты в ходе ранних доклинических исследований и исключить 

из дальнейшего рассмотрения кандидатные соединения с нежелательным метаболиз-

мом.  

Традиционные методы моделирования с использованием биологических систем 

(микросомы печени, гепатоциты, клеточные и органные модели печени, лабораторные 

животные) позволяют получить наиболее полную картину биотрансформации исследу-

емого ЛС, но при этом достаточно сложны и трудоёмки. Поскольку в значительном 

большинстве случаев биоактивация ЛС происходит за счёт окислительных реакций фа-

зы I, таких как дегидрогенирование и гидроксилирование, были предложены несколько 

простых, быстрых и сравнительно недорогих методов неферментативного моделирова-

ния окислительной биотрансформации ЛС, которые являются чисто инструментальны-

ми и не требуют использования биоматериалов. Наибольшее распространение получили 

методы, основанные на электрохимическом окислении (ЭХО) и УФ-индуцированном 

фотокаталитическом окислении в присутствии наночастиц TiO2 (УФ/TiO2-ФКО), кото-

рые представляются перспективными, так как позволяют достаточно полно имитировать 

окислительный метаболизм ЛС in vivo. Реакционная способность полученных продуктов 

окисления может быть оценена по образованию ковалентных аддуктов с модельными 

биомолекулами (например, конъюгатов с глутатионом или белками).  

Совмещение простоты и эффективности фотокаталитического моделирования 

окислительной биотрансформации ЛС с высокой чувствительностью и скоростью ЛДИ-

МС-анализа позволяет повысить производительность и снизить себестоимость предва-
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рительного скрининга кандидатных ЛС на предмет образования реактивных метаболи-

тов в ходе ранних доклинических исследований. Таким образом, разработка высокопро-

изводительной платформы на основе МАЛДИ-мишени, интегрирующей моделирование 

биотрансформации ЛС и дальнейшую пробоподготовку в формате «лаборатория на ми-

шени», является актуальной задачей. 

Соответственно, цель работы – разработка микрореакторного устройства, инте-

грирующего фотокаталитическое моделирование окислительной биотрансформации 

ксенобиотиков и последующую пробоподготовку в рамках одной высокопроизводи-

тельной платформы на основе МАЛДИ-мишени. 

Задачи исследования: 

1. Разработать прототип фотокаталитического микрореакторного устройства, поз-

воляющего последовательно проводить моделирование метаболизма исследуемых со-

единений, образование аддуктов белков с продуктами окисления, ферментативный гид-

ролиз модифицированных белков и концентрирование образцов непосредственно на 

МАЛДИ-мишени. 

2. Разработать метод формирования гидрофобного фотокаталитического покры-

тия на основе TiO2 для использования в качестве эммитера ионов при поверхностно-

активированной лазерной десорбции/ионизации (ПАЛДИ) ксенобиотиков и продуктов 

их окисления. 

3. Исследовать УФ/TiO2-ФКО ряда модельных ЛС, сопоставить полученные про-

дукты окисления с известными метаболитами. 

4. Апробировать прототип устройства для моделирования окислительной био-

трансформации ксенобиотиков и последующей пробоподготовки. 

5. Разработать методики идентификации продуктов окисления ксенобиотиков и 

их аддуктов с белками на примере глобина человека методами ЛДИ-МС. 

Научная новизна 

Предложено научное обоснование нового технического решения, позволяющего 

проводить высокопроизводительное моделирование окислительной биотрансформации 

ксенобиотиков в формате «лаборатория на мишени». Разработана методика фотокатали-

тического окисления исследуемых соединений, образования их аддуктов с белком и по-

следующей пробоподготовки в лунках-микрореакторах непосредственно на МАЛДИ 

мишени.  

Установлено, что электрофоретическое осаждение наночастиц TiO2 позволяет по-

лучать высококачественное многофункциональное покрытие с воспроизводимыми ха-

рактеристиками, которое может быть эффективно использовано как в качестве фотока-

тализатора при УФ/TiO2-ФКО, так и в качестве эмиттера ионов при ПАЛДИ-МС анали-

зе. Показано, что использование в качестве эмиттера ионов при ПАЛДИ гидрофобного 

композитного покрытия, полученного путём ЭФО TiO2 с последующей поверхностной 

модификацией полидиметилсилоксаном, обеспечивает формирование протонированных 

молекул аналита [M+H]+ при отсутствии катионированных аддуктов [M+Na]+ и [M+K]+. 

Разработана методика функционализации поверхности МАЛДИ-мишени металл-

аффинным сорбентом на основе стеарата лантана (монослои Ленгмюра). Показано, что 

стадия металл-аффинной экстракции пептидных аддуктов с метаболитами хлорсодер-

жащих ксенобиотиков может быть успешно включена в предложенную методику как 

дополнительный этап пробоподготовки.  
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Идентифицированы аддукты глобина человека с продуктами окисления амодиа-

хина по остаткам αCys104, βCys93 и βCys112, которые могут использоваться как потен-

циальные биомаркеры интоксикации. На примере аддуктов глобина человека с продук-

тами окисления амодиахина показана возможность их селективной экстракции методом 

металл-аффинной хроматографии. 

Практическая значимость 

Полученные результаты были внедрены и используются в лаборатории молеку-

лярной токсикологии и экспериментальной терапии ФГУП «НИИ ГПЭЧ» ФМБА Рос-

сии, а также в лабораториях химической и токсикологической диагностики и медицин-

ских проблем химической безопасности ФГБУ НКЦТ им. С.Н. Голикова ФМБА России. 

Разработанная экспериментальная установка может быть использована в фарма-

цевтических компаниях и научно-исследовательских учреждениях для моделирования 

окислительной биотрансформации и доклинической оценки потенциальной токсичности 

препаратов-кандидатов, а также для разработки аналитических методик идентификации 

метаболитов и их аддуктов с долгоживущими белками при ретроспективной диагности-

ке интоксикаций. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. УФ/TiO2-ФКО позволяет моделировать окислительную биотрансформацию 

диклофенака (ДФ) и обеспечивает высокий выход двух основных метаболитов, образу-

ющихся in vivo - 5-OH-ДФ и 4`-OH-ДФ. По сравнению с электрохимическим окислени-

ем, УФ/TiO2-ФКО более полно воспроизводит окислительный метаболизм ДФ и харак-

теризуется значительно большей степенью конверсии. 

2. Электрофоретическое осаждение наночастиц TiO2 приводит к формированию 

однородного и механически стабильного слоя наночастиц, прочно связанного с поверх-

ностью подложки. Дополнительное силоксилирование придаёт покрытию сверхгидро-

фобные свойства и значительно увеличивает эффективность ПАЛДИ-МС анализа низ-

комолекулярных соединений при сохранении фотокаталитических свойств.  

3. Предложенный прототип 96-луночного фотокаталитического микрореакторно-

го устройства позволяет последовательно осуществлять на МАЛДИ-мишени УФ/TiO2-

ФКО ксенобиотиков, получение аддуктов белков с продуктами ФКО, ферментативный 

гидролиз модифицированных белков, концентрирование и сокристаллизацию пептидов 

с матрицей для последующей идентификации полученных продуктов путём ПАЛ-

ДИ/МАЛДИ-МС анализа. 

4. Продукты окисления ДФ, полученные путём УФ/TiO2-ФКО непосредственно 

на МАЛДИ-мишени и полученные путём стандартного УФ/TiO2-ФКО в суспензии, хо-

рошо согласуются между собой как по профилю, так и по относительному выходу. Гло-

бин человека образует ковалентные аддукты с биологически значимыми реактивными 

продуктами окисления амодиахина, полученными путём УФ/TiO2-ФКО. 

5. Металл-аффинный сорбент на основе образованных стеаратом лантана моно-

слоев Ленгмюра (FLa) может быть получен непосредственно на МАЛДИ-мишени. 

Функционализация поверхности МАЛДИ-мишени FLa позволяет осуществлять селек-

тивную металл-аффинную экстракцию галогенсодержащих аддуктов как дополнитель-

ный этап пробоподготовки при использовании PCµR96, что обеспечивает значительное 

повышение чувствительности последующего МАЛДИ-МС анализа. 
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Апробация работы 

Результаты диссертационной работы докладывались и обсуждались на следую-

щих международных и всероссийских конференциях: 43-м Конгрессе ФЕБС (FEBS) 

(Прага, Чехия, 2018); Всероссийской молодежной медицинской конференции «Алмазов-

ские чтения» (Санкт-Петербург, 2018); Всероссийской научной конференции молодых 

ученных «Медико-биологические аспекты химической безопасности» (Санкт-

Петербург, 2018); 7-й ежегодной конференции Analytix (Берлин, Германия, 2019); Рес-

публиканской конференции с международным участием «Физико-химическая биология 

как основа современной медицины» (Минск, Беларусь, 2020), Международной научно-

практической конференции «Системы контроля окружающей среды» (Севастополь, 

2021), десятом съезде ВМСО «Масс-спектрометрия и ее прикладные проблемы» IX все-

российская конференция с международным участием. 

Публикации 

Основные результаты диссертационной работы изложены в 12 публикациях, из 

них 1 статья в научных журналах, рекомендованных ВАК, 5 статей в изданиях, индекси-

руемых базами цитирования SCOPUS и Web of Science, 6 тезисов докладов научно-

практических конференций. 

Личный вклад автора 

Настоящая диссертация обобщает результаты научной деятельности автора в ла-

боратории молекулярной токсикологии и экспериментальной терапии ФГУП «НИИ 

ГПЭЧ» ФМБА России и лаборатории биомедицинской масс-спектрометрии ИАП РАН. 

Все эксперименты, разработка методов и прототипов с последующим изготовлением 

проводились лично автором диссертации. Автор диссертации принимал непосредствен-

ное участие в постановке задач и обсуждении новых научных данных, а также в подго-

товке публикаций по результатам диссертационного исследования. Обработка экспери-

ментальных результатов осуществлялась лично автором. 

Структура диссертации 

Диссертация состоит из введения, трех разделов, заключения, списка литературы 

и приложения. Она изложена на 143 страницах и включает 65 рисунков, 9 таблиц, 211 

наименований списка литературы. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении обоснованы актуальность темы диссертационной работы, выбор 

направлений исследований, сформулирована цель работы и решаемые задачи для её ре-

ализации. Во введении также определена научная новизна и практическая значимость 

полученных результатов, изложены защищаемые положения. 

Первый раздел представляет собой обзор литературы, посвященный биотранс-

формации ксенобиотиков, моделированию биотрансформации ксенобиотиков и методам 

идентификации продуктов биотрансформации на основе масс-спектрометрии. Описаны 

различные методы моделирования биотрансформации ксенобиотиков, отмечены пре-

имущества неферментативных инструментальных методов. Отдельно рассмотрено мо-

делирование окислительной биотрансформации путём ЭХО и УФ/TiO2-ФКО. Отмечена 

перспективность УФ/TiO2-ФКО как метода моделирования окислительной биотранс-

формации ЛС для быстрого предварительного скрининга кандидатных ЛС в ходе ран-

них доклинических исследований. Описаны полупроводниковые свойства TiO2, обеспе-

чивающие эффективность наноструктурированного покрытия TiO2 в качестве фотоката-
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лизатора при УФ/TiO2-ФКО и в качестве эмиттера ионов при ПАЛДИ. Подробно рас-

смотрено ЭФО наночастиц как простой и технологически гибкий метод получения фо-

токаталитических покрытий TiO2. Описаны методы ионизации МАЛДИ и ПАЛДИ, от-

дельно обсуждается проблема ЛДИ-МС анализа низкомолекулярных аналитов. Обосно-

вывается актуальность создания системы формата "лаборатория на мишени", обеспечи-

вающей инструментальное сопряжение фотокаталитического моделирования биотранс-

формации с последующим масс-спектрометрическим анализом полученных продуктов. 

Во втором разделе описаны условия проведенных экспериментов и способам об-

работки полученных данных. Представлены: а) методика проведения электрохимиче-

ского окисления диклофенака; б) методика проведение УФ/TiO2-ФКО диклофенака в 

суспензии; в) методика ВЭЖХ/МС/МС анализа продуктов окисления диклофенака; г) 

методика ИЦР ПФ анализа продуктов окисления диклофенака в режиме прямого ввода; 

д) методика проведения УФ/TiO2-ФКО на модифицированной TiO2 МАЛДИ- мишени; е) 

методика получение покрытия TiO2 с использованием метода «сухих капель»; ж) мето-

дика получения покрытия TiO2 с использованием метода электрофоретического осажде-

ния; з) методики характеризации полученных покрытий; и) методика УФ/TiO2-ФКО на 

МАЛДИ-мишени, модифицированной TiO2; к) методики проведения ПАЛДИ/МАЛДИ-

МС анализа; л) приведено описание прототипа многолуночного фотокаталитического 

микрореакторного устройства; м) методика моделирования светового потока; н) мето-

дики УФ/TiO2-ФКО ЛС; о) методики получения аддуктов глобина человека с продукта-

ми окисления ЛС; п) методика ферментативного гидролиза в присутствии трипсина.  

В третьем разделе представлены и обсуждены результаты работы. 

Выбор метода моделирования окислительной биотрансформации 

На первом этапе исследования нами был выполнен сравнительный анализ эффек-

тивности ЭХО и УФ/TiO2-ФКО для моделирования окислительной биотрансформации 

ксенобиотиков. Установлено, что УФ/TiO2-ФКО более полно моделирует окислитель-

ный метаболизм ДФ, по сравнению с ЭХО, и приводит к образованию двух основных 

биологически значимых метаболитов ОН-ДФ. Кроме того, УФ/TiO2-ФКО обеспечивает 

значительно более высокий выход продуктов окисления. В связи с этим, для дальней-

ших экспериментов по моделированию окислительной биотрансформации использовали 

УФ/TiO2-ФКО. 

Проведение УФ/TiO2-ФКО на МАЛДИ-мишени 

Общепринятый способ проведения УФ/TiO2-ФКО (в перемешиваемой суспензии) 

предполагает удаление наночастиц TiO2 перед анализом продуктов окисления, что уве-

личивает время пробоподготовки и может приводить к потере целевых соединений за 

счёт адсорбции на твёрдой фазе. Нами было сделано предположение, что УФ/TiO2-ФКО 

возможно проводить непосредственно на МАЛДИ-мишени, модифицированной TiO2. 

Исходя из этого, мы предложили технологическую схему, при которой УФ/TiO2-ФКО 

проводится непосредственно на МАЛДИ-мишени с последующим ПАЛДИ-МС анали-

зом. В этом случае нанопорошок TiO2 последовательно выполняет функции фотокатали-

затора при ФКО и поверхности-эмиттера ионов при ПАЛДИ-МС анализе, что исключает 

необходимость использования МАЛДИ-матрицы. 
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Применение электрофоретически модифицированной TiO2 МАЛДИ-мишени 

для ПАЛДИ-МС 

Модификацию МАЛДИ-мишени TiO2-покрытием осуществляли путём электро-

форетического осаждения (ЭФО) наночастиц Aeroxide P25. С целью оптимизации усло-

вий ЭФО, в серии предварительных экспериментов с использованием модельных сталь-

ных пластин варьировали напряжение (15-60 В) и длительность осаждения (30-180 с). 

Проведение ЭФО в течение 90 с при 30 В обеспечивало формирование наиболее одно-

родных TiO2-покрытий с оптимальной механической стабильностью. Однако, гидро-

фильность TiO2, дополнительно усиленная шероховатостью покрытия, приводит к зна-

чительному растеканию образца по поверхности TiO2-модифицированной МАЛДИ-

мишени. Также наблюдается снижение эффективности УФ/TiO2-ФКО и/или выхода 

продуктов окисления при повторном использовании покрытия, что связано, по-

видимому, с адсорбцией аналитов и блокированием каталитических центров на поверх-

ности TiO2-покрытия. В связи с этим TiO2-покрытие было дополнительно модифициро-

вано гидрофобным слоем полидиметилсилоксана (ПДМС).  

 
Рисунок 1 – ПАЛДИ-масс-спектр амиодарона (10 нг/мл). А – TiO2 нанесен мето-

дом «сухих капель»; Б – ЭФО покрытие TiO2 модифицированное ПДМС; В – схема про-

ведения УФ/TiO2-ФКО амиодарона; Г - УФ/TiO2-ФКО амиодарона на МАЛДИ-мишени 

Полученное ПДМС-модифицированное TiO2-покрытие демонстрировало высо-

кую гидрофобность при сохранении фотокаталитических свойств и ЛДИ-активирующей 

способности. ПДМС-модификация существенно повышала выход продуктов УФ/TiO2-

ФКО и функциональную долговечность фотокаталитического TiO2-покрытия при его 

повторном использовании. TiO2/ПДМС-модификация МАЛДИ-мишени обеспечивала 

формирование очень компактных пятен образцов (менее 1 мм в диаметре), что суще-

ственно повышало чувствительность ПАЛДИ-МС анализа низкомолекулярных анали-

тов, таких как ЛС и их метаболиты. При этом TiO2/ПДМС-покрытие обеспечивало прак-

тически исключительное образование ионов [M+H]+, тем самым устраняя интерфери-

рующий эффект аналитически избыточных аддуктов [M+Na]+ и [M+K]+ (рисунок 1А, Б). 

Для оценки чувствительности анализа на полученное ПАЛДИ-покрытие наносили 

по 1 мкл растворов амиодарона (m/z 646,0309) в диапазоне концентраций 1 – 100 

фг/мкл. При минимальном количестве амиодарона (1 фг на ячейку) был зарегистрирован 

сигнал с соотношением сигнал/шум более 10:1, что свидетельствует о высокой эффек-
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тивности полученного ПАЛДИ-покрытия. Для сравнения, предел детектирования амио-

дарона при проведении десорбции/ионизации на коммерчески доступных чипах с крем-

ниевыми наностолбиками составляет 1 пг на ячейку. 

При исследовании возможности применения ПДМС-модифицированного TiO2-

покрытия для проведения УФ/TiO2-ФКО на МАЛДИ-мишени было выявлено, что в ре-

зультате ФКО амиодарона происходит образование моно-N-дезэтиламиодарона m/z 

617,9992 (рисунок 1В, Г), который является основным метаболитом, идентифицирован-

ным в плазме крови человека. При этом степень конверсии амиодарона составила более 

50%. 

96-луночное УФ/TiO2-фотокаталитическое микрореакторное устройство 

(PCµR96) 

Разработанный и изготовленный прототип устройства PCµR96 позволяет объеди-

нить моделирование биотрансформации ЛС и последующую пробоподготовку непо-

средственно на МАЛДИ-мишени. PCµR96 (рисунок 2) состоит из МАЛДИ-мишени (1), 

перфорированной эластомерной прокладки (2), микрореакторной насадки с 96 кониче-

скими отверстиями (µRD) (3) и охлаждаемого УФ-светодиодного модуля (4). Кониче-

ские отверстия µRD и МАЛДИ-мишень функционализированы гидрофобным фотоката-

литическим композитным TiO2/ПДМС-покрытием, что позволяет проводить УФ/TiO2-

ФКО и TiO2-ПАЛДИ-МС, соответственно. Перфорированная прокладка и µRD соответ-

ствуют стандартной МАЛДИ-мишени микропланшетного формата (MTP) от Bruker 

Daltonics по размеру и по положениям 96 ячеек из 384. µRD обратимо закрепляется на 

МАЛДИ-мишени с помощью перфорированной прокладки, которая обеспечивает герме-

тичную фиксацию благодаря своим эластомерным свойствам. Таким образом, формиру-

ется 96-луночный планшет с МАЛДИ-мишенью в качестве основания – µRC96 (5). Бла-

годаря микропланшетному формату, μRC96 совместим со стандартными термошейке-

рами для микропланшетов, центрифужными концентраторами и роботизированными 

системами дозирования жидкостей. Для проведения УФ/TiO2-ФКО поверх µRC96 уста-

навливается УФ-светодиодный модуль (4). Компоненты 1-4 в сборе образуют фотоката-

литическое микрореакторное устройство PCµR96 (6). 
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Рисунок 2 – 96-луночный УФ/TiO2-ФКО микрореактор (PCμR96). (A) 3D-модель 

PCμR96 (слева) и собранная установка (справа). В разрезе показано положение УФ-

светодиодов относительно лунок μRC96. (Б) Собранная установка PCμR96 (6) на шейке-

ре-инкубаторе (7). Охлаждение модуля УФ-светодиодов управляется блоком управления 

TEC (8) 

Модификацию лунок µRC96 и МАЛДИ-мишени TiO2-покрытием осуществляли 

путём ЭФО наночастиц Aeroxide P25. Стоит отметить, что в различных лунках µRD мо-

гут быть получены различные фотокаталитические покрытия для их последующей срав-

нительной оценки, причём светодиодный модуль может быть оснащён светодиодами с 

разной длиной волны без изменения конструктивной схемы установки. 

Предлагаемое устройство позволяет последовательно проводить на МАЛДИ-

мишени УФ/TiO2-ФКО ксенобиотиков, инкубацию продуктов ФКО с биомолекулами 

(например, с глутатионом или белками), ферментативный гидролиз белковых аддуктов и 

концентрирование образцов. Кроме того, в случае необходимости в лунках микрореак-

тора также может осуществляться сокристаллизация белков и пептидов с разбавленны-

ми органическими матрицами. Концентрирование образцов на всех этапах пробоподго-

товки достигается испарением растворителя из лунок путём инкубации на термошейке-

ре или центрифугирования в вакуумном концентраторе. После окончания всех этапов 

пробоподготовки и демонтажа µRC96 в ячейках МАЛДИ-мишени остаются пятна об-

разцов, готовые для дальнейшего ЛДИ-МС анализа. 

Оптимизация геометрии лунок микрореактора 

В устройстве PCµR96 используются УФ-светодиоды, поскольку они обеспечива-

ют направленный поток света и достаточно компактны, чтобы помещаться в лунки мик-

рореакторной насадки. Для достижения высокого выхода продуктов УФ/TiO2-ФКО 

необходимо оптимизировать геометрию лунок микрореактора таким образом, чтобы 

обеспечить максимальное поглощение УФ-излучения фотокаталитическим покрытием. 

Оптимизацию осуществляли путём моделирования распределения светового потока в 

лунках различной геометрии с помощью Zemax OpticStudio. Для УФ-светодиода 

NCSU276A с углом распределения 50°, расположенного на расстоянии 6 мм от дна лун-

ки, оптимальными оказались угол раствора конуса 15° при глубине лунки 10 мм (рису-

нок 3). 
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Рисунок 3 – Распределение света в лунке PCµR96 с оптимизированной геометри-

ей. А – чертеж микрореакторной насадки с 96 коническими отверстиями; Б – распреде-

ление падающего потока для продольного сечения лунки микрореактора; Г – отклоне-

ние от среднего значения для света, поглощенного поверхностью лунки микрореактора. 

Показаны геометрия лунки (серая линия) и уровень воды (синяя линия). Максимальный 

поглощенный поток соответствует фотокаталитической поверхности ниже уровня воды 

Последовательные этапы пробоподготовки 

Процесс моделирования и анализа биотрансформации с использованием PCµR96 

включает симуляцию окислительного метаболизма ЛС, получение ковалентных аддук-

тов продуктов окисления с глутатионом или белками и последующий ЛДИ-МС анализ. 

Последовательные этапы пробоподготовки показаны на рисунке 4. Водный раствор ксе-

нобиотика (например, кандидатного ЛС) наносится в лунку микрореактора µRC96, на 

микрореактор устанавливается охлаждаемый УФ-светодиодный модуль и собранное фо-

токаталитическое устройство помещается на микропланшетный шейкер-инкубатор для 

проведения УФ/TiO2-ФКО при постоянном перемешивании. По окончании ФКО, УФ-

светодиодный модуль снимается. Для проведения ПАЛДИ-МС анализа раствор, содер-

жащий продукты окисления, может быть сконцентрирован путём упаривания (а). Для 

оценки реакционной способности продуктов окисления к раствору аналита глутатион 

или модельный белок. Модифицированный белок либо концентрируют и сокристалли-

зуют с матрицей для анализа методом МАЛДИ-МС (б), либо проводят ферментативный 

гидролиз в той же лунке. Триптические пептиды концентрируют совместно с матрицей 

и анализируют методом МАЛДИ-МС/МС для идентификации модифицированных ами-

нокислотных остатков (в). 
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Рисунок 4 – Аналитический процесс с использованием PCμR96: А – УФ/TiO2-

ФКО с последующим ПАЛДИ-МС анализом (красными точками показаны ЛС и продук-

ты окисления); Б – образование аддуктов продуктами окисления ЛС с модельным бел-

ком с последующим МАЛДИ-МС анализом полноразмерных белков (оранжевыми точ-

ками показаны белковые аддукты); Г – ферментативный гидролиз белковых аддуктов с 

последующим МАЛДИ-МС анализом триптических пептидов (зелеными звездочками 

показан трипсин, оранжевыми - триптические пептиды) 

Моделирование окислительного метаболизма амодиахина 

Для имитации окислительного метаболизма при УФ/TiO2-ФКО с использованием 

устройства PCµR96 в качестве модельного ЛС был выбран амодиахин (AQ) – противо-

малярийное лекарственное средство. Известно, что окислительная биотрансформация 

AQ приводит к образованию реактивных метаболитов, что считается причиной нежела-

тельных побочных эффектов AQ - идиосинкратической гепатотоксичности и агрануло-

цитоза. Брутто-формулы продуктов окисления AQ (m/z 356,1524) были определены пу-

тём точного измерения масс, на основании данных ПАЛДИ-МС/МС анализа. Было 

идентифицировано 6 продуктов окисления (табл.1), которые соответствуют описанным 

в литературе продуктам окислительной биотрансформации AQ. 

Таблица 1 – Продукты окисления амодиахина 

Обозна-

чение 

Брутто формула 

[M+H]+ 

m/z теоретиче-

ский 

Наблюдаемый 

m/z 
Ошибка, ррm 

AQ C20H23ClN3O 356,15241 356,15242 0,02 
М1 C20H21ClN3O 354,13676 354,13678 0,05 
М2 C18H17ClN3O 326,10546 326,10551 0,15 
М3 C18H19ClN3O 328,12111 328,12119 0,24 
М4 C16H12ClN2O2 299,05818 299,05832 0,46 
М5 C16H12ClN2O3 315,05309 315,05310 0,3 
М6 C20H21ClN3O2 370,13168 370,13169 0,02 
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Получение аддуктов с глобином 

Ковалентная модификация белков играет важную роль в фармакологической ак-

тивности широкого спектра ЛС. Так, установлено, что образование аддуктов белков с 

реакционноспособными метаболитами может служить причиной иммунотоксичности 

лекарственного средства за счет индукции нежелательного иммунного ответа и реакций 

гиперчувствительности. В качестве модельного белка был выбран глобин человека, ко-

торый обладает несколькими нуклеофильными центрами, способными связывать алки-

лирующие агенты. Глобин инкубировали с продуктами ФКО AQ и анализировали мето-

дом МАЛДИ-МС в линейном режиме детектирования. В полученном масс-спектре были 

детектированы сигналы как соответствующие интактным α- и β-субъединицам глобина, 

так и смещенные в область больших масс, что свидетельствовало об образовании кова-

лентных аддуктов (рисунок 5). 

 
Рисунок 5 – Масс-спектр глобина после инкубации с продуктами окисления AQ 

Для идентификации аминокислотных остатков, модифицированных продуктами 

окисления AQ, был проведён МАЛДИ-МС анализ триптического гидролизата. Нами 

был обнаружен ряд сигналов с m/z 1701,5; 1718,4; 1999,9; 2016,1 предположительно 

принадлежащих модифицированным пептидам GTFATLSELHCDK (m/z 1421,3) и 

LLGNVLVCVLAHHFGK (m/z 1719,6), входящим в состав β-субъединицы глобина и со-

держащим остатки цистеина в положениях 93 и 112 (βCys93 и βCys112), соответственно 

(рисунок 7). Увеличение значений m/z на 280 и 296 соответствует присоединению хино-

нимина M1 c учётом нейтральной потери диэтиламина (73 Да), и альдегидного продукта 

M4, соответственно. 

Для каждого идентифицированного аддукта был проведен МАЛДИ-МС/МС ана-

лиз и на основе масс-спектров фрагментных ионов были восстановлены аминокислот-

ные последовательности модифицированных пептидов и определены сайты модифика-

ции. Полученные результаты свидетельствуют об образовании остатками βCys93 и 

βCys112 ковалентных аддуктов с продуктами окисления амодиахина.  

Следует отметить, что триптический гидролизат модельного белка, ковалентно 

модифицированного реактивными метаболитами, представляет собой достаточно слож-

ную многокомпонентную смесь, причём содержание целевых пептидных аддуктов мо-

жет быть достаточно низким. Даже в случае практически полной модификации β-

субъединицы глобина метаболитами амодиахина в масс-спектре гидролизата сигналы 
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целевых аддуктов обладают низкой интенсивностью. Соответственно, возникла необхо-

димость введения в методику дополнительной стадии пробоподготовки, позволяющей 

повысить чувствительность анализа хлорсодержащих аддуктов.  

Металл-аффинная экстракция галогенсодержащих аддуктов глобина чело-

века в формате «лаборатория на мишени» 

Метод металл-аффинной хроматографии хорошо зарекомендовал себя как способ 

селективной экстракции хлорсодержащих соединений из водных образцов. Обогащение 

образца модифицированными пептидами повышает чувствительность масс-

спектрометрического анализа и облегчает интерпретацию полученных масс-спектров. 

Недавно было предложено использовать в качестве металл-аффинных сорбентов моно-

слои Ленгмюра, формирующиеся на границе раздела фаз при нанесении раствора стеа-

риновой кислоты (HSt) в н-гексане на водную субфазу, содержащую ионы металла. В 

результате реакции образуется мономолекулярная пленка толщиной в одну молекулу 

HSt, одна из поверхностей которой состоит из атомов металла. Нашей задачей было 

функционализировать поверхность МАЛДИ мишени структурами на основе монослоев 

стеарата лантана. 

Формирование металл-аффинных сорбентов на МАЛДИ-мишени с использовани-

ем технологии Ленгмюра 

Функционализация МАЛДИ мишени самособирающимися монослоями стеарата 

лантана (FLa) позволяет придать ее поверхности новые уникальные свойства, способ-

ствующие значительному повышению эффективности масс-спектрометрического анали-

за. Нами было показано, что нанесение раствора HSt в н-гексане на каплю водной суб-

фазы, содержащей ионы лантана, приводит к образованию коллапсированного монослоя 

FLa. Полученная структура характеризуется развитой поверхностью, сформированной 

из четко выраженных агрегатов стеарата металла со средним диаметром 300 – 400 нм, 

высоким уровнем адгезии к поверхности полированной МАЛДИ мишени и функцио-

нальностью металл-аффинного сорбента. Следует отметить, что такая функционализа-

ция поверхности предназначена для проведения металл-аффинной хроматографии непо-

средственно в пределах ячейки мишени в формате «лаборатория на мишени», что поз-

воляет не только многократно снизить расход реактивов и ускорить пробоподготовку, 

но и значительно повысить выход ионов целевых соединений и, как следствие, чувстви-

тельность анализа. Эффективность сорбента в значительной степени зависит от поверх-

ности, доступной для взаимодействия с аналитом. Было показано, что оптимальным яв-

ляется формирование 6 коллапсированных монослоев FLa, так как полученная структу-

ра остается в пределах ячейки и не разрушается при обработке водой. При нанесении 

большего количества слоев нарушаются взаимодействия между слоями, и часть сфор-

мированного материала перестает удерживаться на подложке. 

Сорбент, полученный непосредственно на МАЛДИ мишени, обладает характер-

ной структурой. Многократное наслаивание слоя на слой порождает специфичную объ-

емную структуру с надломами поверхности. При стекании с капли у краев ячейки н-

гексан быстро испаряется, что приводит к многократному наползанию новых частей 

слоя на предыдущие, их деформации и разрушению. В результате на мишени образуется 

структура с периодическими утолщениями и взломами (рис. 6а). Результаты, получен-

ные с помощью сканирующей электронной микроскопии, свидетельствуют о формиро-

вании на мишени материала с достаточно развитой поверхностью (рис. 6б). Методом 

EDX-спектроскопии было доказано содержание La в составе сформированной структу-
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ры (рис. 6в), а методом МАЛДИ-МС определено структурное звено сорбента 

((C17H35COO)2La+, m/z 705,439) (рис. 6г). 

 

Рисунок 6 – А – изображение 6 слоев FLa, сформированных на мишени МАЛДИ 

при увеличении в 10 раз, Б – изображение 6 слоев FLa, сформированных на мишени 

МАЛДИ при увеличении в 100 раз, В – EDX-спектр подложки с 6 сформированными 

FLa, Г – фрагмент МАЛДИ масс-спектра FLa 

Металл-аффинная экстракция на FLa в формате «лаборатория на мишени» 

Нами была проведена функционализация поверхности МАЛДИ-мишени мульти-

молекулярными структурами FLa для проведения процедуры металл-аффинной хрома-

тографии в формате «лаборатория на мишени». Исследование сорбционных свойств 

сформированных структур оценивали с использованием глобина человека, модифици-

рованного модельными ксенобиотиками N1-(4-хлорфенил)-2-хлорацетамидом (Cl-1) и  

N1-(2,4-дихлорфенил)-2-хлорацетамидом (Cl-2) из группы хлорацетамидов, которые яв-

ляются типичными алкилирующими агентами. МАЛДИ-МС анализ полноразмерных 

модифицированных белков (инкубировали при соотношении 10 мкг алкилирующего 

агента на 1 мг белка) показал, что в обоих случаях модификация прошла по одному сай-

ту в α-субъединице и двум в β-субъединице. МАЛДИ-МС анализ триптических гидро-

лизатов выявил, что αCys104, βCys93 и βCys112 модифицированы как Cl-1 так и Cl-2, 

что было подтверждено МС анализом фрагментных ионов. Для оценки чувствительно-

сти подхода в формате «лаборатория на мишени» были приготовлены растворы глобина 

с различным соотношением ксенобиотик (Cl-1, Cl-2)/белок (от 10 мкг/1 мг до 1 нг/1 мг в 

1 мл образца), получены триптические гидролизаты и проведена металл-аффинная экс-

тракция на функционализированной FLa поверхности мишени с последующим МАЛДИ-

МС анализом. В процессе исследования было установлено, что сигналы, соответствую-

щие аддукту пептида LLGNVLVC112VLAHHFGK бета-субъединицы, детектируются 

при концентрации алкилирующего агента 1 нг/мл (соотношение ксенобиотик/белок ~ 
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1/12000) и 10 нг/мл (соотношение ксенобиотик/белок ~ 1/1500) для Cl-1 и Cl-2, соответ-

ственно. На основании этого был сделан вывод, что металл-аффинная экстракция на FLa 

в формате «лаборатория на мишени» позволяет значительно повысить эффективность и 

чувствительность МАЛДИ-МС анализа, причём триптический пептид бета-

субъединицы глобина LLGNVLVC112VLAHHFGK является оптимальным модельным 

объектом при исследовании реакционной способности хлорсодержащих алкилирующих 

агентов. 

Интеграция стадии металл-аффинной экстракции с устройством PCμR96 

На завершающем этапе исследования стадия металл-аффинной экстракции была 

введена в процедуру пробоподготовки в формате «лаборатории на мишени» при исполь-

зовании устройства PCµR96. Перед установкой микрореакторной насадки поверхность 

МАЛДИ-мишени была функционализирована 3 коллапсированными монослоями FLa. С 

использованием PCµR96 были последовательно проведены все стадии моделирования 

окислительной биотрансформации и пробоподготовка, включая металл-аффинную экс-

тракцию, на примере амодиахина и глобина человека. Результаты МАЛДИ-МС анализа 

продемонстрированы на рисунке 7. Как показано на рисунке 7, в диапазоне m/z, соот-

ветствующему пептиду LLGNVLVC112VLAHHFGK (m/z 1719,634), модифицированно-

му продуктами окисления AQ, присутствует ряд интенсивных сигналов с m/z 1999,971; 

2015,943; 2037,977, два из которых по результатам фрагментного анализа были иденти-

фицированы, как аддукты LLGNVLVC112VLAHHFGK с М1 и М4.      Сигнал с m/z 

2037,977 по виду изотопного распределения нами также был определен, как аддукт, но 

разницу масс Δ318 Да мы не смогли отнести ни к одному из ранее описанных продуктов 

окисления AQ (М7). Тем не менее, это соединение было идентифицировано программой 

Mascot с достаточным уровнем достоверности, как пептид LLGNVLVCVLAHHFGK, со-

держащий модификацию по βCys112. Δ318 Да может соответствовать структуре с пред-

положительной брутто формулой С16H15ClN2O3. Исчезновение (или значительное сни-

жение интенсивности) сигналов нецелевых пептидов в полученном масс-спектре свиде-

тельствует о высокой селективности сформированного на МАЛДИ мишени сорбента на 

основе FLa в отношение хлорсодержащих аддуктов при проведении металл-аффинной 

экстракции в формате «лаборатория на мишени». 

Рисунок 7 – МАЛДИ-МС спектр триптического гидролизата глобина человека, 

модифицированного продуктами окисления амодиахина (показан пептид β-

субъединицы глобина LLGNVLVCVLAHHFGK, модифицированный продуктами окис-

ления AQ М1, М4 и М7). Во врезке – фрагментный масс-спектр пептида 

LLGNVLVCVLAHHFGK, модифицированного M1 по βCys112 (m/z 1999,971) 
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Таким образом, показано, что введение стадии металл-аффинной хроматографии 

как дополнительного этапа пробоподготовки при использовании PCµR96 позволяет зна-

чительно расширить функциональные возможности предложенного подхода. 

В ЗАКЛЮЧЕНИИ обобщены основные результаты: 

1. Разработано и изготовлено микрореакторное устройство, интегрирующее фото-

каталитическое моделирование окислительной биотрансформации ксенобиотиков и по-

следующую пробоподготовку в рамках одной высокопроизводительной платформы на 

основе МАЛДИ-мишени в формате «лаборатория на мишени». С использованием разра-

ботанного устройства были получены и идентифицированы продукты окисления амоди-

ахина и их аддукты с глобином человека (по остаткам αCys104, βCys93 и βCys112), ко-

торые могут использоваться как потенциальные биомаркеры интоксикации.  

2. Разработан простой, быстрый и высокопроизводительный подход для модели-

рования окислительного метаболизма, основанный на проведении УФ/TiO2-ФКО непо-

средственно на МАЛДИ-мишени с последующим масс-спектрометрическим анализом. 

Установлено, что УФ/TiO2-ФКО является более предпочтительным методом моделиро-

вания окислительного метаболизма диклофенака, чем ЭХО. 

3. Выявлено, что ЭФО наночастиц TiO2 на подложку из нержавеющей стали с по-

следующей модификацией осажденного слоя ПДМС позволяет получать высококаче-

ственное композитное покрытие с двойственной функциональностью, которое может 

быть использовано в качестве фотокатализатора при УФ/TiO2-ФКО и в качестве эмитте-

ра ионов при ПАЛДИ-МС.  

4. Разработаны способ получения мультимолекулярных структур на основе кол-

лапсированных монослоев стеарата лантана (FLa), обладающих свойствами металл-

аффинных сорбентов, и процедура для специфичной экстракции хлорсодержащих ад-

дуктов из многокомпонентных образцов непосредственно на МАЛДИ-мишени. Проде-

монстрировано, что сорбент на основе FLa обладает развитой поверхностью и механи-

ческой стабильностью. Селективное обогащение образцов целевыми хлорсодержащими 

аналитами значительно повышает чувствительность МС анализа. Металл-аффинная экс-

тракция хлорсодержащих аддуктов может быть успешно введена в качестве дополни-

тельного этапа пробоподготовки при использовании разработанного PCµR96. 

5. Ключевыми преимуществами предложенного подхода являются значительное 

увеличение производительности анализа, возможность параллельного моделирования 

биотрансформации множества различных ксенобиотиков, а также возможность синтеза 

стандартных образцов метаболитов ЛС при минимальных расходах реагентов. 
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