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Предложена методика совместного определения биомаркеров воздействия сернистого иприта (СИ,
2,2'-дихлордиэтилсульфид) – депуринизированного аддукта с ДНК (N7-гидроксиэтилтиоэтил гуа-
нина) и аддукта с ацетилцистеином (АЦЦ) (1,1'-сульфонилбис[2-S-(N-ацетилцистеинил)этана]) в
моче методом ВЭЖХ–тандемной масс-спектрметрии высокого разрешения с электрораспылитель-
ной ионизацией. Достигнутый предел количественного определения для обоих аналитов составляет
10 нг/мл. Градуировочные графики линейны в диапазоне 10–200 нг/мл. Методика апробирована
при анализе образцов мочи, полученных после подкожного введения крысам СИ в нелетальной до-
зе (2 мг/кг) как в отсутствие терапии, так и при использовании АЦЦ в качестве скавенджера (анти-
дота). Впервые на молекулярном уровне установлено положительное влияние терапии АЦЦ на ки-
нетику выведения СИ из организма в первые часы после отравления и обосновано защитное влия-
ние АЦЦ на ДНК при поражении сернистым ипритом.
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Хотя механизмы действия отравляющих ве-
ществ на организм изучают на протяжении мно-
гих лет, открытыми до сих пор остаются многие
вопросы, касающиеся их молекулярного дей-
ствия при остром или хроническом отравлении
[1]. Существует общий подход, который состоит в
выявлении изменений клеточного метаболизма
при воздействии отравляющих веществ и харак-
теристик отставленной токсичности, однако он
пока не нашел широкого применения. Появле-
ние высокочувствительных аналитических при-
боров и методик создало условия для развития
новой научной области, занимающейся изучени-
ем образования, устойчивости, репарации аддук-
тов различных химических соединений с ДНК.
Понимание этих процессов способствует уста-
новлению закономерностей метаболических
процессов и механизма действия токсичных ве-
ществ, в том числе канцерогенов.

Аддукты с ДНК представляют собой важную
категорию биомаркеров воздействия потенци-

альных канцерогенных и генотоксичных соеди-
нений. Изучение строения и содержания аддук-
тов в биопробах важно не только для целей био-
мониторинга воздействия токсичных химикатов
и установления самого факта воздействия, но
также вносит существенный вклад в получение
фундаментальных знаний о механизме токсиче-
ского действия химических соединений.

Механизм токсического действия сернистого
и азотистого ипритов связывают с их высокой
растворимостью в липидах, способностью про-
никать через клеточные мембраны и алкилиро-
вать пуриновые основания, входящие в состав
ДНК и РНК. В результате повреждаются структу-
ры нуклеиновых кислот, нарушаются биохими-
ческие процессы, обеспечивающие общую реак-
тивность организма, регенерацию тканей, пере-
дачу наследственных признаков. Наиболее
чувствителен к иприту гуанин [2].

Поскольку опасность поражения СИ продол-
жает оставаться актуальной в связи с угрозой тер-
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рористических актов, локальных военных кон-
фликтов, непреднамеренного контакта с затоплен-
ным или захороненным химическим оружием,
актуальной остается и проблема идентификации
продуктов распада СИ, установления факта пора-
жения людей, находившихся в месте инцидента.
Кроме того, остаются неясными способы эффек-
тивной терапии поражений ипритом. Поскольку
к иприту не разработано специфических антидо-
тов, помощь пострадавшим ограничивается стан-
дартной терапией ожоговых поражений, симпто-
матической терапией при поражении органов ды-
хания. В последние годы активно исследуют, так
называемые “чистильщики” или скавенджеры,
содействующие быстрому выведению отравляю-
щих веществ из организма. При этом распределе-
ние и сроки существования биомаркеров в организ-
ме меняются, что необходимо учитывать при разра-
ботке и применении биоаналитических методик.

Классическими биомаркерами СИ, приняты-
ми в качестве аналитов при установлении факта
его воздействия на организм, являются тиодигли-
коль (кровь, моча), β-лиазные метаболиты (моча),
1,1'-сульфонилбис[2-S-(N-ацетилцистеинил)этан]
(моча) [3]. Представляют интерес работы, в кото-
рых предприняты попытки объединить определе-
ние нескольких биомаркеров в одной методике,
создавая, таким образом, инструмент для одно-
значной интерпретации как факта воздействия
СИ, так и для выяснения сущности процессов,
протекающих в организме после отравления [4].
Несмотря на то, что механизмы патологического
действия СИ изучают уже в течение многих лет
[5], недавние работы показали, что ответ организ-
ма на действие СИ значительно сложнее, чем это
считалось ранее [6]. Реагируя с нуклеофильными
центрами молекулы ДНК, СИ вызывает ее алки-
лирование и, как следствие, опасные мутации.
Идентификация и количественное определение
аддуктов СИ с ДНК имеют важное значение для
оценки степени повреждения генетического ма-
териала и установления связи между образовани-
ем аддуктов и биологическим конечными показа-
телями (мутациями, разрывами нитей ДНК и т.д.)
[7–9]. В то же время для подбора эффективной
терапии при поражениях как СИ, так и другими
алкилирующими агентами, к которым относятся,
например, противораковые препараты, важным
аспектом является изучение степени и характера
химических взаимодействий между алкилирую-
щим агентом, антидотом и внутренними система-
ми организма. Разработке методик определения
аддуктов СИ с ДНК разными способами и в раз-
ных матрицах посвящены работы [10–17].

1,1'-Сульфонилбис[2-S-(N-ацетилцистеинил)-
этан] (СБАЦЭ) является продуктом взаимодей-
ствия СИ с белками и β-лиазой. Это экзогенное
соединение, присутствие которого однозначно
говорит об имевшем место факте воздействия

СИ на организм человека. Попытки определе-
ния СБАЦЭ методом газовой хроматографии–
масс-спектрометрии не увенчались успехом из-
за его термической нестабильности. Методом
ВЭЖХ с детектированием тандемной масс-
спектрометрией (ВЭЖХ–МС/МС) с ионизаци-
ей термораспылением достигнут предел обнару-
жения 25 нг/мл для диметилпроизводного [18].
Существенно более низкий предел обнаружения
(1 нг/мл) получен при использовании ВЭЖХ–
МС/МС с ионизацией электрораспылением для
недериватизированного коньюгата [19]. В по-
следнем случае аналит концентрировали из под-
кисленной мочи на полимерных патронах для
твердофазной экстракции (ТФЭ) и детектирова-
ли в режиме регистрации отрицательных ионов
с мониторингом заданных реакций. В работе
[20] предложена методика определения СБАЦЭ
в плазме и моче крыс, включающая ТФЭ и ана-
лиз методом ВЭЖХ–МС/МС с ионизацией
электрораспылением в режиме ионизации отри-
цательных ионов. Авторам удалось достичь пре-
дела обнаружения 0.05 нг/мл, при этом значи-
мые количества СБАЦЭ удалось обнаружить в
моче даже спустя 22 дня после экспозиции.

Отмечено [21, 22], что АЦЦ является скавен-
джером (поглотителем), введение которого поз-
воляет значительно снизить повреждения, возни-
кающие при воздействии СИ. Хотя введение
АЦЦ позволяет снизить проявление симптомов
интоксикации у пострадавших от воздействия
СИ, до конца не выяснено, обусловлен ли этот
эффект лишь физиологическими процессами
или также и химическими взаимодействиями. В
опытах in vitro введение АЦЦ не способствовало
снижению концентрации иприта в сыворотке
крови после инкубирования в течение 2 ч при
37°С [21]. Авторы данных работ делают вывод о
том, что имеющий место защитный эффект свя-
зан скорее с физиологическими процессами, на-
пример, со связыванием активных форм кисло-
рода, чем с прямым химическим взаимодействи-
ем СИ со скавенджерами. Той же точки зрения
придерживаются авторы работы [23], изучившие
действие антиоксидантов в эндотелиальных клет-
ках, экспонированных хлорамбуцилом, являю-
щимся производным азотистого иприта. Данные
о влиянии введения АЦЦ на содержание СБАЦЭ
в биоматрицах в литературе не обнаружены.

Особый интерес представляет изучение кине-
тики выведения обоих аддуктов как в ситуации
без лечения АЦЦ, так и в случае применения ан-
тидотной терапии. В литературе отсутствуют дан-
ные эксперимента in vivo, демонстрирующие влия-
ние скавенджера на кинетику выведения аддукта
N7-гидроксиэтилтиоэтил гуанина (N7-HETEG) и
СБАЦЭ. Авторы работы [21] изучали образование
и структуру аддуктов с альбумином, образующих-
ся при инкубировании сыворотки крови с СИ в
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сочетании с различными дозами АЦЦ в формате
in vitro, не уделяя внимания аддуктам с ДНК. В то
же время для оценки защитного потенциала
АЦЦ, а также изменения кинетических парамет-
ров, необходимо исследовать процессы, протека-
ющие in vivo. Эта информация может оказаться
весьма полезной не только для понимания биохи-
мии протекающих процессов, прогнозирования
лечения, но и для оценки возможных сроков
установления факта воздействия СИ.

Цель настоящей работы – исследование кине-
тики выведения биомолекулярных аддуктов СИ
при терапии скавенджерами.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы и материалы: В работе использовали
сернистый иприт (2,2'-дихлордиэтилсульфид) (ГСО
8248-2003); ацетонитрил (ТУ 6-09-5497-91); мура-
вьиную кислоту (ос. ч., CAS 64-18-6); патроны для
ТФЭ: Supelclean ENVI-8 (500 mg) фирмы “Supelco”
(США), кат. № 57231; OASIS HLB (60 mg) фирмы
“Waters” (США), кат. № WAT094226; Supelco HLB
кат. № 54182-U; Supelco C18, Sep-Pack C18 фирмы
“Supelco” кат. № 55284-U; ацетилцистеин фирмы
“Sigma” кат. № A9165-5G. Коньюгат АЦЦ и суль-
фона иприта (1,1'-сульфонилбис[2-S-(N-ацетилци-

стеинил)этан]) синтезирован в лаборатории 27 На-
учного центра МО РФ, 8-(1-гидроксибутан-2-ил-
амино)-1,3,7-триметил-1-пурин-2,6(3Н,7Н) и N7-
гидроксиэтилтиоэтил гуанин синтезированы в лабо-
ратории химического моделирования НИИ ГПЭЧ.

Условия хромато-масс-спектрометрического ана-
лиза. При анализе холостой пробы мочи, содержа-
щей искусственные добавки N7-HETEG в различ-
ных концентрациях, установлено, что на площадь
пика иона-предшественника существенно влияют
матричные эффекты. Таким образом, для получе-
ния достоверных результатов необходимо прово-
дить расчеты только по площади пика иона-продук-
та и использовать нормировку по внутреннему стан-
дарту. В качестве внутреннего стандарта
использовали 8-(1-гидроксибутан-2-иламино)-
1,3,7-триметил-1-пурин-2,6(3Н,7Н). Это заведомо
экзогенное соединение обладает близким к целево-
му веществу строением и дает четкие характери-
стичные пики в масс-спектре.

В работе использовали тандемный масс-спек-
трометр высокого разрешения LTQ Orbitrap Velos
с электрораспылительной ионизацией при атмо-
сферном давлении и программным обеспечением
для управления и обработки данных Xcalibur. Ре-
гистрацию N7-HETEG и СБАЦЭ проводили по
массовым числам ионов-предшественников

Таблица 1. Структурные формулы и молекулярные массы аналитов

* Жирным шрифтом выделены значения m/z для количественных определений.

Название метаболита СИ, 
его структурная формула

m/z иона-
продукт Характеристичные переходы tR, мин

357.0607 445.07675 → 403.06454*; 
445.07675 → 357.0607 4.84 ± 0.1

257.07924 256.07924 → 105.03690* 3.98 ± 0.1

281.14879 282.15607 → 210.09855* 7.252 ± 0.1
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(m/z 445.07675 и m/z 256.07924) и ионов-продук-
тов (m/z 403.06454 и m/z 105.03690) соответствен-
но. Разрешение по массам 70000.

Хроматографическое разделение проводили на
колонке Agilent SB-C8 (150 мм × 4.6 мм × 1.8 мкм) в
режиме градиентного элюирования. Состав по-
движной фазы: элюент A – вода с добавкой
0.1% HCOOH, элюент Б – ацетонитрил с добавкой
0.1% HCOOH, расход подвижной фазы
400 мкл/мин, температура термостата колонки
35°С. Установлен следующий режим элюирования:
0 мин – 90% А, 2 мин – 90% А, 7 мин – 10% А,
9 мин – 10% А, 9.1 мин – 90% А, 12 мин – 90% А.

Структурные формулы аналитов и получен-
ные масс-спектральные характеристики пред-
ставлены в табл. 1.

Подготовка проб к анализу. Оптимальная схема
подготовки проб к анализу включала кондицио-
нирование патрона ENVI-8 двукратной промыв-
кой 1 мл ацетонитрила с последующей трехкратной
промывкой 1 мл воды, загрузку 1 мл мочи, содержа-
щей 10 нг внутреннего стандарта, элюирование ана-
литов двумя порциями по 1 мл 60%-ного ацетонит-
рила в 5%-ной муравьиной кислоте (v/v), пере-

растворение объединенного элюата в 100 мкл
смеси равных объемов ацетонитрила и воды, цен-
трифугирование и разбавление 100 мкл воды.
Схема приведена на рис. 1. Промывку патронов
после загрузки образца из процедуры ТФЭ при-
шлось исключить, поскольку на этой стадии не
удалось избежать потерь N7-HETEG, в то же вре-
мя именно при определении N7-HETEG в моче
крыс наблюдали значительные матричные эф-
фекты, которые удалось несколько снизить путем
разбавления экстракта 100 мкл воды, а также при
оптимизации условий хроматографирования.

Градуировочные характеристики. Для получе-
ния градуировочных графиков приготовили и
проанализировали серию проб мочи крыс с вне-
сением N7-HETEG и СБАЦЭ с концентрациями
1, 10, 50, 100 и 200 нг/мл и добавкой внутреннего
стандарта с концентрацией 10 нг/мл. На основа-
нии полученных данных вычислили относитель-
ные площади пиков N7-HETEG и СИ-АЦЦ и по-
строили графики зависимости относительной
площади пика от концентрации аналитов, кото-
рые описываются уравнениями у = 0.0021х (R2 =
= 0.9951) и у = 0.0007х (R2 = 0.9884), соответственно.

Рис. 1. Схема пробоподготовки мочи для определения N7-HETEG и СБАЦЭ.

 

 

Патрон ENVI-8 (500 мг)

2 × 1 мл ацетонитрила

3 × 1 мл воды

1 мл мочи

Элюирование аддуктов:

2 × 1 мл 60%-ного ацетонитрила в 5%-ной муравьиной кислоте (по объему)

Упаривание элюата досуха при 65оС

Растворение сухого остатка в 50%-ном ацетонитриле (100 мкл)

Перемешивание, центрифугирование 10 мин при 14 000 об/мин

Добавление 100 мкл воды

Анализ методом ВЭЖХ−МС/МС
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Ранее нами разработана методика [24] опреде-
ления аддукта N7-HETEG, образующегося в ре-
зультате воздействия СИ по положению N7 гуа-
нина в молекуле ДНК, в моче методом ВЭЖХ–
МС/МС высокого разрешения с применением
внутреннего стандарта и исследован профиль
экскреции N7-HETEG с мочой крыс, получив-
ших СИ подкожно в дозе 1/4 LD50. В реальных
условиях лицам, пострадавшим от воздействия
СИ, скорее всего, будет оказана первая помощь,
возможно, с применением известных средств,
снижающих токсичность иприта. В условиях вве-
дения скавенджера профиль экскреции может из-
мениться, что повлечет за собой возможное воз-
никновение проблем либо неточностей при уста-
новлении факта и времени воздействия СИ. В
рамках исследования представляла интерес не
только оценка содержания N7-HETEG в моче
крыс, но также сравнение количества аддукта
СБАЦЭ в группах крыс, получавших терапию и
без нее.

Для решения этих задач нами был поставлен
эксперимент in vivo с использованием двух групп
подопытных животных, в котором одной группе
крыс вводили СИ (2 мг/кг), а второй группе крыс –
СИ в той же дозе и АЦЦ (200 мг/кг). Выбор имен-
но АЦЦ в качестве скавенджера объясняется его
доступностью и низкой токсичностью. Кроме то-
го, известно, что применение АЦЦ способствует
смягчению симптомов воздействия как СИ [21, 22],
так и ряда медицинских препаратов на основе азо-
тистого иприта, применяющихся в химиотерапии
онкобольных и обладающих аналогичным действи-
ем [25–27]. Для оценки содержания N7-HETEG и
СБАЦЭ в моче разработали методику их совмест-
ного определения, включающую пробоподготов-
ку методом ТФЭ на патроне, перерастворение и
анализ методом ВЭЖХ–МС/МС высокого разре-
шения. Определение нескольких биомаркеров в
рамках одной методики является прогрессивным
подходом, поскольку не только экономит все ви-
ды ресурсов, но и позволяет с максимальной точ-
ностью фиксировать соотношение биомаркеров,
отражающих связанные между собой метаболи-
ческие процессы, в одной и той же пробе и в один
и тот же момент времени.

Некоторые трудности возникли при разработ-
ке процедуры подготовки проб, что было вполне
ожидаемо, так как для анализа выбрали вещества
с сильно различающимися свойствами. Так, Ро-
диным показано [28], что “высокая полярность
СБАЦЭ и существование в заряженной форме не
позволяют добиться высоких степеней извлечения
определяемого вещества, таким образом твердо-
фазная экстракция на удерживание не подходит для
проведения пробоподготовки”. N7-HETEG суще-
ственно менее полярное соединение, его извлече-

ние и концентрирование из мочи, в отличие от
СБАЦЭ, проводят в режиме удерживания, а не
пропускания. В нашу задачу входило модифици-
ровать разработанную нами ранее методику про-
боподготовки мочи [24] таким образом, чтобы
обеспечить удовлетворительное извлечение и
концентрирование обоих интересующих ве-
ществ. Взяв за основу схему ТФЭ из работы [29],
мы опробовали несколько вариантов ее модифи-
кации, включая подбор патронов для ТФЭ и
условий элюирования. Для отработки методики
приготовили серию проб мочи крыс с внесением
N7-HETEG и СИ-АЦЦ. Для разработки методи-
ки совместного определения аддуктов СИ с ДНК и
АЦЦ требовалось подобрать способ очистки и из-
влечения, оптимальный для обоих компонентов. С
этой целью опробовали следующие виды коммер-
чески доступных патронов для ТФЭ: OASIS HLB,
Supelco HLB, Supelclean ENVI-8, Supelco C18,
Sep-Pack C18. На патроны наносили по 1 мл мочи
крыс, содержащей искусственные добавки обоих
аналитов в концентрации 100 нг/мл, и варьирова-
ли элюенты и режимы элюирования. Эффектив-
ность извлечения аналитов оценивали по площа-
дям пиков ионов-продуктов N7-HETEG
(m/z 105.03690) и СБАЦЭ (m/z 403.06454). В каче-
стве элюентов изучали различные системы рас-
творителей (метанол–вода, ацетонитрил–вода) в
разных объемных соотношениях. Для дальней-
шей работы выбрали патрон ENVI-8 и элюирова-
ние подкисленной смесью ацетонитрил–вода
(60 : 40, по объему).

Поскольку аналиты регистрируют по ионам-
продуктам, методика обладает высокой селектив-
ностью, эффект переноса отсутствует. Предел ко-
личественного определения для обоих аналитов
равен 10 нг/мл, погрешность определения каждо-
го составляет 15%.

Следует отметить значительный матричный
эффект для N7-HETEG. Заметно снизить его
влияние не удалось ни за счет варьирования усло-
вий пробоподготовки, ни подбором условий элю-
ирования. Добиться небольшого снижения мат-
ричного эффекта удалось путем разбавления уже
готовой для ввода пробы равным объемом воды.
Возможно, такое значительное проявление мат-
ричного эффекта связано с наличием в моче крыс
соединения, значения m/z которого совпадают c
ионом-предшественником N7-HETEG (256.08),
в связи с чем идентифицировать аддукт следует
только по иону-продукту. В целом при использо-
вании внутреннего стандарта большое количе-
ство проведенных опытов позволяет добиться
удовлетворительных значений относительного
стандартного отклонения (0.15) и воспроизводи-
мости разработанной методики.

Апробация разработанной методики в опыте
in vivo. Условия работы с экспериментальными
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животными соответствовали “Правилам лабора-
торной практики в Российской Федерации (GLP)”
(утверждены Приказом Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации 19.06.2003 № 267).
Для апробации разработанной методики провели
токсикологический эксперимент с двумя группа-
ми крыс, одна из которых получала внутрибрю-
шинно СИ в дозе 1/4 LD50 (2 мг/кг), другая – ту
же дозу СИ в сочетании с терапией АЦЦ. Раствор
АЦЦ вводили двукратно за 3 и за 0.5 ч до введения
СИ в дозе 200 мг/кг. Предварительно у всех задей-
ствованных в эксперименте крыс отбирали об-
разцы мочи (контрольная проба). В опыте ис-
пользовали 10 крыс (5 крыс экспонировали СИ и
5 крыс – СИ и АЦЦ). Мочу крыс отбирали с ис-
пользованием метаболических камер через 3 ч, 1,
2, 3, 7 сут после экспозиции. Полученные пробы
анализировали согласно разработанной методи-

ке. Мочу каждой крысы анализировали отдельно
и затем усредняли полученный результат.

На основе полученных данных построили диа-
граммы, иллюстрирующие кинетику выведения
аддуктов с мочой. Диаграмма на рис. 2 описывает
кинетику выведения N7-HETEG с мочой. Видно,
что в пробах мочи крыс, получавших терапию
АЦЦ, содержание аддукта N7-HETEG значи-
тельно ниже, что свидетельствует о защитном
действии скавенджера, препятствующего повре-
ждению ДНК.

Диаграмма на рис. 3 иллюстрирует кинетику
выведения аддукта СИ–АЦЦ с мочой. Видно, что
при использовании скавенджера выведение ад-
дукта происходит более активно в быстрой фазе
элиминации, период его выведения у крыс, полу-
чавших лечение, значительно сокращен по срав-
нению с особями, которым не вводили АЦЦ. Та-
ким образом, разработанная методика позволила
на молекулярном уровне продемонстрировать
влияние скавенджера на скорость выведения ток-
сиканта из организма и позволила сделать обос-
нованное предположение о защитном действии
АЦЦ от поражающего действия СИ на ДНК.

* * *

Таким образом, разработанная методика поз-
воляет совместное определять N7-HETEG (ад-
дукта СИ с ДНК) и СБАЦЭ, подобраны условия
концентрирования и очистки пробы мочи, хро-
матографического разделения, определены ха-
рактеристичные ионы для масс-спектрометриче-
ского детектирования. Следует отметить важ-
ность использования внутреннего стандарта, так
как матричные влияния, особенно при работе с
большой выборкой животных, могут значительно
искажать результаты определений. В целом ис-
следование механизмов действия скавенджеров и
антидотов на молекулярном уровне перспектив-
но для разработки схемы лечения не только в слу-
чаях применения химоружия, но также в медици-
не для подбора оптимальной терапии при дли-
тельной химиотерапии.
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