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Введение. Разработка инновационных отечественных противоопухолевых средств остается крайне важной 
задачей. Среди новых избирательно действующих на опухоли лекарственных веществ значительный интерес 
представляют N-гликозиды индоло[2,3‑a]карбазола ЛХС-1208 и ЛХС-1269, синтезированные по оригинальной 
методике в  Национальном медицинском исследовательском центре онкологии им. Н. Н.  Блохина В  работе 
представлены возможности использования инструментальных методов анализа для выявления отличий в фи-
зико-химических свойствах близких по структуре соединений ЛХС-1208 и ЛХС-1269 и установления экспери-
ментально обоснованных норм качества для их стандартизации как фармацевтических субстанций.
Цель исследования – изучение физико-химических свойств и разработка методов качественного и количе-
ственного анализа ЛХС-1208 и ЛХС-1269.
Материалы и методы. В работе использованы современные инструментальные методы анализа: поляриметрия, 
спектрофотометрия (ультрафиолетовая спектрофотометрия), инфракрасная спектроскопия, спектроскопия 
протонного магнитного резонанса, высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) и ВЭЖХ с тандемным 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС / МС).
Результаты. С помощью современных инструментальных методов выявлены достоверные различия в физи-
ко-химических свойствах N-гликозидов индоло[2,3‑a]карбазола ЛХС-1208 и ЛХС-1269. Представлены резуль-
таты, подтверждающие структуру каждого соединения, и разработаны методики для их качественного и коли-
чественного анализа. Проведена валидация ВЭЖХ-методики количественного определения ЛХС-1269, которая 
показала соответствие полученных валидационных характеристик критериям Государственной фармакопеи 
Российской Федерации XV издания и Фармакопеи Евразийского экономического союза. Установлено строение 
примесей в ЛХС-1269 и предложена методика их количественного определения.
Заключение. Подтверждена структура производных индоло[2,3‑a]карбазола ЛХС-1208 и ЛХС-1269 и показано, 
что можно достоверно отличить их друг от друга. Установлены структуры примесей, образующихся на последнем 
этапе синтеза ЛХС-1269. Разработаны ВЭЖХ-методики количественного определения ЛХС-1208 и ЛХС-1269.
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Background. The  development of  innovative national antitumor drugs remains an ultimately important task. 
Among the new drugs, which selectively affect tumors, indolo [2,3‑a] carbazole – N-glycosides LCS-1208 and LCS-
1269, synthesized using an original technique at the  Blokhin National Medical Research Center of  Oncology 
of the Ministry of Health of the Russian Federation, are of essential interest. The paper presents possible options 
of instrumental analytical methods for identification of differences in the physical chemical features of structurally 
similar compounds LCS-1208 and LC S-1269. These methods may be used for establishing experimentally justified 
standards of quality for the standardization of the compounds as pharmaceutical substances.
Aim. To study the physical chemical features and to develop methods for the qualitative and quantitative analysis 
of LCS-1208 and LCS-1269.
Materials and methods. The  study involved modern instrumental methods of  analysis, such as polarimetry, 
ultraviolet spectroscopy, infrared spectroscopy, proton magnetic resonance spectroscopy spectroscopy, high 
performance liquid chromatography (HPLC), and HPLC with the  tandem mass spectrometric detection (HPLC–
MS / MS).
Results. Significant differences in the physical chemical features of the original N-glycosides LCS-1208 and LCS-
1269 were determined using modern instrumental analytical methods.
The authors present the results verifying the structure of each of these compounds. The methods for qualitative 
and quantitative analysis of these compounds were developed in the study. The HPLC validation was performed for 
the LCS-1269 quantification method. The study showed the compliance of the obtained validation characteristics 
with the criteria approved by the Russian State Pharmacopoeia XV Ed and Pharmacopoeia of the Eurasian Economic 
Union. The authors determined the structure of impurities in LCS-1269 samples and proposed a method for their 
quantitative determination.
Conclusion. Structures of indolo [2,3‑a] carbazole derivatives LCS-1208 and LCS-1269 were confirmed and shown 
to be reliably distinguishable. Impurity structures from the final LHS-1269 synthesis step were identified. HPLC 
methods for quantifying LCS-1208 and LCS-1269 were developed.

Keywords: indolo[2,3‑a]carbazole N-glycosides, instrumental methods of analysis, related impurities, qualitative 
and quantitative analysis, standardization
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Введение
Лечение онкологических заболеваний остается 

одной из актуальных проблем настоящего времени. 
Основными проблемами химиотерапевтического ле-
чения являются развитие резистентности опухолевых 
клеток к применяемым противоопухолевым препа-
ратам, ограниченный спектр действия и значительная 
токсичность [1]. В связи с этим разработка иннова-
ционных, эффективных и безопасных отечественных 
противоопухолевых средств остается крайне важной 
задачей.

Среди природных и синтетических гетероцикли-
ческих соединений, способных подавлять рост опу-
холей, все большее внимание привлекают индоло 
[2,3‑а] карбазолы  – один из  наиболее обширных 
и биологически значимых классов гетероциклических 
соединений. Экспериментальные исследования по-
казывают, что соединения этого класса проявляют 
противоопухолевую активность при  тестировании 
разными методами: при использовании клеточных 
культур линий опухолевых клеток человека и мышей 
в экспериментах in vitro и в опытах на животных in vivo. 
Соединения этого класса обладают свойствами муль-
титаргетных интеркаляторов ДНК и ремодуляторов 
хроматина, позволяющими одновременно иниции-

ровать различные механизмы гибели опухолевых 
клеток [2–4]. Известна способность некоторых пред-
ставителей этого семейства преодолевать множе-
ственную лекарственную устойчивость к химиотера-
певтическим препаратам [2, 5].

В НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина получен 
ряд оригинальных производных индолокарбазола. 
Два представителя этого класса с  лабораторными 
шифрами ЛХС-1208 и ЛХС-1269 продемонстрирова-
ли выраженные противоопухолевые свойства и при-
влекли повышенное внимание исследователей [6–8]. 
В ходе молекулярно-биологических испытаний по-
казано, что  оба соединения вызывают изменения 
в экспрессии генов, участвующих в процессах нео-
пластической трансформации, а также воздействуют 
на гены-мишени сигнальных путей в раковых клет-
ках. Несмотря на структурное сходство, каждое сое-
динение обладает уникальной биологической актив-
ностью. Так, главной особенностью ЛХС-1208 
является активное встраивание в ДНК и ингибиро-
вание топоизомераз I и  IIα. Механизмы действия 
ЛХС-1269, наряду с интеркаляцией в ДНК, включа-
ют влияние на более высокие уровни, такие как ре-
моделирование хроматина и эпигенетические эффек-
ты [9]. Выявленные биологические свойства делают 
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ЛХС-1208 и ЛХС-1269 перспективными для изучения 
в качестве противоопухолевых препаратов.

Обязательным этапом создания лекарственного 
средства (ЛС) для медицинского применения явля-
ется изучение физико-химических свойств действу-
ющего вещества и разработка аналитических методик, 
на основе которых формируются экспериментально 
обоснованные требования к его качеству. Современ-
ные стандарты качества определяются Фармакопеей 
Евразийского экономического союза (ФЕАЭС)1 и Го-
сударственной фармакопеей Российской Федерации 
(ГФ РФ)2. В  основе будущих исследований лежит 
определение целевого профиля качества (Quality 
Target Product Profile, QTPP), который задает основ-
ные характеристики будущего ЛС [10]. На базе уста-
новленного QTPP формируется спецификация, ко-
торая определяет критерии качества, перечень 
необходимых тестов и требования к их приемлемости 
и обычно включает такие разделы, как подтверждение 
подлинности, определение воды, органических и не-
органических примесей, количественное определение 
и другие показатели. Для разработки аналитических 
методик, соответствующих спецификации, широко 
применяют современные инструментальные методы 
анализа: спектрофотометрию в  ультрафиолетовой 
(УФ) и видимой областях, спектроскопию в ближней 
и средней инфракрасной областях (ИК), спектроско-
пию ядерного магнитного резонанса (ЯМР), 
масс-спектрометрию (МС), высокоэффективную 
жидкостную хроматографию (ВЭЖХ), поляриме-
трию, титриметрию и др. Эти методы уже давно ста-
ли неотъемлемой частью фармакопейного анализа, 
поскольку они удовлетворяют строгим требованиям, 
предъявляемым к  определению специфичности 
и чувствительности, обеспечивают скорость прове-
дения анализов, точность определения концентрации 
активных компонентов, при этом используется ми-
нимальное количество испытуемого вещества и хи-
мических реактивов [11]. К основным преимуществам 
инструментальных методов анализа относят сниже-
ние предела обнаружения определяемых веществ, 
возможность автоматизации анализа или некоторых 
его стадий, а также высокую информативность полу-
ченных данных. Применение таких методов позво-
ляет получить ответы почти на все вопросы о струк-
туре молекул и / или качественном и количественном 
составе исследуемого вещества.

Цель настоящего исследования – изучение физи-
ко-химических свойств и разработка методов каче-
ственного и  количественного анализа ЛХС-1208 
и ЛХС-1269.

Материалы и методы
Лабораторные образцы ЛХС-1208 и  ЛХС-1269 

получены в  НМИЦ онкологии им. Н. Н.  Блохина. 
Метод синтеза N-гликозидов индоло[2,3‑a]пирроло 
[3,4‑c]карбазол-5,7‑диона подробно описан в работах 
[6, 8]. Для настоящего исследования образцы подвер-
гали дополнительной очистке; содержание действу-
ющего вещества составило не менее 97 % (по данным 
ВЭЖХ). Физико-химические характеристики образ-
цов (спектры протонного магнитного резонанса 
(ПМР), ультрафиолетовые (УФ), хроматографическая 
чистота) соответствуют описанным ранее [6, 8], что 
подтверждено сравнением образцов, полученных 
в разное время.

Реактивы: бромид калия IR grade (PIKE Techno
logies, США), диметилформамид (ДМФА) («Химмед», 
Россия), диметилсульфоксид (ДМСО) («Химмед», 
Россия), ДМСО-d

6
 (Sigma-Aldrich, США), тетраме-

тилсилан (Sigma-Aldrich, США), 95 % этиловый 
спирт («Константа-Фарм М», Россия), ацетонитрил 
для градиентной ВЭЖХ (Merck, Германия), вода де-
ионизованная, трифторуксусная кислота (Acros 
оrganics, Бельгия), муравьиная кислота 98 % (Acros 
organics, Бельгия), калибровочный раствор ESI 
Positive Calibration Solution for the SCIEX X500 System 
(AB Sciex Pte. Ltd, Сингапур), умбеллиферон (анали-
тический стандарт, Sigma-Aldrich, США).

Приборы и  аппаратура: спектрофотометр 
Cary-100 (Varian, США); ИК-Фурье-спектрометр 
Nicolet-iS10 (детектор DTGS, светоделитель KBr) 
(Thermo Scientific, США); поляриметр Unipol L (Unipol, 
США); ЯМР-спектрометр Bruker WH-500 (Bruker, 
Германия); жидкостной хроматограф Agilent 1260 
Infinity II (Agilent, США), оснащенный диодно-ма-
тричным детектором, колонкой Poroshell 120 EC–C18 
50 × 4,6  мм с  сорбентом EC–C18 диаметром зерна 
2,7 мкм; тандемный мacc-спектрометр SCIEX X500R 
QTOF под управлением программного обеспечения 
SCIEX OS (Ver. 2.1.6.) (AB Sciex Pte. Ltd, Сингапур), 
весы аналитические Sartorius 2405 (Sartorius AG, Гер-
мания); автоматический титратор VD-20 (Mettler-
Toledo, Швейцария); рН-метр HANNA pH 211 (HANNA 
Instruments, США).

В исследовании использованы методы: титриме-
трия, поляриметрия, УФ-спектрофотометрия, ИК- 
и ЯМР-спектроскопия, ВЭЖХ, тандемная масс-спек-
трометрия (МСМС).

Результаты и обсуждение
В НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина разрабо-

тан синтез N-гликозидных производных индоло 

1�Принята решением Коллегии Евразийской экономической комиссии от 11.08.2020 № 100 (ред. от 25.06.2024). URL: https://sudact.
ru/law/reshenie-kollegii-evraziiskoi-ekonomicheskoi-komissii-ot-11082020_5/farmakopeia-evraziiskogo-ekonomicheskogo-soiuza/.

2URL: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/.
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[2,3‑а]пирроло[3,4‑с]карбазол-5,7‑диона ЛХС-1208 
и ЛХС-1269 [7, 8]. Соединения содержат в качестве 
заместителя в пиррольном кольце амино- (ЛХС-1208) 
или -пиридин-2‑карбосамидную группу (ЛХС-1269), 
а в качестве углеводного фрагмента в индольном ци-
кле -α-L-арабинопиранозу или β-D-ксилопиранозу 
соответственно (рис. 1, 2). Главной структурной еди-
ницей этих соединений является крупный плоский 
гетероциклический каркас, который состоит из со-
пряженных индольного, карбазольного и пирроль-
ного циклов, образующих единую ароматическую 
систему. Эта структура представляет собой отличный 
хромофор, поглощающий в УФ- и видимом спектрах, 
что придает соединениям яркую окраску в диапазоне 
от желтой до оранжевой.

ЛХС-1208 и ЛХС-1269 – это аморфные порошки, 
без запаха, ЛХС-1208 оранжевого, а ЛХС-1269 – жел-
того цвета. Они практически нерастворимы в воде, 
очень малорастворимы в этиловом спирте и умеренно 
растворимы в полярных апротонных растворителях, 
таких как ДМСО и ДМФА. Содержание воды, опреде-
ленное титрованием по методу по К. Фишера, состав-
ляет до 1,0 % в ЛХС-1208 и до 3,0 % – в ЛХС-1269.

Важным инструментальным методом идентифи-
кации молекулярных структур является спектроско-
пия ЯМР3 [12]. Наиболее распространенный подвид 
ЯМР на ядрах 1Н – ПМР.

На рис. 3 представлены спектры ПМР лаборатор-
ных образцов ЛХС-1208 и ЛХС-1269, снятые в стан-
дартных условиях. В  спектре каждого соединения 
присутствуют характерные области сигналов:

• 10–12 м. д. – NH-протоны (имидная и гидразид-
ная группы);

• 7–10 м. д. – ароматические протоны индолокар-
базольного ядра;

• 3–6.5 м. д. – протоны углеводного остатка.
Картина спектра для  каждого соединения ста-

бильно воспроизводится на разных сериях образцов 
и  позволяет надежно различать ЛХС-1208 и  ЛХС-
1269. Полученные спектры ПМР соответствуют дан-
ным, ранее опубликованным для  этих соединений 
в работах [6, 8], где приведено детальное отнесение 
сигналов и доказательство аномерной конфигурации. 
В  настоящей работе спектры ПМР используются 
как метод идентификации подлинности («отпечаток 
пальца») для целей фармацевтического контроля.

Широко применяемым методом идентификации 
веществ различной химической природы является 
ИК-спектрометрия. Применение ИК-спектров ос-
новано на использовании характеристических полос 
поглощения, связанных с колебаниями атомов в ин-
дивидуальных химических связях молекул. Наиболее 
часто в  аналитических целях используют среднюю 
(4000–400 см–1) ИК-область. Практика применения 
ИК-спектроскопии подтверждает, что не существует 
2 соединений с различной структурой (за исключени-
ем оптических изомеров), но идентичными ИК-спект
рами [13].

ИК-спектры ЛХС-1208 и ЛХС-1269 приведены 
на  рис. 4. Они практически совпадают в  области 
3600–2500 см–1 (валентные колебания атомов водоро-
да в связях С–Н, O–H, N–H). Оба спектра содержат 
выраженные полосы поглощения в области 1780–
1600 см–1, соответствующие карбонильным группам 

Рис. 1. ЛХС-1208

Fig. 1. LСS-1208

6‑Амино-N-[12-(1-α-L-арабино-пиранозил)индоло[2,3а]-пирроло- 
[3,4‑с] карбазол-5,7‑дион  /  6‑Amino-N-[12-(1-α-L-arabino- 

pyranosyl)indolo[2,3a]-pyrrolo-[3,4‑c]carbazole-5,7‑dione

N-[12-(1-β-D-ксилопиранозил)-индоло[2,3-а]пирроло-[3,4-с-
карбазол-5,7-дион-6-ил]-пиридин-2-карбоксамид /  

N-[12-(1-β-D-xylopyranosyl)-indolo[2,3-a]pyrrolo-[3,4-c-carbazole-5,7-
dione-6-yl] - pyridine-2-carboxamide

Рис. 2. ЛХС-1269

Fig. 2. LСS-1269

3ФЕАЭС ОФС 2.2.33 «Спектроскопия ядерного магнитного резонанса».
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Рис. 3. Спектроскопия протонного магнитного резонанса в диметилсульфоксиде-d6: а – ЛХС-1208; б – ЛХС-1269

Fig. 3. Proton nuclear magnetic resonance spectroscopy in dimethyl sulfoxide-d6: а – LСS-1208; б – LСS-1269

а

б
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(–С=О), которые отличаются по положению и ин-
тенсивности сигнала. Основные различия по поло-
жению, форме и интенсивности сигналов наблюда-
ются в  низкочастотном интервале 1150–1000  см–1 

и  950–900  см–1 (область отпечатков пальцев). 
ИК-спектры ЛХС-1208 и ЛХС-1269 индивидуальны, 
имеют ряд характеристических полос пропускания 
и могут быть использованы для подтверждения под-
линности обоих соединений.

Присутствие в структуре производных индолокар-
базола большого количества сопряженных π-связей 
позволяет применять метод УФ-спектрофотометрии 
для идентификации этих соединений, а также для ко-
личественного анализа ЛС на их основе [14–16].

Электронные спектры поглощения (ЭСП) све-
жеприготовленных 0,0004 % растворов ЛХС-1208 
и ЛХС-1269 в ДМФА в области от 200 до 500 нм пред-
ставлены на рис. 5. На ЭСП обоих соединений совпа-
дают положения основных максимумов при  длинах 
волн (λ) 286 ± 2 и 319 ± 2 нм и слабо интенсивного 

максимума (λ 405–413 нм); очень близки положения 
перегибов и минимумов. Присутствие в пиррольном 
кольце агликона ЛХС-1269 еще одного заместителя 
с ароматическим кольцом (пиридин-2‑карбосамид-
ной группы) проявляется в увеличении отношения 
величины оптической плотности в максимумах по-
глощения А

319
 / А

286
–1,4 ± 0,1 (ЛХС-1208) и 1,9 ± 0,1 

(ЛХС-1269). Различаются также значения удельного 
показателя поглощения А1 см

1 % : 1050 ± 20 и 1080 ± 20 
для ЛХС-1208 и  ЛХС-1269 соответственно. Таким 
образом, ЭСП могут служить идентификационной 
характеристикой этих соединений.

Исследование ЭСП растворов ЛХС-1208 и ЛХС-
1269 в диапазоне концентраций от 0,003 до 0,010 мг / мл 
показало прямую зависимость интенсивности погло-
щения от  концентрации вещества в  растворе для 
максимумов при длинах волн 286 ± 2 и 319 ± 2 нм. 
Наиболее интенсивный из них при 319 ± 2 нм может 
быть выбран в качестве аналитического при количест
венном анализе ЛС методом спектрофотометрии [15].

Рис. 4. Инфракрасные спектры в бромиде калия: а – ЛХС-1208; б – ЛХС-1269

Fig. 4. Infrared spectra in potassium bromide: а – LСS-1208; б – LСS-1269
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Рис. 5. Электронные спектры поглощения: а – ЛХС-1208; б – ЛХС-1269 (0,0004 % раствор в N, N-диметилформамиде)

Fig. 5. Electronic absorption spectra: а – LСS-1208; б – LСS-1269 (0.0004 % solution in N, N-dimethylformamide)

а б

Одним из популярных инструментальных мето-
дов фармакопейного анализа является поляриметрия4 
[10, 11]. Оптическая активность служит чувствитель-
ным индикатором изменений в строении вещества 
и позволяет получать ценную информацию о природе 
заместителей, их конформациях, внутреннем враще-
нии и других аспектах структуры. Благодаря присут-
ствию в исследуемых гликозидах углеводных фраг-
ментов изучаемые соединения являются оптически 
активными веществами.

Измерения угла оптического вращения плоскости 
поляризации монохроматического света проводили 
для установления экспериментально обоснованных 
норм качества и  стандартизации этих соединений 
как  фармацевтических субстанций. Анализ выпол-
няли для 1 % растворов в апротонном растворителе – 
N, N-диметилформамиде в  соответствии с  ОФС. 
1.2.1.0018.15 «Поляриметрия» [11]. ДМФА выбран 
в качестве растворителя, поскольку исследуемые со-
единения практически нерастворимы в воде. Изме-
рения проводили на серии образцов каждого N-гли-
козида, полученных в разное время, с содержанием 
основного вещества 97–99 %.

Несмотря на  разную стереохимию углеводных 
остатков, оба вещества в выбранных условиях имеют 
положительный угол вращения. Величины удельно-
го вращения [α]Dм

20  близки и лежат в узком интервале 
от 58 до 61⁰ для ЛХС-1208 и от 59 до 62⁰ – для ЛХС-
1269. Разброс значений в пределах 1–3⁰ обусловлен 
вариабельностью разных серий синтеза (содержание 
основного вещества – 97–99 %) и находится в пре-
делах погрешности метода. Интервалы перекрывают-

ся, что не позволяет отличить ЛХС-1208 и ЛХС-1269 
методом поляриметрии. Однако каждый интервал 
может служить характеристикой подлинности соот-
ветствующей субстанции (например, для подтвержде-
ния отсутствия случайных примесей, сильно влияю-
щих на оптическое вращение).

Ни  один из инструментальных методов не был 
внедрен в  фармацевтический анализ так быстро 
и  не  получил такого распространения, как ВЭЖХ. 
Информация, полученная с  его помощью, вместе 
с  дополнительными данными, подтверждающими 
структуру исследуемого вещества, может служить 
доказательством его подлинности, позволяет обна-
ружить примеси в  анализируемом образце и  точно 
определить в нем количественное содержание ком-
понентов. Основным критерием подлинности при 
этом служит время удерживания, фиксируемое де-
тектором, от момента ввода пробы в колонку до мо-
мента выхода искомого вещества из колонки (reten-
tion time, RT) [17, 18].

Анализ образцов ЛХС-1208 и ЛХС-1269 прово-
дили методом обращенно-фазовой хроматографии 
на аналитическом жидкостном хроматографе с диодно-
матричным детектором при длине волны 315 ± 5 нм. 
Время анализа занимало примерно 6 мин; RT для 
ЛХС-1208 равнялось 2,8 ± 0,1 мин, для ЛХС-1269–
3,6 ± 0,1 мин (условия хроматографирования приве-
дены далее).

На рис. 6 представлены хроматограммы образцов 
ЛХС-1208 и  ЛХС-1629. На  хроматограмме образца 
ЛХС-1208 (рис. 6, а) присутствует 1 пик с RT 2,8 ± 0,1 
мин. В отдельных образцах ЛХС-1208 обнаружены 
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неидентифицированные примеси, суммарное содер-
жание которых не превышало 1,0 % (метод внутрен-
ней нормализации).

На хроматограмме ЛХС-1269 (рис. 6, б) помимо 
основного пика с RT 3,6 мин присутствуют две при-
меси, условно обозначенные как примесь X (RT 2,4 мин) 
и  примесь Y (RT 4,7 мин). Содержание примесей 
в изученных образцах не превышало 0,5 и 1,1 % для 
примесей Х и Y соответственно.

В ходе ВЭЖХ-анализа получены ЭСП примесей 
ЛХС-1269‑X (рис. 7, а) и ЛХС-1269‑Y (рис. 7, б). ЭСП 
ЛХС-1269‑X по положению максимумов поглощения 
близок к спектру ЛХС-1208, а ЭСП ЛХС-1269‑Y – 
к спектру ЛХС-1269, т. е. примеси в ЛХС-1269 явля-
ются производными индоло[2,3‑а]пирроло-[3,4‑с- 
карбазол]-5,7‑диона.

Структуры примесей установили методом ВЭЖХ 
с тандемным масс-спектрометрическим детектиро-
ванием (ВЭЖХ-МС / МС) [19]. Показано, что ЛХС-
1269‑Х представляет собой 6‑амино-12-(β-D-ксило-

пиранозил)индоло[2,3‑а]пирроло[3,4‑c] карбазол- 
5,7‑дион, образующийся в качестве побочного про-
дукта на финальной стадии синтеза ЛХС-1269. А при-
месь ЛХС-1269‑Y является три-О-ацетатом ЛХС-1269 
по  гидроксильным группам углеводного остатка – 
исходным соединением на последней стадии синте-
за ЛХС-1269 (рис. 8).

Метод ВЭЖХ использовали также для  количе-
ственного определения действующего вещества. Со-
держание ЛХС-1208 в образцах рассчитывали мето-
дом внутренней нормализации, а  для  ЛХС-1269 
разработали методику с использованием умбеллифе-
рона (7‑гидроксикумарина) в качестве внутреннего 
стандарта. Он коммерчески доступен, в анализируе-
мых образцах полностью отсутствуют вещества, по-
добные ему по  структуре, и  он обладает близким 
к  индолокарбазолам максимумом поглощения 
в УФ-диапазоне.

Анализ образцов ЛХС-1269 проводили методом 
обращенно-фазовой хроматографии при  длине 

Рис. 6. Хроматограммы: а – ЛХС-1208; б – ЛХС-1269

Fig. 6. Chromatograms: a – LCS-1208; б – LCS-1269
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6‑амино-12- (β-D-ксилопиранозил) индоло[2,3‑а]пирроло- 
[3,4‑c]карбазол-5,7‑дион) (примесь Х)  /  6‑amino-12- 

(β-D-xylopyranosyl)-indolo [2,3‑a]pyrrolo- [3,4‑c] carbazole-5,7‑dione)

N-[12-(2,3,4‑три-O-ацетил-β-D-ксилопиранозил)индоло- 
[2,3‑а]пирроло-[3,4‑с]карбазол-5,7‑дион-6‑ил]пиридин-2- 

карбоксамид (примесь Y)  /  N-[12-(2,3,4‑Tri-O-acetyl-β-D-
xylopyranosyl)indolo-[2,3-a] pyrrolo-[3,4‑c]carbazole-5,7‑ 

dione-6‑yl] pyridine-2‑carboxamide

Рис. 8. Примеси: а – ЛХС-1269‑X; б – ЛХС-1269‑Y

Fig. 8. Impuritys: а – LСS-1269‑X; б – LСS-1269‑Y

Рис. 7. Электронные спектры поглощения примесей: а – ЛХС-1269‑X; б – ЛХС-1269‑Y

Fig. 7. Electronic absorption spectra of impurities: а – LCS-1269‑X; б – LCS-1269‑Y
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волны 315 ± 5 нм в градиентном режиме, используя 
в  качестве подвижной фазы (ПФ) А 0,1 % раствор 
трифторуксусной кислоты в воде, ПФ Б – ацетони-
трил. Температура колонки – 40 ± 2 ⁰С; объем вводи-
мой пробы – 5 мкл, скорость потока – 0,5 мл / мин; 
градиент: от  0,0 мин  – 65 % ПФ А  и  35 % ПФ Б; 
3,0 мин 10 % ПФ А и 90 % ПФ Б; 6,0 мин – 5 % ПФ 
А и 95 % ПФ Б. Время анализа не превышало 6 мин. 
RT умбеллиферона составило 1,4 ± 0,1 мин, RT ЛХС-
1269 – 3,6 ± 0,1 мин.

Хроматограмма испытуемого раствора ЛХС-1269 
приведена на рис. 9.

По  данным проведенного анализа, содержание 
ЛХС-1269 в изученных образцах составляло не менее 
98,4 %, а сумма примесей не превышала 1,6 %.

В  соответствии с  требованиями ГФ РФ XV  
и  ФЕАЭС методика количественного определения 
ЛХС-1269 с применением умбеллиферона в качества 
внутреннего стандарта валидирована (табл. 1).

Критерии и  параметры качества ЛХС-1208 
и ЛХС-1269, определенные инструментальными ме-
тодами, приведены в табл. 2.

Заключение
В настоящее время разработка новых ЛС невоз-

можна без применения совокупности инструменталь-
ных методов исследования, позволяющих изучить 
структуру молекул, определить качественный и ко-
личественный составы вещества и  различить даже 
очень близкие по структуре соединения.

а б
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Таблица 1. Результаты валидации ВЭЖХ-методики определения ЛХС-1269 с применением умбеллиферона в качества внутреннего  
стандарта

Table 1. Results of the validation of the HPLC techniques for the determination of LCS-1269 in a substance using umbelliferon as an internal standard

Валидационная 
характеристика 

Validation characteristics

Принятый критерий 
Accepted criteria

Результат 
Result

Специфичность 
Specificity

Рaстворитель и ПФ не влияют на результаты анализа.
На хроматограмме присутствуют пики, по распо-
ложению и времени удерживания соответствую-

щие пикам умбеллиферона, примеси X, ЛХС-1269 
и примеси Y 

The solvent and MP do not affect the analytical results. 
Peaks corresponding to the retention times of umbelliferone, 

impurity X, LCS-1269, and impurity Y are present on 
the chromatogram

Результаты соответствуют 
требованиям 

The results meet the requirements

Линейность 
Linearity

Коэффициент корреляции (r) не менее 0,99 
The correlation coefficient (r) is at least 0.99

Уравнение линейной зависимости 
Equation of linear dependence

y = 13,673х + 207,08

Коэффициент корреляции 
The correlation coefficient

0,9967

Предел обнаружения 
Detection limit

0,95 мкг / мл 
0.95 mcg / ml

Предел количественного определения 
Quantitative determination limit

2,9 мкг / мл 
2.9 mcg / ml

Правильность 
Correctness

Относительная ошибка среднего результата не бо-
лее 2,0 % в диапазоне концентраций от 80 до 120 % 

от рабочей концентрации анализируемого вещества. 
Значения, принимаемые за истинные, должны ле-

жать внутри доверительного интервала 
The relative error of the average result is no more than 2.0 % 
in the concentration range from 80 to 120 % of the working 

concentration of the analyzed substance. Values taken as true 
should lie within the confidence interval

Относительная ошибка среднего 
результата 0,5 

Elative error of the average result 0.5

Результаты лежат внутри довери-
тельного интервала (100,4 ± 0,5) 

The results lie within the confidence 
interval (100.4 ± 0.5) 

Прецизионность 
(сходимость) 
Precision (convergence) 

Относительное стандартное отклонение среднего 
результата (коэффициент вариации) не более 2 % 

The relative standard deviation of the average result (coefficient 
of variation) does not exceed 2 %

0,03
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Рис. 9. Хроматограмма раствора ЛХС-1269 с внутренним стандартом умбеллифероном

Fig. 9. Chromatogram of the solution of LCS-1269 with umbelliferon as the internal standard
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Таблица 2. Показатели качества ЛХС-1208 и ЛХС-1269, определенные инструментальными методами

Table 2. LCS-1208 and LCS-1269 quality indicators, determined by instrumental methods

Показатель 
Indicator

ЛХС-1208 
LCS-1208

ЛХС-1269 
LCS-1269

Идентификация:
А. Инфракрасная спектроскопия 
Identification: 
A. Infrared spectroscopy

Индивидуальны для каждого соединения 
Individual for each substance

Б. ВЭЖХ, время удерживания, мин 
HPLC, retention time, min

2,8 ± 0,1 3,6 ± 0,1

В. Спектрофотометрия 
Spectrophotometry

Электронные спектры поглощения 0,0004 % растворов ЛХС-1208 
и ЛХС-1269 в N, N-диметилформамиде в области от 200 до 500 нм име-
ют максимумы поглощения при 286 ± 2 и 319 ± 2 нм, слабо интенсив-

ный максимум при 407 ± 10 нм 
The electronic absorption spectra 0.0004 % solutions of LCS-1208 and LCS-1269 in N, 
N-dimethylformamide in the range from 200 to 500 nm have absorption maxima at 286 

± 2 and 319 ± 2 nm, with a weak intensity maximum at 407 ± 10 nm

А
319

 / А
286

1,4 ± 0,1 1,9 ± 0,1

Удельный показатель поглощения 
Specific absorbance

1050 ± 20 1080 ± 20

Удельное вращение (1 % раствор в N, 
N-диметилформамиде), ⁰ 
Specific rotation (1 % solution in N, 
N-dimethylformamide), ⁰

58–61 59–62

Валидационная 
характеристика 

Validation characteristics

Принятый критерий 
Accepted criteria

Результат 
Result

Прецизионность 
(внутрилабораторная 
прецизионность) 
Precision (intra-laboratory 
precision) 

Относительное стандартное отклонение среднего 
результата (коэффициент вариации) не более 2 % 

The relative standard deviation of the average result (coefficient 
of variation) does not exceed 2 %

1 исследователь 0,03
2 исследователь 0,02 

1 researcher 0.03 
2 researchers 0.02

t
рас

 = 0,81 < t
таб

 = 2,37

Диапазон аналитическо-
го метода 
Range of the analytical method

80–120 % от номинального содержания 
80–120 % of the nominal content

Методика линейна, обеспечена 
приемлемой правильностью 

и прецизионностью в пределах 
аналитической области 

The method is linear, ensuring acceptable 
accuracy and precision  

within the analytical range

Робастность 
(устойчивость) 
Robustness (stability) 

Изменение RT пиков в диапазоне не более 15 %:
при изменении скорости потока подвижной фазы 

на ± 10 %;
при изменении температуры колонки на ± 3 ⁰С 

The change in RT peaks in the range of no more than 15 %: 
when the flow velocity of the mobile phase changes by ± 10 %; 

when the column temperature changes by ± 3 ⁰C

Методика устойчива:
изменение RT-пиков не более 

10 %;
изменение RT-пиков не более 

0,6 % 
The technique is stable. 

the change in RT peaks is not more 
than 10 %; 

the change in RT peaks is no more 
than 0.6 %

Примечание. Здесь и в табл. 2: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография. 
Note. Here and in Table 2: HPLC – high-performance liquid chromatography.

Окончание табл. 1

The end of table 1
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Показатель 
Indicator

ЛХС-1208 
LCS-1208

ЛХС-1269 
LCS-1269

Вода (метод К. Фишера),  % 
Water (K. Fischer method),  %

Не более 1,0 
No more than 1,0

Не более 3,0 
No more than 3,0

Родственные примеси, ВЭЖХ,  % 
Related impurities, HPLC,  %

Сумма примесей не более 1,0 
The total impurities do not exceed 1.0

Примесь X не более 0,5
Примесь Y не более 1,1

Сумма примесей не более 1,6 
Impurity X no more than 0.5 
Impurity Y no more than 1.1 

Total impurities no more than 1.6

Количественное содержание, ВЭЖХ,  % 
(в пересчете на безводное вещество) 
Assay, HPLC,  % (in terms of anhydrous substance) 

Не менее 99,0 
Not less than 99.0

Не менее 98,4 
Not less than 98.4

Окончание табл. 2

The end of table 2

Гликозидные производные индоло[2,3а]-пирро-
ло[3,4‑с]  карбазол-5,7‑диона ЛХС-1208 и ЛХС-1269 
являются перспективными соединениями для разра-
ботки новых противоопухолевых лекарств. С помо-
щью современных инструментальных методов, ос-
нованных на  способности веществ вращать 
плоскость поляризации линейно поляризованного 
света, поглощать электромагнитное излучение в ши-
роком диапазоне длин волн, адсорбционных свой-
ствах на поверхности твердого адсорбента и разде-
лении заряженных частиц по соотношению массы 
к  заряду (m / z), определены физико-химические 
характеристики производных индолокарбазола 

ЛХС-1208 и ЛХС-1269. Структура каждого соедине-
ния подтверждена, и продемонстрирована достоверная 
возможность надежного различения этих веществ. 
Установлены структуры примесей, образующихся 
на последнем этапе синтеза ЛХС-1269.

Разработаны ВЭЖХ-методики количественного 
определения производных индолокарбазола ЛХС-
1208 и ЛХС-1269. Валидация методики количествен-
ного определения ЛХС-1269 показала, что метроло-
гические характеристики (линейность, правильность, 
сходимость, прецизионность, робастность) соответ-
ствуют валидационным критериям, утвержденным 
фармакопеями ЕАЭС и ГФ РФ.
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