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Известно, что практически любое заболевание со стороны центральной нервной системы сопровожда-
ется развитием когнитивных расстройств. Препаратами выбора в составе комплексной терапии в данном 
случае являются ноотропы. На мировом рынке среди ноотропных препаратов преобладает группа рацета-
мов (производных альфа-пирролидона), характеризующаяся широким спектром фармакологической активно-
сти. В настоящее время данная группа продолжает расширяться. Сотрудниками Пермской государственной 
фармацевтической академии под руководством профессора Гейна В.Л. было синтезировано новое биологиче-
ски активное соединение, производное 3-гидрокси-3-пирролин-2-она – КОН-1, которое сейчас проходит этап 
доклинических исследований. Целью настоящей работы явилась разработка методики определения КОН-1 в 
моче методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), а также изучение экскреции КОН-
1 из организма лабораторных животных. Материалы и методы. Исследования по разработке методики 
проводили с использованием жидкостного хроматографа LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с диоднома-
тричным детектором. Валидацию осуществляли в соответствии с требованиями, предъявляемыми к био-
аналитическим методикам, по показателям селективность, линейность, прецизионность и правильность. 
Экскрецию КОН-1 изучали на белых нелинейных крысах массой 300–400 г после однократного перорального 
введения в дозе 100 мг/кг. Результаты и обсуждение. В результате исследований разработана методика 
определения биологически активного соединения КОН-1 в моче. Проведенная валидация показала ее пригод-
ность для фармакокинетических исследований. Получены данные по суточному выведению КОН-1 с мочой 
после однократного перорального введения крысам. Заключение. Разработанные условия хроматографиче-
ского определения КОН-1 в моче могут быть использованы при фармакокинетических исследованиях, как на 
доклиническом, так и клиническом этапах изучения потенциального лекарственного средства. Данные по 
экскреции КОН-1 позволят определить пути выведения препарата, а также подобрать рациональную дози-
ровку, выявить возможные противопоказания к применению.
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It is known that almost any disease of the central nervous system is accompanied by the development of cognitive 
disorders. The drugs of choice in the complex therapy in this case are nootropics. On the world market racetam group, 
i.e. derivatives of alpha-pyrrolidone, prevails among nootropics, and the derivatives have a wide spectrum of pharma-
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cological activity. Currently, this group continues to expand. By the employees of Perm State Pharmaceutical Acade-
my (PSPA), ruled by Professor V.L. Gein, a new biologically active compound, a 3-pyrrolin-2-one derivative - KOH-1 
was synthesized. This compound is at the preclinical research stage now. The aim of this work was the development of 
methods for determination of KOH-1 in urine by high performance liquid chromatography (HPLC), the study of excre-
tion KOH-1 from the organism of laboratory animals. Materials and methods. Studies on the development of methods 
were carried out by using a liquid chromatograph LC-20 Prominence (Shimadzu, Japan) with a diode-array detector. 
The validation was carried out in accordance with the requirements for bioanalytical methods, in terms of selectivity, 
linearity, precision and accuracy. The study of excretion of KOH-1 was performed on white non-linear male rats 
weighing 300-400 g. The substance KOH-1 was administered once orally in a suspension of starch mucus at a dose 
of 100 mg/kg. Results and discussion. As a result of the research, the  method for determining the biologically active 
compound KOH-1 in urine has been developed. The validation showed its suitability for pharmacokinetic studies. 
The data on daily excretion of KOH-1 in urine after a single oral administration to rats were obtained. Conclusion. 
The developed conditions for the chromatographic determination of KOH-1 in urine can be used in pharmacokinetic 
studies, both at the preclinical and clinical stages of the study of a potential drug. The data on excretion of KOH-1 will 
allow to determine the ways of excretion of the preparation, and also to select a rational dosage, to identify possible 
contraindications to the use. 

Keywords: nootropics, KOH-1, high-performance liquid chromatography, validation, pharmacokinetics

Введение. Известно, что практически любое 
заболевание со стороны центральной нервной си-
стемы сопровождается развитием когнитивных рас-
стройств, которые проявляются в снижении памяти, 
внимания и умственной работоспособности. Когни-
тивные расстройства негативно сказываются на каче-
стве жизни пациента и нуждаются в коррекции [1]. 
Препаратами выбора в составе комплексной терапии 
в данном случае являются ноотропы. В настоящее 
время они являются единственной группой фарма-
кологических средств с выраженным нейрометабо-
лическим действием. На мировом рынке среди но-

Рисунок 1 – Структурная формула КОН-1
(4-ацетил-5-(4-бромфенил)-3-гидрокси-1-(3-гидроксипропил)-3-пирролин-2-он)

отропных препаратов преобладает группа рацетамов 
(производных альфа-пирролидона), характеризую-
щаяся широким спектром фармакологической актив-
ности. В настоящее время данная группа продолжает 
расширяться. Сотрудниками Пермской государствен-
ной фармацевтической академии (ПГФА) под руко-
водством профессора Гейна В.Л. было синтезировано 
новое биологически активное соединение [2], произ-
водное 3-пирролин-2-она – КОН-1 (рис. 1), облада-
ющее выраженным антиамнестическим действием. 
Сейчас соединение проходит стадию доклинических 
исследований.

Внедрение современных препаратов в клини-
ческую практику осуществимо лишь при условии 
детальной оценки их специфической фармакологи-
ческой активности и безопасности на стадии экс-
периментальных (доклинических) исследований. 
Целью доклинических фармакокинетических иссле-
дований является изучение поведения потенциаль-
ных лекарств в организме лабораторных животных, 
а именно процессов всасывания, распределения, 
метаболизма и выведения [3]. Изучение экскреции 
– важный этап доклиники, который позволяет оце-
нить скорость элиминации потенциальных лекарств. 
В связи с этим, актуальными являются исследования 
по разработке высокочувствительных методик опре-
деления биологически активных соединений в био-
логических жидкостях, в частности в моче. 

При фармакокинетических исследованиях но-
отропных препаратов из группы рацетамов исполь-
зуются методы газожидкостной хроматографии [4], 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
флуориметрическим [5] и масс-селективным детек-
тированием [6-12]. Выбор способа пробоподготов-
ки мочи к анализу зависит от физико-химических 
свойств лекарственного вещества. Так, при фармако-
кинетических исследованиях ноотропных препара-
тов при анализе мочи используют пробоподготовку 
на основе жидкость-жидкостной экстракции [13, 14, 
15] и простое разбавление образца водой [16]. Ранее 
проведенные исследования показали, что КОН-1 эф-
фективно экстрагируется из мочи при рН 3 хлоро-
формом (более 98%) [17].

Целью нашей работы явилась разработка мето-
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дики определения КОН-1 в моче методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ), а 
также изучение экскреции КОН-1 из организма лабо-
раторных животных.

Материалы и методы. В работе использова-
ли субстанцию КОН-1, синтезированную в ПГФА и 
соответствующую требованиям проекта ФСП [18], 
а также следующие реагенты: ацетонитрил (HPLC 
grade, Merck), хлористоводородная кислота разве-
денная 8,3%, калия дигидрофосфат (х.ч.), хлороформ 
(х.ч.). Вода для приготовления элюентов была полу-
чена с помощью системы очистки воды Simplicity UV 
(Millipore, Merck). 

Исследования по разработке методики проводи-
ли с использованием жидкостного хроматографа 
LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония) с диоднома-
тричным детектором. Хроматографическая колон-
ка: Luna 5uC18(2) 100А (250×4,6 мм, Phenomenex). В 
качестве подвижной фазы использовали смесь ацето-
нитрила и фосфатного буфера (рН 7). Детектирова-
ние проводили при длине волны 324 нм. 

Пробоподготовку мочи осуществляли методом 
жидкость-жидкостной экстракции хлороформом. 
Для этого в пробирку типа Эппендорф помещали 1 
мл модельной смеси, подкисляли кислотой хлори-
стоводородной разведенной 8,3 % до рН 3 по универ-
сальному индикатору (50 мкл). Далее проводили дву-
кратную экстракцию хлороформом порциями по 0,5 
мл, используя пробирочный вортекс. Время каждой 
экстракции – 1 минута. Образовавшуюся эмульсию 
разрушали путем центрифугирования при 5000 об/
мин в течение 5 мин. Органический слой переносили 
в выпарительную чашку, сухой остаток после удале-
ния экстрагента в токе теплого воздуха растворяли в 
1 мл метанола. Извлечения фильтровали через мем-

бранные шприцевые нейлоновые фильтры с разме-
ром пор 0,45 мкм [17]. 

Валидацию разработанной методики проводи-
ли в соответствии с современными требованиями, 
предъявляемыми к биоаналитическим методикам, по 
показателям селективность, линейность, прецизион-
ность и правильность [     19, 20, 21].

Исследование экскреции КОН-1 проводили на 
белых нелинейных крысах-самцах массой 300-400 г, 
полученных из вивария ПГФА. Субстанцию КОН-1 
вводили однократно перорально в суспензии крах-
мальной слизи в дозе 100 мг/кг. Сбор экскретов осу-
ществляли в метаболических клетках в течение 24 
часов после введения КОН-1. 

Результаты и обсуждение. Условия хроматографи-
рования и детектирования. Ранее проведенные исследо-
вания показали эффективность использования элюента 
на основе ацетонитрила и фосфатного буфера (рН 7) 
для анализа производных 3-гидрокси-3-пирролин-2-о-
на [22]. В данной подвижной фазе максимум поглоще-
ния КОН-1 составляет 324 нм (рис. 2), что обеспечивает 
высокую селективность его определения при анализе 
таких сложных многокомпонентных образцов, как из-
влечения из биологических объектов. Установлено, 
что время удерживания исследуемого вещества сильно 
зависит от концентрации фосфатного буфера (рН 7) в 
составе элюента. Увеличение буферного раствора в 
элюенте с 60 до 80 % приводит к увеличению времени 
удерживания с 3 до 11 минут. Смесь фосфатного бу-
фера (рН 7) и ацетонитрила в соотношении 75:25 при 
потоке 1 мл/мин обеспечила приемлемый коэффициент 
удерживания КОН-1, хорошее разделение с соседними 
хроматографическими пиками, и далее использовалась 
в качестве подвижной фазы. Время удерживания КОН-
1 в данных условиях составило 5,5 мин.    

Рисунок 2 – УФ-спектр КОН-1 в подвижной фазе
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Валидация методики. Валидация разработанной 
методики количественного определения КОН-1 в 
моче методом ВЭЖХ-УФ проведена по показателям 
селективность, линейность, прецизионность и пра-
вильность в соответствии с предъявляемыми требо-
ваниями [19, 20, 21].

Селективность методики была установлена пу-

тем анализа извлечений из «холостых» образцов 
мочи, а также модельных смесей мочи с концентра-
цией КОН-1 на уровне 20 мкг/мл. На хроматограм-
мах извлечений из холостого образца не наблюдалось 
пиков со временем удерживания, соответствующим 
времени удерживания КОН-1, что свидетельствует о 
селективности методики (рис. 3-4). 

При оценке линейности методики были приго-
товлены и проанализированы 8 модельных растворов 
мочи (калибровочных стандартов) с концентрацией 
КОН-1 в диапазоне от 0,5 до 125 мкг/мл. Уравнение 
калибровочного графика имеет вид Y = 2189*X. Ко-
эффициент корреляции составил 0,99865, что под-

Таблица 1 - Отклонения концентраций калибровочных стандартов от фактических значений

С факт. 0,69 2,09 7,79 25,1 50,2 83,3 100,4 125,5

С рассчит. 0,63 2,15 7,84 22,97 48,23 81,46 100,86 128,84

ε,% -8,7 2,87 5,0 -8,48 -3,92 -2,2 0,46 2,66

Норма Не более 
20% Не более 15%

Рисунок 3 – Хроматограмма извлечения из «холостой» пробы мочи

Рисунок 4 – Хроматограмма извлечения из модельной смеси мочи с концентрацией КОН-1 (20 мкг/мл)

тверждает линейность методики в указанном диапазо-
не. Калибровочный график представлен на рисунке 5. 

В таблице 1 представлены результаты обратного 
перерасчета концентраций калибровочных стандар-
тов, полученных с использованием калибровочного 
графика. 
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Рисунок 5 – Калибровочный график количественного определения КОН-1 в моче методом ВЭЖХ

Экспериментально рассчитанные концентрации 
калибровочных стандартов не превышают пределов 
±15% от номинальных, что соответствует критериям 
приемлемости [19, 20, 21].

6 модельных биообразцов (образцов контроля 
качества) на 5 уровнях концентраций КОН-1: 0,56; 
3,36; 16,80; 62,75 и 111,56 мкг/мл были приготов-
лены для подтверждения пригодности методики по 

параметрам прецизионность и правильность. Под-
готовку образцов для анализа осуществляли в соот-
ветствии с описанной методикой. Прецизионность 
и правильность методики оценивали по величинам 
относительного стандартного отклонения (RSD, %) 
и относительной погрешности (δ, %) соответственно. 
Метрологические характеристики методики пред-
ставлены в таблице 2.

Таблица 2 – Метрологические характеристики количественного определения КОН-1 
в моче методом ВЭЖХ

Концентрация 
КОН-1 в модельной 

смеси, мкг/мл

Найденная 
концентрация, мкг/мл (n = 6)

SD RSD, % δ, %

0,56 0,64; 0,58; 0,66; 0,53; 
0,62; 0,57

0,60 0,0467 7,7817 7,14

3,36 3,12; 3,41; 3,90; 3,75; 
4,01; 3,24

3,57 0,3352 9,3857 6,25

16,80 16,87; 16,95; 17,42; 
16,84; 17,69; 18,06

17,31 0,3723 2,1512 3,04

62,75 55,51; 57,65; 58,47; 
56,54; 59,57; 58,79

57,76 1,4375 2,4890 -7,95

111,56 98,57; 101,98; 102,53; 
109,33; 100,05; 104,1

102,76 3,7075 3,6079 -7,89

Полученные результаты контроля не превышают 
15%, допускаемых для биоаналитических методик, 
что свидетельствует об отсутствии значимых систе-
матических ошибок в результатах анализа [19, 20, 
21].

Фармакокинетические исследования. Разрабо-
танная методика была использована при проведении 
доклинических фармакокинетических исследований 
по экскреции КОН-1 на лабораторных животных. Экс-
перимент на животных осуществлялся в соответствии 
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с правовыми нормами использования животных при 
проведении доклинических исследований [23].

Опыт проводили на белых нелинейных кры-
сах-самцах массой 300-400 г, полученных из вивария 
Пермской фармацевтической академии. Животные 
содержались в стационарных условиях при есте-
ственном световом режиме на стандартном рационе. 

За 20 ч до начала эксперимента животных лишали 
пищи. Субстанцию КОН-1 вводили однократно перо-
рально в суспензии крахмальной слизи в дозе 100 мг/
кг. Сбор экскретов осуществляли в метаболических 
клетках в течение 24 часов после введения КОН-1. 
Результаты количественного анализа КОН-1 в образ-
цах мочи представлены в таблице 3. 

Таблица 3 – Суточное содержание КОН-1 в моче крыс после однократного перорального введения 
в дозе 100 мг/кг

Масса крысы, г Объем мочи,
мл 

Обнаруженная концентрация, 
мкг/мл % от введенной дозы 

320,0 17 94,75 5,0
400,0 19 60,23 2,9
370,0 21 83,58 4,9
340,0 14 141,83 5,9
350,0 17 87,08 4,2
340,0 24 67,87 4,7

    = 4,6%
SD = 1,0

Такими образом, проведенные исследования по-
казали, что после однократного перорального вве-
дения крысам субстанции КОН-1 в дозе 100 мг/кг, с 
мочой за сутки в среднем выводится около 5 % веще-
ства в неизменном виде.

Заключение. Разработана методика количе-
ственного определения КОН-1 в моче, включающая 
в себя жидкость-жидкостную экстракцию аналита 
с последующим его определением методом ВЭЖХ/

УФ. Путем валидационной оценки установлена се-
лективность, линейность, правильность и прецизи-
онность методики. Методика успешно использована 
в фармакокинетических исследованиях при изучении 
экскреции КОН-1 с мочой на лабораторных живот-
ных. Показано, что после однократного перорального 
введения крысам субстанции КОН-1 в дозе 100 мг/
кг с мочой за сутки в среднем выводится около 5% 
вещества в неизменном виде.

Introduction. It is known that almost any disease of 
the central nervous system is accompanied by the devel-
opment of cognitive disorders, which are manifested by 
decrease in memory, attention and mental performance. 
Cognitive disorders adversely affect the quality of life of 
the patient and need correction [1]. The drugs of choice 
in the complex therapy in this case are nootropics. Cur-
rently, they are the only group of pharmacological agents 
with a pronounced neurometabolic effect. On the world 

market racetam group, i.e. derivatives of alpha-pyrroli-
done, prevails among nootropics, and these derivatives 
have a wide spectrum of pharmacological activity. Cur-
rently, this group continues to expand. By the employees 
of Perm State Pharmaceutical Academy (PSPA), ruled by 
Professor V.L. Gein, a new biologically active compound 
[2], a 3-pyrrolin-2-one derivative – KOH-1 (Fig. 1) was 
synthesized.

This compound is at the preclinical research stage now. 

Figure 1 – Structural formula KOH-1
(4-acetyl-5-(4-bromophenyl)-3-hydroxy-1-(3-hydroxypropyl)-3-pyrrolin-2-one)
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The introduction of modern drugs into clinical prac-
tice is feasible only when studying a detailed assessment 
of their specifi c pharmacological activity and safety at the 
stage of experimental (preclinical) studies. The purpose of 
preclinical pharmacokinetic studies is to study the behav-
ior of potential drugs in the body of laboratory animals, 
i.e. the processes of absorption, distribution, metabolism 
and excretion [3]. The study of excretion is an important 
stage of the preclinical, which allows estimating the rate of 
elimination of potential drugs. In this connection, studies 
on the development of highly sensitive methods for the de-
termination of biologically active compounds in biological 
fl uids, particularly in urine, are relevant. 

While pharmacokinetic studying nootropics racetam 
group, methods of gas liquid chromatography [4], high 
performance liquid chromatography with fl uorimetric 
[5] and mass selective detection [6-12] are used. The 
choice of the method of urine preparation for the anal-
ysis depends on the physico-chemical properties of the 
drug substance. Thus, for pharmacokinetic studies of 
nootropic drugs, urine sample is analysed on the basis of 
liquid-liquid extraction [13, 14, 15] and simple dilution 
of the sample with water [16]. The previous studies have 
shown that KOH-1 is effectively extracted from urine at 
pH 3 by chloroform (more than 98%) [17]. 

The aim of this work was working out methods for 
determination of KOH-1 in urine by high performance 
liquid chromatography (HPLC), the study of excretion of 
KOH-1 from the organism of laboratory animals.

Materials and methods. The following reagents 
were used in the work: the substance KON-1, synthesized 
in PSPA and corresponding to the requirements of the 
draft pharmacopoeial article of the enterprise [18], and 
also the following reagents: acetonitrile (HPLC grade, 
Merck), hydrochloric acid diluted 8.3%, potassium dihy-
drogen phosphate (cp), chloroform (cp). The water for 
preparation of eluents was obtained using a Simplicity 
UV water purifi cation system (Millipore, Merck).

Studies on working out the methods were carried out 
using a liquid chromatograph LC-20 Prominence (Shi-
madzu, Japan) with a diode-array detector, chromato-
graphic column Luna 5uC18 (2) 100A (250 × 4.6 mm, 
Phenomenex). A mixture of acetonitrile and phosphate 
buffer (pH 7) was used as the mobile phase. The detec-
tion was carried out at the wavelength of 324 nm.

Urine samples were prepared by liquid-liquid ex-
traction with chloroform. To do this, 1 ml of a model 
mixture was placed in an Eppendorf tube, acidifi ed with 
diluted hydrochloric acid (8.3%) up to pH 3 using a uni-
versal indicator (50 μl). Then double extraction with 
chloroform was carried out in 0.5 ml portions using a 
tube vortex. The time of each extraction was 1 minute. 
The resulting emulsion was destroyed by centrifugation 
at 5000 rpm for 5 minutes. The organic layer was trans-
ferred to the evaporation cup, the dry residue after the 
removal of the extractant in the warm air stream was dis-
solved in 1 ml of methanol. The extracts were fi ltered 

through membrane syringe nylon fi lters with a pore size 
of 0.45 μm [17].

The validation of the developed method was carried 
out in accordance with modern requirements for bioan-
alytical methods, in terms of selectivity, linearity, preci-
sion and accuracy [19, 20, 21].

The study of excretion of KOH-1 was performed 
on white non-linear male rats weighing 300-400 g, ob-
tained from the vivarium of PSPA. The substance KOH-1 
was administered once orally in the suspension of starch 
mucus at the dose of 100 mg/kg. Collecting excreta was 
performed in metabolic cages for 24 hours following ad-
ministration of KOH-1.

Results and discussion. Chromatography and de-
tection conditions. The previous studies have shown the 
effectiveness of using the eluent on the basis of ace-
tonitrile and phosphate buffer (pH 7) for the analysis 
of 3-hydroxy-3-pyrrolin-2-one derivatives [22]. In this 
mobile phase, the maximum absorption of KOH-1 is 
324 nm (Fig. 2), which ensures high selectivity of its 
determination in the analysis of such complex multi-
component samples as extraction from biological ob-
jects. It was found out that the retention time of the 
test substance strongly depends on the concentration 
of phosphate buffer (pH 7) in the composition of the 
eluent.   

Increasing the buffer solution in the eluent from 6% 
to 80% leads to the increase of the retention time from 3 
to 11 minutes. A mixture of phosphate buffer (pH 7) and 
acetonitrile in a ratio of 75:25 at a fl ow of 1 ml / min pro-
vided an acceptable KOH-1 retention factor, good sep-
aration from adjacent chromatographic peaks, and then 
it was used as the mobile phase. The retention time of 
KOH-1 under these conditions was 5.5 min.

Method validation. Validation of the developed 
method for the quantitative determination of KOH-1 in 
urine by the HPLC-UV method was carried out in terms 
of selectivity, linearity, precision and accuracy in accor-
dance with the requirements [19, 20, 21].

The selectivity of the method was established by an-
alyzing the extracts from “blank” urine samples, as well 
as model urine mixtures with KOH-1 concentration of 
20 μg / ml. The chromatograms of the extracts from the 
blank sample showed no peaks with retention time cor-
responding to the KOH-1 retention time, which indicates 
the selectivity of the technique (Fig. 3–4).

In assessing the linearity of the method, 8 model 
urine solutions (calibration standards) with concentra-
tion of KOH-1 in the range from 3 to 125 μg / ml were 
prepared and analyzed. The equation of the calibration 
graph had the form Y = 2189 * X. The correlation coef-
fi cient was 0.99865, which confi rms the linearity of the 
technique in this range. The calibration graph is shown 
in Figure 5.

Table 1 shows the results of the reverse recalculation 
of the concentrations of calibration standards obtained 
using a calibration curve. 
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Figure 3 – Chromatogram of extraction from the “blank” sample of urine

Figure 4 – Chromatogram of extract from the model mixture of urine with KOH-1 (20 μg / ml)

Figure 2 – UV spectrum of KOH-1 in the mobile phase
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Table 1 – Deviations of concentrations of calibration standards from actual values

Cact. 0.69 2.09 7.79 25.1 50.2 83.3 100.4 125.5
Ccalc. 0.63 2.15 7.84 22.97 48.23 81.46 100.86 128.84

ε,% -8.7 2.87 5.0 -8.48 -3.92 -2.2 0.46 2.66

Norm
Not more 

than
20%

Not more than 15 %

Figure 5 – Calibration graph for the quantitative determination of KOH-1 by HPLC

Experimentally calculated concentrations of cali-
bration standards do not exceed ± 15% of the nominal 
values, which corresponds to the acceptance criteria [19, 
20, 21].

6 model bio-samples (quality control samples) at 5 
concentration levels of KOH-1 (0.56; 3.36; 16.80; 62.75 
and 111.56 μg / ml) were prepared to confi rm the suitabil-

ity of the technique in terms of precision and accuracy. 
Preparation of the samples for the analysis was carried 
out in accordance with the described procedure. Preci-
sion and accuracy of the procedure were evaluated by 
the values of the relative standard deviation (RSD, %) 
and the relative error (δ, %), respectively. Metrological 
characteristics of the method are presented in Table 2.

Table 2 – Metrological characteristics of the quantitative determination of KOH-1 in urine by HPLC

Concentration of 
KOH-1 in the model 

mixture, μg / ml

Found concentration, 
μg / ml (n = 6)

SD RSD, % δ, %

0.56 0.64; 0.58; 0.66; 
0.53; 0.62; 0.57

0.60 0.0467 7.7817 7.14

3.36 3.12; 3.41; 3.90; 
3.75; 4.01; 3.24

3.57 0.3352 9.3857 6.25

16.80 16.87; 16.95; 17.42; 
16.84; 17.69; 18.06

17.31 0.3723 2.1512 3.04

62.75 55.51; 57.65; 58.47; 
56.54; 59.57; 58.79

57.76 1.4375 2.4890 -7.95

111.56 98.57; 101.98; 
102.53; 109.33; 
100.05; 104.1

102.76 3.7075 3.6079 -7.89
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The obtained control results do not exceed 15% al-
lowed for bioanalytical methods, which indicates that 
there are no signifi cant systematic errors in the results of 
the analysis [19, 20, 21].

Pharmacokinetic studies. The developed technique 
was used for preclinical pharmacokinetic studies on 
KOH-1 excretion in laboratory animals. An animal ex-
periment was carried out in accordance with the legal 
norms for the use of animals in preclinical studies [23].

Study of excretion of KOH-1 was performed on 

white non-linear male rats weighing 300-400 g, obtained 
from the vivarium of PSPA. 

The animals were kept in stationary conditions in 
natural light mode on a standard diet. 20 hours before the 
experiment the animals were deprived of food. The sub-
stance KOH-1 was administered once orally in suspension 
of starch mucus at the dose of 100 mg/kg. Collecting ex-
creta was performed in metabolic cages for 24 hours after 
administration of KOH-1. The results of quantitative anal-
ysis of KOH-1 in urine samples are presented in Table 3.

Table 3 – Daily content of KOH-1 in the urine of rats after a single oral administration 
at the dose of 100 mg / kg

Rat weight, g Volume of urine, ml Found concentration, 
μg / ml % of the administered dose

320.0 17 94.75 5.0
400.0 19 60.23 2.9
370.0 21 83.58 4.9
340.0 14 141.83 5.9
350.0 17 87.08 4.2
340.0 24 67.87 4.7

    = 4.6 %
SD = 1.0

So, the conducted studies showed that after a sin-
gle oral administration of KOH-1 to the rats in the 
dose of 100 mg/kg, about 5% of the substance on 
average is excreted in the urine per day in the un-
changed form. 

Conclusion. The methods for the quantitative de-
termination of KOH-1 in urine has been developed. It 
includes liquid-liquid extraction of the analyte and its 
subsequent determination by HPLC / UV. 

The selectivity, linearity, accuracy and precision 
of the methodology were established by the validation 
evaluation. The technique has been successfully used 
in pharmacokinetic studies in the study of KOH-1 ex-
cretion in urine in laboratory animals. It is shown that 
after a single oral administration of KOH-1 to the rats 
in the dose of 100 mg/kg, about 5% of the substance 
on average is excreted in the urine per day in the un-
changed form. 
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