Приложение 1.
Подтверждение структуры стандарта N-метилруксолитиниба
Подтверждение структуры стандарта N-метилруксолитиниба проводили методом ВЭЖХ-МС/МС анализа (рис. 1). Исследования проводили на жидкостном хроматографе UltiMate 3000, оснащенном автодозатором, с масс-селективным детектором с орбитальной ловушкой Q-Exactive с ионизацией методом электроспрей (ESI). Управление системой и обработку данных осуществляли с помощью программного обеспечения Xcalibur.
Условия хроматографирования: Разделение проводили на колонке Zorbax SB-C8 (150×4,6 мм, размер частиц 1,8 мкм) при температуре 35 °С. Подвижная фаза: 0,1 % раствора HCOOH в деионизированной воде (фаза А) и ацетонитрила (фаза Б). Элюирование осуществляли в градиентном режиме со скоростью потока 0,4 мл/мин по следующей программе: 0–0,5 мин. (10 % Б); 0,5–8 мин. (линейный градиент от 10 % до 90 % Б); 8–12 мин. (90 % Б); 12–12,1 мин. (с 90 % до 10 % Б); 12,1–16 мин. (10 % Б). Объем вводимой пробы составлял 0,05 мл. Температура в автосэмплере поддерживалась на уровне 5 °С.
Условия масс-спектрометрического детектирования: Съемку вели в режиме положительной ионизации. Напряжение на капилляре 3500 В, температура газа-осушителя 380 °С, температура вспомогательного газа 263 °С, скорость потока газа-осушителя 50 у.е., вспомогательного газа – 13 у.е. В качестве газа в ячейке соударений использовали азот. Регистрацию данных осуществляли в режимах полного сканирования (MS) и тандемной масс-спектрометрии (МС/МС) при высоком разрешении в диапазоне m/z 50–750. Энергию соударений (NCE) подбирали индивидуально для каждого соединения; для руксолитиниба и его N-метилпроизводного она составила 75 у.е.
Пробоподготовка: аликвоту образца (0,01 мл) разбавляли в 100 раз деионизированной водой (0,99 мл) в хроматографической виале объемом 2 мл и тщательно перемешивали.
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Рис. 1. Масс-хроматограмма стандартов руксолитиниба и N-метилруксолитиниба, реконструированная по массам ионов [M+H]+ и дочерним-ионам, полученным в режиме МС/МС: (а) с m/z 307,16657, характерной для руксолитиниба; (б) с m/z 321.1822, характерной для N-метилруксолитиниба
