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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ  
МЕТОДИКИ СОВМЕCТНОГО  
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
СУБСТРАТОВ-МАРКЁРОВ  
ОСНОВНЫХ ИЗОФЕРМЕНТОВ  
ЦИТОХРОМА P450 И ИХ МЕТАБОЛИТОВ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ВЭЖХ-МС/МС
Е.А. Егоренков1,2*, В.В. Смирнов1,2

Резюме. Разработана методика совместного количественного определения субстратов – маркёров ос-
новных изоферментов цитохрома P450 и их метаболитов в моче методом ВЭЖХ-МС/МС с целью определе-
ния активности следующих изоферментов: кофеин/параксантин для CYP1A2, лозартан/E-3174 для CYP2C9, 
кортизол/6-β-гидроксикортизол для CYP3A4 и пинолин/6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-β–карболин для 
CYP2D6. Карбамазепин использовался как внутренний стандарт. В качестве биообъекта использовалась 
моча, пробоподготовка образцов проводилась путем экстракции смесью этилацетат : гексан : диэтиловый 
эфир (50:35:15) с последующей корректировкой pH образца мочи боратным буфером (pH=9,4) и экстракцией 
смесью этилацетат : гексан (50:50). Методика успешно прошла процедуру валидации и может быть исполь-
зована для определения активности изоферментов цитохрома P450 в клинической практике.

Ключевые слова: цитохром P450, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6, коктейльный метод, фенотипирование, 
кофеин, лозартан, кортизол, пинолин. 

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF SIMULTANEOUS ASSAY OF SUBSTRATES-MARKERS  
OF MAIN CYTOCHROME P450 ISOFORMS AND THEIR METABOLITES USING HPLC-MS/MS

E.A. Egorenkov1,2*, V.V. Smirnov1,2

Abstract. Simultaneous quantification method of assaying main CYP isoforms substrates-markers and their metabolites 
in urine using HPLC-MS/MS was developed to determine activity of following isoforms: caffeine/paraxanthine for CYP1A2, 
losartane/E-3174 for CYP2C9, cortisole/6-β-hydroxycortisole for CYP3A4 and pinoline/6-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydro-β-
carboline for CYP2D6. Carbamazepine was used as internal standart. Urine was used as biological object, samples were 
prepared by extraction with ethyl acetate : hexane : diethyl ether (50:35:15) mixture continued with pH correction of 
urine sample using borate buffer (pH=9,4) and following extraction with ethyl acetate : hexane mixture (50:50). Method 
was successfully validated and can be put in clinical practice for CYP isoforms activity determination.

Keywords: Cytochrome P450, CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6, «cocktail» method, phenotyping, caffeine, losartane, 
cortisole, pinoline.

УДК 615.015.4 Эффективность и безопасность лекарственных средств

ВВЕДЕНИЕ
Практически любая фармакотерапия 

(в особенности полиграмазия) сопровож- 
дается риском возникновения нежела-
тельных лекарственных явлений. В осно-
ве механизмов развития нежелательных 
лекарственных реакций лежит множество 
факторов, одним из которых является из-
мененная активность ферментов мета-
болизма, в частности системы цитохрома 
P450, отвечающей за 75% от общего чис-
ла метаболических превращений в орга-
низме [1]. Система цитохрома P450 (в ли-
тературе обозначаемая CYP) включает в 
себя множество изоферментов, каждый 
из которых выполняет свою отдельную 
функцию в процессах биотрансформации 

и имеет специфический субстрат [2]. Для 
определения активности CYP широко при-
меняется метод фенотипирования, осно-
ванный на определении активности ме-
таболизма по отношению концентраций 
вещества-субстрата конкретного изофер-
мента и его метаболита в биожидкостях 
организма [3]. Существует множество ме-
тодик определения активности отдель-
ных изоферментов CYP, однако, узнав о 
состоянии активности только одного изо-
фермента, невозможно получить полные 
сведения об активности системы метабо-
лизма в целом. Поэтому в последнее вре-
мя набирают популярность «коктейльные» 
методы фенотипирования, позволяющие 
определить активность нескольких изо-
ферментов CYP в одной пробе  [4]. После 



199РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 2016 №4 (17)

изучения описанных в литературе «коктейльных» ме-
тодов фенотипирования CYP  [5] авторами были уч-
тены основные недостатки представленных методов 
(использование потенциально опасных лекарствен-
ных веществ в качестве маркёров; использование ве-
нозной крови в качестве биообъекта, что повышает 
инвазивность метода; игнорирование возможности 
использования эндогенных субстратов), в результа-
те чего был предложен новый состав «коктейля» для 
определения активности метаболизма, а также раз-
работана методика совместного количественного 
определения субстратов-маркёров и их метаболитов 
методом ВЭЖХ-МС/МС.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве субстратов-маркёров для определения 

активности изоферментов CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4 и 
CYP2D6 использовались следующие вещества (при-
ведены в паре с метаболитами): кофеин/параксантин, 
лозартан/E-3174, кортизол/6-β-гидроксикортизол и 
пинолин/6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-β-карболин 
соответственно. Кортизол, 6-β-гидроксикортизол, пи-
нолин и 6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-β-карболин яв-
ляются эндогенными веществами и всегда присутст- 
вуют в биожидкостях организма. Карбамазепин ис-
пользовался в качестве внутреннего стандарта. Био-
логическая матрица – интактная моча, очищенная от 
эндогенных аналитов путём проведения двухкратной 
экстракции согласно разработанной методике пробо-
подготовки. Пробоподготовка проводилась методом 
жидкостной экстракции. Калибровочные образцы го-
товились с использованием интактной плазмы в соот-
ветствии с таблицей 1. 

К 1 мл образца мочи, помещенному в стеклян-
ную пробирку для экстракции объемом 4 мл, при-

бавляли стандартный раствор ВС (до концентрации 
10 нг/мл), встряхивали смесь на вихреобразной ме-
шалке типа «вортекс» в течение 5 секунд, после чего 
в пробирку прибавляли 2 мл смеси этилацетат : гек-
сан : диэтиловый эфир (50:35:15), после чего пробир-
ку помещали в вихревую мешалку и экстрагирова-
ли в течение 10 минут. После процедуры экстракции 
органический слой отделяли и помещали в чистую 
пробирку для экстракции объемом 4 мл. К остав-
шейся водной фазе добавляли 0,5 мл боратного бу-
фера (pH=9,4), 2 мл смеси этилацетат : гексан (50:50), 
после чего проводили процедуру экстракции на 
вихревой мешалке в течение 10  минут. После экст- 
ракции органический слой отделяли и объединяли 
с органическим слоем, полученным после перво-
го этапа экстракции. Объединенный органический 
слой упаривали в вакуумно-роторном испарителе, 
после чего сухой остаток перерастворяли в 100 мкл 
метанола, затем полученный раствор переливали в 
виалу для хроматографирования и помещали в ав-
тосемплер хроматографа.

Хроматографический анализ проводился на сис- 
теме ВЭЖХ-МС/МС, состоящей из жидкостного хро-
матографа Agilent 1260 (Agilent Technologies, США), 
оснащенного тандемным масс-спектрометрическим 
детектором Agilent 6400 QQQ (Agilent Technologies, 
США). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате были подобраны хроматографичес- 

кие условия, представленные в таблице 2.

Количественное определение проводилось ме-
тодом внутреннего стандарта. Для построения ка-
либровочных графиков использовались калибро-

Таблица 1. 

Концентрация аналитов в калибровочных образцах

№  
пробы

Концентрация аналита, нг/мл

Кофеин Параксантин Лозартан EXP-3174 Кортизол
6-β-OH-

кортизол
Пинолин

Метаболит  
пинолина

Карбамазепин
(ВС)

1 10 10 10 10 10 10 0,5 0,5 10

2 25 25 25 25 25 25 0,75 0,75 10

3 50 50 50 50 50 50 1 1 10

4 100 100 100 100 100 100 1,5 1,5 10

5 250 250 250 250 250 250 2 2 10

6 500 500 500 500 500 500 2,5 2,5 10

7 1000 1000 1000 1000 1000 1000 5 5 10

8 2500 2500 2500 2500 2500 2500 7,5 7,5 10

9 5000 5000 5000 5000 5000 5000 10 10 10

Биоаналитические методики
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вочные образцы, приготовленные в соответствии с 
таблицей 1. После хроматографирования калибро-
вочных образцов по полученным данным строились 
калибровочные графики зависимости отношения 
площади пика аналита к площади пика ВС от кон-
центрации аналита. 

Таблица 2. 

Хроматографические параметры  
и параметры детектирования разработанной методики

Хроматограф Agilent 1290 Infinity

Колонка Agilent Eclipse XDB-C18, 2,1×50 мм, 1,8 мкм

Температура 
колонки

50 ºС

Подвижная фаза

Компонент А: раствор 5 мМ аммония 
формиата в 0,01% растворе муравьиной 
кислоты в воде
Компонент B: 0,01 % муравьиной кислоты 
в ацетонитриле

Скорость потока 
подвижной фазы

0,4 мл/мин

Элюирование

Градиентное

Время, 
мин

Компонент А, 
% (V/V)

Компонент В, 
% (V/V)

0 90 10

1,5 90 10

2 80 40

8,5 30 70

12 95 5

14 90 10

Объем вводимой 
пробы

10 мкл

Рисунок 1. Химические формулы анализируемых субстратов-маркёров и их метаболитов (приведены в виде реакций с участву-
ющими в них изоферментами)

 
 
Рисунок 2. Химическая формула  
внутреннего стандарта 
карбамазепина

Жидкостной хроматограф Agilent Technologies 1290

Масс-спектрометрический детектор  
Agilent Technologies 6400 QQQ

Эффективность и безопасность лекарственных средств
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Ориентировочные 
времена 
удерживания, мин

кофеин – около 4,1;
параксантин – около 3,0;
лозартан – около 7,0;
EXP-3174 – около 6,2;
кортизол – около 4,9;
6-β-гидроксикортизол – около 4,3;
6-гидрокси-1,2,3,4-тетрагидро-β-
карболин – около 1,1;
пинолин – около 5,0;
карбамазепин – около 7,2

Время анализа 14 мин

Параметры масс-
детектирования

Ионизация: ESI
Напряжение на капилляре: 3500 В
Температура ионной трубки: 350 °С
Температура ионизационной камеры: 
400 °С
Вспомогательный газ: 10 л/мин
Газ периферийного слоя: 11 л/мин 
Сметающий газ: 3 л/мин
Давление газа в ячейке соударений: 
2,0 мТорр
Параметры MRM переходов:
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, В

Кофеин + 195,0 138,3 30

Параксантин + 181,0 124,4 30

Лозартан + 423,2 207,1 34

EXP-3174 + 437,2 235,1 34

Кортизол – 407,0 331,0 –26

6-β-гидро-
ксикортизол

– 423,0 347,0 –26

Пинолин + 203,2 147,0 35

6-гидрокси-
1,2,3,4-тетра-
гидро-β-
карболин

+ 189,0 117,0 30

Карбамазепин 
(ВС)

+ 237,1 194,0 30

Была проведена валидация методики в соответст- 
вии с требованиями «Руководства по экспертизе ле-
карственных средств» под редакцией проф. А.Н. Миро-
нова, том I, по следующим показателям: селективность, 
линейность, точность и прецизионность, эффект мат- 
рицы, степень извлечения, предел количественного 
определения, перенос пробы, стабильность.

Селективность. Для определения селективности 
были протестированы 6 образцов биологической 
матрицы (моча, очищенная от эндогенных исследуе-
мых веществ) на возможность создания помех потен-
циально мешающими веществами (эндогенные компо-

ненты матрицы, метаболиты, продукты разложения). 
Отсутствие потенциально мешающих веществ прини-
мается, если площади пиков не превышают 20% от зна-
чения площади пика стандарта НКПО (нижнего пре-
дела количественного определения) определяемых 
веществ. 

Линейность. Линейность зависимости отношения 
площадей пика исследуемых веществ к площади пика 
ВС от концентрации исследуемых веществ определя-
лась по 9 ненулевым калибровочным стандартам.

Коэффициент корреляции построенных калиб- 
ровочных кривых составил более 0,99, что удовлет-
воряет критериям приемлемости. После построе-
ния калибровочной кривой был проведен обрат-
ный расчет концентраций используемых стандартов 
по всем кривым и определены статистические дан-
ные. Отклонения нижнего предела количественного 
определения (НПКО) от теоретической концентра-
ции составили не более 20%, Отклонения всех стан-
дартов, кроме НПКО, от теоретической концентра-
ции – не более 15%, что удовлетворяет критериям 
приемлемости.

Таблица 3. 

Полученные уравнения калибровочных кривых  
и коэффициенты корреляции

А
на

ли
т

Д
иа

па
зо

н 
ли

не
йн

ос
ти

, 
нг

/м
л

Ур
ав

не
ни

е 
 

ка
ли

бр
ов

оч
но

й 
кр

ив
ой

Ко
эф

ф
иц

ие
нт

 
ко
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Кофеин 10–5000 y=0,0019x-0,0061 0,99612

Параксантин 10–5000 y=0,0017x+0,0004 0,99964

Лозартан 10–5000 y=0,0004x+0,0418 0,99596

E-3174 10–5000 y=0,0012x+0,1023 0,99712

Кортизол 10–5000 y=0,00004x+0,009 0,99637

6-β-гидрокси-
кортизол

10–5000 y=0,0003x+0,0085 0,99539

Пинолин 0,5–10 y=0,0003x+0,00005 0,99606

6-гидрокси-1,2,3,4-
тетрагидро-β-
карболин

0,5–10 y=0,0003x+0,00005 0,99280

Точность и прецизионность

Точность и прецизионность метода внутри одной 
серии оценивались по результатам параллельных ана-
лизов образцов контроля качества. Каждый образец 
определялся в 5 повторах. Точность и прецизионность 
оценивалась как внутри, так и между сериями.

Среднее значение концентрации образца конт- 
роля качества не превышало 15% от теоретической 
величины (для НПКО – 20%), что говорит об удовлет-
ворительной точности методики. Относительное стан-

Биоаналитические методики
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дартное отклонение значений концентраций каждо-
го образца контроля качества не превышало 15% (для 
НПКО – 20%), что говорит об удовлетворительной пре-
цизионности методики.

Методика удовлетворяла прочим критериям 
приемлимости валидационных параметров согласно 
«Руководства по экспертизе лекарственных средств» 
под редакцией проф. А.Н. Миронова, том I, а так же 
руководством FDA для предприятий «Bioanalytical 
Method Validation» (Май 2011г.), рекомендациями 
EMEA «Guidelineon validation of bioanalytical method» 
(Ноябрь 2009 г.), а именно: эффект матрицы (коэффи-
циент вариации воспроизводим и составил не более 
15% для образцов контроля качества), степень извле-
чения (значение коэффициента вариации составило 
не более 15% для образцов контроля качества), пре-
дел количественного определения (предел количест- 
венного определения для кофеина, параксантина, ло-
зартана, Е-3174, кортизола и 6-β-гидроксикортизола 
составил 10 нг/мл, для пинолина и  6-гидрокси-1,2,3,4-
тетрагидро-β-карболина – 0,5 нг/мл, т.к. для этих 
концентраций возможно определение аналитов со 
отклонением среднего значения и значением отно-
сительного стандартного отклонения не более 20% 
в диапазоне линейной зависимости), перенос пробы 
(отклик пика при последовательном вводе образца 
контроля качества с высокой концентрацией анали-
зируемых веществ составил не более 20% от НПКО), 
стабильность при различных условиях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана селективная, точная, чувствитель-

ная и воспроизводимая методика совместного ко-
личественного определения субстратов – маркё-
ров основных изоферментов цитохрома P450 и их 
метаболитов в моче с помощью ВЭЖХ-МС/МС при 

использовании жидкостной экстракции в качестве 
пробоподготовки. Была проведена валидация ана-
литической методики по основным параметрам: 
селективности, линейности, точности и прецизи-
онности, эффекту матрицы, степени извлечения, 
пределу количественного определения, перено-
су пробы, стабильности. Разработанная методика 
удовлетворяла критериям приемлемости по всем 
валидационным параметрам. 

Разработанная методика может быть использова-
на для определения метаболической активности ос-
новных изоферментов цитохрома P450 в клинической 
практике.
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