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Резюме
Введение. Внедрение аппаратов – аналогов GIS (далее – Gastro-intestinal simulator) является одним из актуальных 
путей развития in-vitro-оценки качества твердых лекарственных форм. Испытания на приборе для физиологически  
релевантных тестов (далее – ФРТ) позволяют предсказать фармакокинетические профили за счет более релевантных 
условий, среди которых использование биорелевантных сред растворения, физиологичные объемы отделов ЖКТ, а также 
транзит между ними.
Цель. Провести исследование таблеток кладрибина на физиологически релевантном тестере с целью предсказания 
поведения препарата в ЖКТ человека. 
Материалы и методы. Объектами исследования являются «Мавенклад®, таблетки, 10 мг» (серия 2200754, срок годности 
до 04.2025, NERPHARMA, S.r.L., Италия) и «Кладрибин, таблетки, 10 мг» отечественного производства с действующим  
сроком годности. Во время исследования использовались реактивы, необходимые для приготовления биорелевантных  
сред растворения и проведения количественного определения методом ВЭЖХ. Физиологически релевантный тест  
проводили на аппарате собственного производства, состоящем из тестера растворения DT-6 (ERWEKA GmbH, Германия), 
водяной бани, оснащенной нагревательным элементом Thermomix WB-4 (B. Braun, Германия), насосов перистальтических 
(Kamoer, Китай). Количественное содержание высвободившегося кладрибина оценивали на высокоэффективном  
жидкостном хроматографе «Хроматэк-Кристалл ВЭЖХ 2014» (ЗАО СКБ «Хроматэк», Россия) по валидированной методике  
при длине волны 252 нм, время анализа – 7 мин, колонка – Grace HPLC Column Platinum C18-EPS, 250 × 4.6 мм, 5 мм  
(Grace, США), температура – 35  °С, режим элюирования – изократический (А : В 80 : 20), подвижная фаза А  – 0,1%-й  
раствор H3PO4, фаза В – ацетонитрил. 
Результаты и обсуждение. Были получены профили, позволяющие оценить динамику и степень высвобождения 
исследуемых ЛС в различных отделах ЖКТ человека. Несмотря на ожидаемую деградацию кладрибина в кислой среде  
(рН 1,2), в физиологически релевантных условиях препарат достиг третьего отдела (модель тонкого кишечника) без 
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деградации. Наблюдалось полное высвобождение кладрибина из лекарственной формы для тестового и референтного 
лекарственных препаратов. Также в дальнейшем, исходя из полученных данных, можно предсказать фармакокинетические 
профили при помощи подходов физиологически обоснованного фармакокинетического моделирования.
Заключение. Проведено исследование ФРТ для препаратов «Мавенклад®, таблетки, 10 мг» и «Кладрибин, таблетки, 
10  мг». Количественное определение проводилось методом ВЭЖХ-УФ. По результатам испытания было отмечено 
полное высвобождение обоих препаратов и достижение отдела, имитирующего кишечник, что указывает на отсутствие  
деградации кладрибина в отделе, имитирующем желудок.
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Abstract
Introduction. The introduction of devices – analogues of GIS (hereinafter–- Gastro-intestinal simulator) is one of the current  
ways to develop in-vitro assessment of the quality of solid dosage forms. Testing on a physiologically relevant test device 
(hereinafter referred to as PRT) makes it possible to predict pharmacokinetic profiles due to more relevant conditions, including  
the use of biorelevant dissolution media, physiological volumes of the gastrointestinal tract, as well as transit between them.
Aim. Conduct a study of cladribine tablets on a physiologically relevant tester in order to predict the behavior of the drug  
in the human gastrointestinal tract.
Materials and methods. The objects of the study are "Mavenclad®, tablets, 10 mg" (series 2200754, expiration date until  
04.2025, NERPHARMA, S.r.L., Italy) and "Cladribine, tablets, 10 mg" of domestic production with valid expiration date. During 
the study, the reagents necessary for the preparation of biorelevant dissolution media and quantitative determination by 
HPLC. Physiologically relevant test were carried out using an apparatus of our own production, consisting of a DT-6 dissolution 
tester (ERWEKA GmbH, Germany), a water bath equipped with a Thermomix WB-4 heating element (B. Braun, Germany), and 
peristaltic pumps (Kamoer, China). The quantitative content of released cladribine was assessed using a highly efficient liquid  
chromatograph "Khromatek-Kristall HPLC 2014" (ZAO SKB "Khromatek", Russia) using a validated method at a wavelength  

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



158 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2024. Т. 13, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2024. V. 13, No. 3

of 252  nm, analysis time – 7 min, column – Grace HPLC Column Platinum C18-EPS, 250 × 4.6 mm, 5 mm (Grace, USA),  
temperature – 35 °C, elution mode – isocratic (A : B 80 : 20), mobile phase A – 0.1 % H3PO4 solution, phase B – acetonitrile.
Results and discussion. Profiles were obtained to assess the dynamics and degree of release of the studied drugs in various  
parts of the human gastrointestinal tract. Despite the expected degradation of cladribine in an acidic environment (pH1.2),  
under physiologically relevant conditions, the drug reached the third section (small intestine model) without degradation. 
Complete release of cladribine from the test and reference dosage forms was observed. Also, in the future, based on the  
data obtained, it is possible to predict pharmacokinetic profiles using physiologically based pharmacokinetic modeling  
approaches.
Conclusion. A PSF study was conducted for the drugs "Mavenclad®, tablets, 10 mg" and "Cladribine, tablets, 10 mg".  
Quantitative determination was carried out by HPLC-UV method. The test results showed complete release of both drugs and 
reaching the intestinal tract, indicating the absence of degradation of cladribine in the region simulating the stomach.

Keywords: cladribine, physiologically relevant test, biorelevant media, HPLC-UV, FaSSIF, FaSSGF
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ВВЕДЕНИЕ
Внедрение аппаратов – аналогов GIS является  

одним из актуальных путей развития современных in- 
vitro-исследований твердых лекарственных форм  [1].  
Проведение физиологически релевантного теста по-
зволяет с высоким уровнем дискриминаторности  
проводить оценку степени высвобождения лекарст- 
венных препаратов. Преимуществом данного мето-
да является использование биорелевантных сред 
растворения, имитирующих состав различных отде- 
лов желудочно-кишечного тракта. Такими средами  
являются Fasted State Simulated Intestinal Fluid (далее  – 
FaSSIF) и Fasted State Simulated Gastric Fluid (далее  – 
FaSSGF) [2, 3]. 

Данное испытание важно проводить при фарма-
цевтической разработке новых лекарственных пре-
паратов, особенно при последующем проведении 
биовейвера, который возможен для препаратов I и 
III  классов БКС (биофармацевтическая классификаци-
онная система). 

Одним из лекарственных препаратов, для кото-
рого возможно проведение процедуры, является 
кладрибин, относящийся к III классу БКС. Отдельно 
хочется отметить, что для данной молекулы оправ-
данно проведение ФРТ из-за большего значения 

рН отдела, имитирующего желудок (рН 2,84), так 
как, согласно литературным данным, в кислой сре-
де кладрибин разрушается с образованием 2-хло-
ро-6-аминопурина (схема гидролиза приведена на 
рисунке 1).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Объекты исследования

Объектами исследования являлись: «Мавенклад®, 
таблетки, 10 мг» (серия 2200754, срок годности до 
04.2025, NERPHARMA, S.r.L., Италия) и «Кладрибин, 
таблетки, 10 мг» отечественного производства с  
действующим сроком годности.

Реактивы и растворы

В процессе исследования были использованы 
следующие реактивы: вода очищенная, тип I; хло- 
ристоводородная кислота (HCl) концентрированная  
(класс «х.ч.», ООО «Сигма Тек», Россия); ортофос- 
форная кислота (H3PO4) концентрированная (класс 
«for HPLC», Scharlau, Испания); натрия гидроксид 
(NaOH) (класс «ч.д.а.», ООО «Компонент-Реактив»,  
Россия); натрий фосфорнокислый 2-зам. (Na2HPO4), 
безводный (класс «х.ч.», ООО  «Компонент-Реактив», 
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Россия); натрия хлорид (NaCl) (класс «х.ч.», ООО «Ком-
понент-Реактив», Россия); 3F Powder (Biorelevant, 
Великобритания); ацетонитрил (ACN) (класс «HPLC 
gradient grade», Biosolve, Франция).

Физиологически релевантный тест проводили 
на аппарате собственного производства, состоящем 
из тестера растворения DT-6 (ERWEKA GmbH, Герма- 
ния), водяной бани, оснащенной нагревательным  
элементом Thermomix WB-4 (B. Braun, Германия), на-
сосов перистальтических (Kamoer, Китай). Хромато-
графическое разделение и оценку количественного 
содержания кладрибина проводили на высокоэффек-
тивном жидкостном хроматографе «Хроматэк-Кри-
сталл ВЭЖХ 2014» (ЗАО СКБ «Хроматэк», Россия) при 
длине волны 252 нм. Время хроматографирования 
составило 7  мин. Использовали колонку Grace HPLC 
Column Platinum C18-EPS, 250 × 4,6 мм, 5 мм (Grace, 
США), помещенную в колоночный термостат, под-
держивающий температуру 35  °С на протяжении все-
го аналитического цикла. Режим элюирования – изо- 
кратический (А : В 80 : 20), в качестве подвижной фа- 
зы А выступал 0,1%-й раствор H3PO4, фазы В – аце- 
тонитрил. Перед анализом методика была валидиро-
вана по параметрам: «специфичность», «градуиро- 
вочная кривая (линейность)», «правильность и повто-
ряемость», «правильность и прецизионность в раз- 
ные дни», «стабильность». Аналитический диапазон 
методики составил от 0,0025 мг/мл до 2,0000 мг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В процессе выполнения исследования были про- 

анализированы образцы, полученные в ходе прове- 
дения ФРТ для препаратов кладрибина, количествен-
ное определение проводилось методом ВЭЖХ. 

Методология проведения испытания ФРТ

При проведении эксперимента оценивалось вы- 
свобождение лекарственного препарата с учетом фи-
зиологического транзита в ЖКТ человека. Схема ап- 
парата для испытаний представлена на рисунке 2. 

Для первого отдела был использован раствор 
биорелевантной среды растворения FaSSGF, кото-
рый имитирует состав желудочного сока натощак 

со значением pH 2,0. К 50 мл раствора добавлялось 
250  мл воды очищенной (стакан воды, которым за-
пивают таблетку), общий стартовый объем состав-
лял 300  мл, а значение рН данного раствора – 2,84, 
что соответствует литературным данным о значении 
pH желудка у здоровых людей [4–6]. Отдел, имити- 
рующий желудок, опорожнялся по уравнению ки-
нетики первого порядка, период полуопорожнения  
составил 18  минут, а время полного опорожнения  
(до объема 50  мл) составило 38,6 минут [7]. Стоит  
отметить, что скорость опорожнения желудка влияет  
на время достижения пероральной лекарственной 
формой тонкого кишечника, что, в свою очередь,  
лимитирует абсорбцию действующего вещества энте- 
роцитами кишечника.

Для имитации физиологических условий 12-перст- 
ной кишки была выбрана биорелевантная среда  
растворения FaSSIF со значением рН 6,5, стартовый  
объем в течение всего теста был постоянен и состав- 
лял 75 мл, что является физиологическим объемом 
для 12-перстной кишки [7, 8].

Третий отдел, моделирующий кишечник, служит 
в качестве приемника содержимого второго отдела,  
поэтому стартовый объем был равен нулю, но к концу 
теста доходил до 390 мл.

Рисунок 1. Схема гидролиза вещества кладрибин

Figure 1. Scheme of hydrolysis of the substance cladribine

Рисунок 2. Схема аппарата

Figure 2. Scheme of apparatus
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В ходе теста осуществлялась постоянная сек- 
реция в первый и во второй отделы сред FaSSGF и  
FaSSIF соответственно со скоростью 1 мл/мин. На  
рисунке 3 приведена диаграмма фактического коли-
чества среды в разных отделах аппарата для различ- 
ных временных точек.

В каждом из отделов был размещен электрод 
pH-метра для регистрации значения рН в каждой  
временной точке отбора (рисунок 4).

Перемешивание осуществлялось при помощи до-
работанных лопастей, тип аппарата – II «Лопастная 
мешалка», оснащенная двумя круглыми отверстиями 
(рисунок 5). Скорость вращения лопастной мешалки 
составляла 25 об/мин, также был активен режим уско-
рения вращения «burst», моделирующий реальную  
моторику ЖКТ, в ходе которого каждые 5 мин осу- 
ществлялось ускорение лопастей до скорости  
180  об/мин, продолжавшееся в течение 15 с, после  
чего условия возвращались к первоначальным [7, 8].

Выбор временных точек отбора проб – 10, 15, 20, 
25, 30, 45, 60 и 80 мин – был произведен таким об- 

разом, чтобы полностью описать профиль раство-
рения исследуемых лекарственных препаратов в  
каждом из отделов с учетом времени транзита по 
ЖКТ человека. 

Количественное определение проводили по 
разработанной и валидированной методике ВЭЖХ-
УФ. Во всех изученных образцах наблюдался един-
ственный пик со временем удерживания около  
4,25 мин, пример хроматограммы приведен на ри-
сунке 6. В каждом образце оценивалась концен-
трация, которая затем использовалась для постро- 
ения профилей высвобождения (представлены на 
рисунках 7 и 8).

Стоит отметить, что в рамках предварительных 
испытаний таблеток кладрибина было выявлено, 
что он деградирует в фармакопейной среде со зна- 
чением pH 1,2. Но в рамках проведения ФРТ исполь- 
зовался раствор среды со значением рН 2,84, ими-
тирующий желудок натощак после запивания во-
дой, что более приближено к условиям организма 
человека. При этом время нахождения препаратов  
в камере желудка составляло 40 мин с периодом по- 

Рисунок 3. Диаграмма объемов

Figure 3. Diagram of volumes
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луопорожнения 18 мин, и в данных условиях было 
отмечено, что вещество не подвергалось разруше-
нию и переходило в третий отдел аппарата в неиз-
менном виде. 

Поскольку при исследовании методом ФРТ непри-
менимы классические методы оценки эквивалентно-

сти профилей (например, f2 в связи с параболической 
формой профиля), сопоставимость тестового и рефе-
рентного препаратов была доказана и оценивалась  
по скорости перехода вещества и полноте высво-
бождения в третьем отделе, который имитирует ки-
шечник, где происходит абсорбция вещества. По 
полученным данным можно предсказать фармакоки-
нетические профили при помощи подходов физио- 
логически обоснованного фармакокинетического мо-
делирования и таких программ, как PK Quest, Gastro 
Plus, PK-sim и SimCyp.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование ФРТ для препаратов 

«Мавенклад®, таблетки, 10 мг» и «Кладрибин, таблет-
ки, 10 мг». Количественное определение осуществ- 
лялось валидированным методом ВЭЖХ-УФ. По ре-
зультатам испытания было отмечено достижение 
третьего отдела и полное высвобождение кладри-
бина из лекарственной формы для тестового и рефе-
рентного лекарственных препаратов в физиологи-
чески релевантных условиях, что позволяет судить 
о их сопоставимости в физиологически релевантных 
условиях. 

Рисунок 5. Форма лопастной мешалки ФРТ

Figure 5. Shape of the PRT paddle

Рисунок 4. Значение pH в каждом из отделов

Figure 4. The pH value in each of the chambers
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Рисунок 6. Образец хроматограммы 

Figure 6. Sample of сhromatogram

Рисунок 7. Усредненные профили растворения кладрибина в лекарственном средстве «Мавенклад®, таблетки, 
10 мг» в трех отделах аппарата

Figure 7. Averaged profiles of the dissolution of cladribine in the drug "Mavenclad®, tablets, 10 mg" in three chambers of 
the apparatus
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