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Резюме
Введение. Комбинированные препараты линаглиптина и эмпаглифлозина широко применяются для терапии сахарного 
диабета 2-го типа. Оба действующих вещества относятся к III классу по биофармацевтической классификационной 
системе (БКС) и характеризуются высокой растворимостью и низкой проницаемостью. При разработке воспроизведенных 
лекарственных препаратов критически важным является доказательство их терапевтической эквивалентности, для чего 
в рамках биовейвера проводится тест сравнительной кинетики растворения in vitro. Однако для препаратов III  класса 
лимитирующей стадией абсорбции является клеточная проницаемость, что требует применения дополнительных 
методологий для ее оценки.
Цель. Сравнительное изучение профилей растворения и проницаемости линаглиптина и эмпаглифлозина из таблеток 
испытуемого комбинированного препарата и референтного препарата с использованием методологии Dissoflux™ для 
обоснования применимости данного подхода в оценке биофармацевтической эквивалентности.
Материалы и методы. Объектами исследования являлись таблетки, покрытые пленочной оболочкой, испытуемого 
препарата (комбинация линаглиптина, 2,5 мг, и эмпаглифлозина, 10 мг) и референтного препарата аналогичной дозировки.  
Тест сравнительной кинетики растворения (ТСКР) проводили на аппарате «Лопастная мешалка» (TrustE-8 basic,  
Electrolab, Индия) при 50 об/мин в средах с pH 1,2; 4,5 и 6,8 (объем 500 мл). Исследование проницаемости проводили 
с использованием системы Dissoflux™ (Electrolab, Индия) в среде с pH 6,8 (донор) и буферном растворе с 0,05%-м  
твина-20 (акцептор, pH 7,4). Количественное определение действующих веществ выполняли с помощью метода  
ВЭЖХ-УФ с градиентным элюированием на колонке Symmetry® C18 (Waters Corporation, США).
Результаты и обсуждение. Разработанная методика ВЭЖХ-УФ показала высокую воспроизводимость и правильность.  
В средах с pH 1,2; 4,5 и 6,8 высвобождение действующих веществ из обеих лекарственных форм к 15-й минуте  
превысило 85 %, что свидетельствует об эквивалентности профилей растворения. Отношение Flux для линаглиптина 
составило 92,13 %, для эмпаглифлозина – 100,31 %. 
Заключение. Показана сопоставимость профилей растворения линаглиптина и эмпаглифлозина из испытуемого и 
референтного препаратов во всех трех средах. Тест на проницаемость in vitro в системе Dissoflux™ продемонстрировал 
принципиальную возможность применения методологии Dissoflux™ как важнейшего вспомогательного инструмента  
для биофармацевтической оценки лекарственных форм на этапе разработки лекарственных препаратов. 
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Abstract
Introduction. Combination products of linagliptin and empagliflozin are widely used for the treatment of type 2 diabetes  
mellitus. Both active substances belong to class III of the Biopharmaceutical Classification System (BCS), characterized by high 
solubility and low permeability. In the development of generic medicinal products, demonstration of therapeutic equivalence  
is critical; for this purpose, a comparative in vitro dissolution kinetics test is conducted within the framework of a biowaiver. 
However, for class III drugs, permeability is the rate-limiting step of absorption, necessitating the use of additional  
methodologies for its assessment.
Aim. Comparative study of dissolution and permeability profiles of linagliptin and empagliflozin from film-coated tablets of  
a test combination product and a reference product using the Dissoflux™ methodology to substantiate the applicability of  
this approach in the assessment of biopharmaceutical equivalence.
Materials and methods. The study objects were film-coated tablets of the test product (combination of linagliptin 2.5 mg  
and empagliflozin 10 mg) and a reference product of identical dosage. The comparative dissolution kinetics test (CDKT) was 
performed using a paddle apparatus (TrustE-8 basic, Electrolab, India) at 50 rpm in media with pH 1.2, 4.5 and 6.8 (volume  
500 mL). Permeability studies were conducted using the Dissoflux™ system (Electrolab, India) in pH 6.8 medium (donor)  
and buffer solution with 0.05 % Tween 20 (acceptor, pH 7.4). Quantitative determination of the active substances was  
performed by HPLC-UV with gradient elution on a Symmetry® C18 column (Waters Corporation, USA).
Results and discussion. The developed HPLC-UV method demonstrated high reproducibility and accuracy. In media with  
pH 1.2, 4.5 and 6.8, the release of active substances from both dosage forms exceeded 85 % by 15 minutes, indicating  
equivalence of dissolution profiles. The permeability test results using the Dissoflux™ methodology demonstrated comparable 
accumulation profiles of both active substances in the acceptor chamber. The Flux ratio for linagliptin was 92.13 %, and for 
empagliflozin 100.31 %. 
Conclusion. The comparability of dissolution profiles of linagliptin and empagliflozin from the test and reference products  
in all three media was demonstrated. Pilot data from the permeability test in vitro using the Dissoflux™ system demonstrated 
the potential of this methodology as an ancillary tool for biopharmaceutical evaluation during drug development, although  
final conclusions require statistical confirmation based on no fewer than three independent replicates.

Keywords: linagliptin, empagliflozin, dissolution test, Dissoflux, HPLC, similarity factor, bioequivalence, BCS
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет 2-го типа (СД2) является одной 
из наиболее значимых медико-социальных проблем 
современного здравоохранения, характеризующейся  
хронической гипергликемией и высоким риском раз-
вития сердечно-сосудистых осложнений, нефропа-
тии, ретинопатии и других тяжелых последствий. По 
прогнозным оценкам, к 2050 году глобальная рас- 
пространенность СД2 продолжит увеличиваться, что 
обусловливает необходимость принятия системных 
мер в области общественного здравоохранения  [1]. 
Ключевыми факторами риска развития СД2 остаются 
избыточная масса тела и ожирение, нерациональное 
питание, низкая физическая активность, а также ран- 
ние факторы развития, связанные с внутриутробным 
программированием [2]. В связи с этим поиск и раз- 
работка новых эффективных и безопасных средств  
для лечения СД2, а также совершенствование сущест- 
вующих лекарственных форм остается одной из прио- 
ритетных задач фармацевтической науки.

Одной из наиболее востребованных комбинаций 
для лечения СД2 является сочетание ингибитора ди-
пептидилпептидазы-4 (ДПП-4) линаглиптина и инги-
битора натрий-глюкозного котранспортера 2-го типа 
(НГЛТ-2) эмпаглифлозина [3, 4]. Структурные форму-
лы действующих веществ представлены на рисунке  1.  

Оба действующих вещества входят в перечень жиз-
ненно необходимых и важнейших лекарственных 
препаратов и широко применяются в клинической 
практике как в виде монотерапии, так и в составе  
комбинированных лекарственных форм.

Линаглиптин является ингибитором ДПП-4, уве- 
личивающим концентрацию активных инкретинов,  
что стимулирует инсулиносекрецию и подавляет вы-
работку глюкагона. Эмпаглифлозин, в свою очередь, 
блокирует реабсорбцию глюкозы в почечных каналь-
цах, способствуя выведению избытка глюкозы с мо-
чой. Совместное применение данных препаратов 
обеспечивает взаимодополняющее действие, что по-
зволяет достичь целевых показателей гликемическо- 
го контроля у значительной части пациентов [4–6].

При разработке воспроизведенных лекарствен-
ных препаратов критически важным этапом являет- 
ся доказательство их терапевтической эквивалент-
ности референтному препарату. В соответствии с со-
временными регуляторными требованиями Евразий-
ского экономического союза (ЕАЭС) для препаратов, 
относящихся к I и III классам по биофармацевтиче- 
ской классификационной системе (БКС), допускает-
ся применение биовейвера, основанного на БКС, для  
лекарственных препаратов, действующее вещество 
которых имеет хорошую растворимость и хорошую 
проникающую способность (класс I по БКС) или хо- 

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 1. Структурные формулы линаглиптина и эмпаглифлозина

Figure 1. Chemical structures of linagliptin and empagliflozin
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рошую растворимость и плохую проникающую спо-
собность (класс III по БКС)1.

Эмпаглифлозин, согласно литературным данным,  
относится к III классу по БКС: он обладает высокой 
растворимостью, но низкой проницаемостью  [7]. Ли-
наглиптин также классифицируется как препарат 
III  класса по БКС, характеризующийся высокой раст- 
воримостью и низкой проницаемостью [8]. Таким об-
разом, оба действующих вещества в составе комби-
нированного препарата относятся к III классу БКС, что 
делает применение биовейвера потенциально воз-
можным при соблюдении установленных критериев2.

Однако для соединений, характеризующихся низ-
кой проницаемостью, лимитирующей стадией абсор-
бции является именно всасывание вещества через 
кишечный барьер, а не растворение [9, 10]. Следова-
тельно, оценка сравнительной проницаемости стано-
вится критически важным параметром при обосно- 
вании биоэквивалентности для таких препаратов.

1 Решение Совета Евразийской экономической комис- 
сии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведе- 
ния исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономического союза» 
(ред. от 12.04.2024) (приложение 4). Доступно по: https://docs.
cntd.ru/document/456026107 Ссылка активна на 14.08.2026.

2 European Medicines Agency. Jardiance: EPAR – Public 
assessment report. EMA/CHMP/137741/2014. London: EMA; 
2014. 

В настоящее время для более комплексной оцен-
ки биофармацевтических свойств лекарственных 
средств применяются методологии, позволяющие 
не только оценить кинетику растворения действую-
щих веществ, но и смоделировать их прохождение 
через биологические мембраны. Современные си-
стемы растворимости – проницаемости (dissolution-
permeation), такие как MacroFLUX™, BioFLUX™, 
PermeaLoop™ и Dissoflux™, позволяют одновремен-
но проводить тест «Растворение» и оценивать про- 
ницаемость активных фармацевтических ингредиен-
тов через липидную мембрану, моделирующую ки-
шечный барьер [11, 12].

Система Dissoflux™ (Electrolab, Индия) представ-
ляет собой интегрированную установку, сочетаю-
щую стандартный тестер растворения с дополнитель-
ной акцепторной камерой, отделенной от донорной 
камеры (сосуда растворения) липидной мембраной. 
Схематическое устройство системы представлено на 
рисунке 2. 

Донорная камера содержит среду растворения  
с тестируемым лекарственным препаратом, в кото-
рой проводится тест сравнительной кинетики раст- 
ворения с использованием лопастной мешалки или 
вращающейся корзинки. Акцепторная ячейка, погру-
женная в среду растворения, заполнена пермеаци-
онным буферным раствором, имитирующим состав 
межклеточной жидкости и плазмы крови. Между ка-

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 2. Схема сосуда тестера растворения с камерой Dissoflux

Figure 2. Diagram of a dissolution tester vessel with a Dissoflux chamber

https://docs.cntd.ru/document/456026107
https://docs.cntd.ru/document/456026107
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мерами расположена липидная мембрана, модели- 
рующая кишечный эпителиальный барьер. Разделе-
ние донорной камеры и акцепторной ячейки пре-
имущественно осуществляется с использованием 
мембраны PermeaPad® (Phabioc, Германия), которая 
представляет собой сэндвич-структуру из двух слоев 
регенерированной целлюлозы, между которыми за-
ключен слой фосфолипидов. При контакте с водной 
средой фосфолипиды образуют многослойные струк-
туры, имитирующие клеточную мембрану, что обес- 
печивает физиологичные свойства барьера и позво-
ляет моделировать пассивную трансцеллюлярную 
диффузию лекарственных веществ [11]. В ходе экспе-
римента активные фармацевтические ингредиенты, 
высвободившиеся из лекарственной формы в донор-
ной камере, диффундируют через липидную мем-
брану в акцепторную камеру, где их концентрацию 
отслеживают с помощью отбора проб в заданные 
временные точки1. 

Система Dissoflux™ позволяет одновременно оце-
нивать как кинетику растворения (по изменению кон-
центрации в донорной камере), так и проницаемость 
(по накоплению вещества в акцепторной камере), что 
дает более полную картину биофармацевтических 
свойств исследуемого препарата. Однако качествен-
ное сопоставление профилей накопления в акцеп- 
торной камере не позволяет количественно оценить 
скорость переноса вещества через мембрану. Для  
этого используют интегральный параметр – поток 
(Flux), который объединяет процессы растворения и 
проницаемости и отражает количество вещества, про-
ходящее через единицу площади мембраны в еди-
ницу времени  [13]. Расчет Flux позволяет не только 
сравнивать скорость абсорбции между различными 
лекарственными формами, но и прогнозировать их 
in-vivo-поведение, что особенно важно для препара-
тов III и IVкласса класса БКС, где проницаемость явля- 
ется лимитирующей стадией [9, 10, 13].

Потенциал системы Dissoflux™ для оценки срав-
нительной проницаемости при разработке биоэкви-
валентных лекарственных форм был подтвержден 
в исследованиях, где данная методология успешно  
применялась для сравнения профилей проницаемо- 
сти  [14]. Современные системы растворимости – про-
ницаемости, включая коммерчески доступный Disso-
flux™, представляют собой новый уровень развития 
методологии оценки растворения и проницаемости, 
позволяя выйти за рамки классических фармакопей-
ных методов2. 

Таким образом, целью настоящего исследования 
являлось сравнительное изучение профилей раство-

1 Electrolab. Dissoflux™: instruction manual. Navi Mumbai: 
Electrolab; 2024. 12 p.

2 ОФС 2.3.9.1. «Рекомендации по проведению испыта-
ния на растворение». Государственная фармакопея Евра-
зийского экономического союза. 2019. Доступно по: https://
eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/bd2/Farmakopeya-
2020-t1_1.pdf Ссылка активна на 14.08.2026.

рения и проницаемости линаглиптина и эмпаглифло-
зина из таблеток испытуемого комбинированного 
препарата и референтного препарата в средах, моде-
лирующих различные отделы желудочно-кишечного 
тракта, с использованием методологии Dissoflux™ для 
обоснования биофармацевтической эквивалентности 
исследуемых лекарственных форм.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы и стандартные образцы

В работе использовали следующие реактивы: ме-
танол (класс «ос.ч. для градиентной ВЭЖХ», АО «ХИМ-
МЕД», Россия), ацетонитрил (класс «HPLC-S Gradient 
Grade», Biosolve Chimie, Франция), ортофосфорная  
кислота (85 %, ч.д.а., ООО «Компонент-Реактив», Рос-
сия), хлористоводородная кислота (10%-й раствор,  
для анализа, PanReac AppliChem, Испания и Герма-
ния), натрий хлористый (х.ч., ООО «Компонент-Реак-
тив», Россия), калий фосфорнокислый однозамещен-
ный (х.ч., ООО «Компонент-Реактив», Россия), натрия 
гидроксид (х.ч., ООО «Компонент-Реактив», Россия), 
твин-20 (pure EP, USP (pharma grade), neoFroxx GmbH, 
Германия), фосфатно-солевой буферный раствор 
(0,01 M, pH 7,2–7,6) в таблетках (ООО «Эко-Сервис», 
Россия). В качестве стандартных образцов были ис-
пользованы: линаглиптин (количественное содержа-
ние 99,70 %, Mylan Laboratories Limited, Индия), эм-
паглифлозин (количественное содержание 99,40 %, 
Shandong Langnuo Pharmaceutical Co., Ltd., Китай).

Приготовление исходных 
и рабочих растворов

При проведении исследования были приготовле-
ны следующие растворы:
1. Исходный стандартный раствор линаглиптина 

и эмпаглифлозина. Точную навеску СО линаг-
липтина растворяли в метаноле до получения в
растворе концентрации 100,000 мкг/мл. Точную
навеску СО эмпаглифлозина растворяли в ме-
таноле до получения концентрации в растворе
1000,00 мкг/мл.

2. Рабочие стандартные растворы линаглипти-
на и эмпаглифлозина для ТСКР и донорной ячей-
ки теста растворения и проницаемости. Для
этого исходный стандартный раствор линаглип-
тина и исходный стандартный раствор эмпаг-
лифлозина разводили соответствующей средой
растворения до получения необходимых кон-
центраций, соответствующих следующим кали-
бровочным уровням № 1–9 и уровням контроля
качества (КК): L (низкий, low), M1, M2 (средний,
middle), H (высокий, high). В таблице 1 представ-
лены концентрации в калибровочных образцах
и образцах контроля качества.

3. Рабочие стандартные растворы линаглиптина 
и эмпаглифлозина для акцепторной ячейки те-
ста растворения и проницаемости. Готовились

https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/bd2/Farmakopeya-2020-t1_1.pdf
https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/bd2/Farmakopeya-2020-t1_1.pdf
https://eec.eaeunion.org/upload/medialibrary/bd2/Farmakopeya-2020-t1_1.pdf
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путем разведения пермеационным буферным 
раствором рабочих стандартных растворов ли- 
наглиптина и эмпаглифлозина для донорной 
ячейки в 100  раз. В таблице 1 представлены кон-
центрации в калибровочных образцах и образ- 
цах контроля качества.

Таблица 1. Концентрации линаглиптина  
и эмпаглифлозина в рабочих стандартных растворах

Table 1. Concentrations of linagliptin  
and empagliflozin in working standard solutions
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Калибровочные образцы
Calibration samples

1 0,50 0,020 1,00 0,100

2 1,00 0,040 5,00 0,150

3 2,00 0,060 10,00 0,200

4 4,00 0,080 15,00 0,250

5 6,00 0,100 20,00 0,300

6 8,00 0,130 25,00 0,350

7 10,00 0,150 30,00 0,500

8 13,00 – 35,00 –

9 15,00 – 50,00 –

Образцы контроля качества 
Quality control samples

L 1,50 0,015 3,00 0,030

M1 4,80 0,048 14,00 0,140

M2 7,20 0,072 21,00 0,210

H 12,00 0,120 40,00 0,400

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors

Приготовление сред растворения

Среды растворения готовили в соответствии с 
ОФС 2.З.9.1 «Рекомендации по проведению испыта- 
ния на растворение»: среду с pH 1,2 – смешением 
250  мл 0,2 М раствора натрия хлорида и 425 мл 0,2  М  
раствора хлористоводородной кислоты с доведением  
водой до 1000 мл; среду с pH 4,5 – растворением 
13,61  г калия дигидрофосфата в 750 мл воды, коррек- 
цией pH 0,1 М раствором натрия гидроксида или хло-
ристоводородной кислоты и доведением водой до 
метки; среду с pH 6,8 – смешением 250 мл 0,2 М раст- 
вора калия дигидрофосфата и 112 мл 0,2 М раствора  
натрия гидроксида с доведением водой до 1000  мл. 
Все среды дегазировали вакуумной фильтрацией

Приготовление  
пермеационного буферного раствора

В качестве пермеационного буферного раствора 
в камере проницаемости тестера растворения – про-
ницаемости Dissoflux™ (Electrolab, Индия) использо-
вали 0,05%-й раствор твина-20 в фосфатно-солевом  
буферном растворе (PBS), pH = 7,40. Для этого раст- 
воряли 5 таблеток PBS в 500 мл воды очищенной,  
контролировали pH с помощью 0,1 М ортофосфорной 
кислоты. Раствор фильтровали и дегазировали с по-
мощью системы вакуумной фильтрации. В получен- 
ный раствор добавляли 250 мкл твина-20.

Условия проведения ТСКР и Dissoflux™

Тест сравнительной кинетики растворения про- 
водили на тестере растворения TrustE-8 basic (Elect- 
rolab, Индия). Изучение проницаемости проводили с 
помощью тестера растворения – проницаемости Dis-
soflux™ (Electrolab, Индия). Условия проведения отоб- 
ражены в таблице 2. 

Пробоподготовка при проведении ТСКР

В сосуды тестера растворения вливали 500 мл со-
ответствующей среды, после достижения темпера-
туры среды 37 ± 0,5  °С в сосуды помещали по одной  
таблетке препарата с промежутком во времени 10 с.  
В каждую временную точку (в соответствии с данны-
ми в таблице 3) отбирали шприцем аликвоту объемом 
5  мл. Сразу после отбора проводили восполнение  
среды (объем восполнения 5 мл), и фильтрацию  
отобранных проб через мембранный фильтр PTFE. 

Пробоподготовка  
при проведении Dissoflux™

Пробоподготовка проводилась согласно схеме, 
представленной на рисунке 3. В сосуд растворения 
(донорную камеру) помещали среду с pH 6,8, моде- 
лирующую среду верхних отделов тонкого кишеч-
ника. В ней же проводили растворение препарата. 
Для имитации прохождения препарата через кишеч-
ный барьер использовали дополнительную акцеп-
торную камеру с липидной мембраной PermeaPad®. 
В камеру вливали пермеационный буферный раст- 
вор (pH 7,4 + 0,05 % твина-20) и погружали камеру в 
среду растворения. Мембрана разделяет донорную  
и акцепторную камеры, моделируя кишечный эпите-
лиальный барьер, через который диффундируют выс- 
вободившиеся активные вещества. Таблетки поме- 
щали в сосуды через каждые 10 с. Отбор проб про- 
водили из акцепторной камеры через канюлю с по-
мощью инсулинового шприца (объем пробы 500  мкл)  
во временные точки, отображенные в таблице 2. Сра-
зу после отбора производили восполнение буферно- 
го раствора (объем восполнения 500 мкл).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка аналитической методики

Хроматографическое разделение осуществлялось 
с помощью высокоэффективного жидкостного хрома-
тографа Nexera-i LC-2040C (Shimadzu Corporation, Япо-
ния), включающего в себя градиентный насос, тер-
мостат колонок и образцов, дегазатор, автосамплер, 
УФ-детектор. Детектирование проводилось в ультра-
фиолетовом диапазоне. Обработка первичных данных 
проводилась c помощью программного обеспечения 
LabSolutions Single LC (Shimadzu Corporation, Япония).

Для хроматографического разделения исполь-
зовалась колонка Symmetry® C18 100 Å, 3,5  мкм, 
75 × 4,6 мм (Waters Corporation, США). 

Температура термостата колонок поддерживалась 
на уровне 32 °C. 

Элюирование проходило в градиентном режиме 
при постоянной скорости потока 0,90 мл/мин. В ка- 
честве подвижной фазы были использованы следу- 
ющие элюенты: 
1. Элюент А подвижной фазы: 0,2%-й раствор калия

дигидрофосфата в воде (м/об), pH = 3,00;

2. Элюент B подвижной фазы: смесь ацетонитрила
и метанола в объемном соотношении 45 : 55.
Градиент по составу подвижной фазы и по длине

волны представлен в виде диаграмм на рисунке 4. 
Объем вводимой пробы составил 10 мкл. Общее 

время регистрации хроматограммы: 0,00–7,50  мин. 
Время удерживания линаглиптина составило около 
3,29  мин, время удерживания эмпаглифлозина – око- 
ло 4,57 мин.

После изучения литературных источников на эта-
пе разработки аналитической методики был сделан 
вывод о целесообразности использования хромато-
графической колонки Symmetry® C18 100 Å, 3,5  мкм, 
75 × 4,6  мм (Waters Corporation, США), и необходимо-
сти подбора подвижной фазы для элюирования. В хо- 
де разработки аналитической методики определили,  
что оптимальные хроматографические характеристи- 
ки достигаются при градиентном элюировании и со- 
ставе подвижной фазы: 0,2%-й раствор калия ди-
гидрофосфата, pH 3,00 (элюент А), и смесь метано-
ла и ацетонитрила в объемном соотношении 45 : 55  
(элюент  В). Хроматограмма испытуемого образца ре-
ферентного препарата (точка отбора 5 мин, среда с 
рН 6,8) представлена на рисунке 5. 

Таблица 2. Условия проведения ТСКР и Dissoflux™

Table 2. Conditions of CDKT and Dissoflux™ 

Параметр
Parameter

Условия ТСКР
Conditions of CDKT

Условия Dissoflux™
Conditions of Dissoflux™ 

Тип аппарата
Apparatus type

Лопастная мешалка
Paddle apparatus

Лопастная мешалка
Paddle apparatus

Скорость вращения
Rotation speed

50 об/мин
50 rpm

50 об/мин – в донорной камере;
50 об/мин – в акцепторной ячейке
50 rpm – in donor chamber;
50 rpm – in acceptor chamber

Температура 
Temperature

37 ± 0,5 °С 37 ± 0,5 °С

Временные точки отбора, мин
Sampling time points, min

5, 10, 15, 20, 30 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150

Количество единиц препарата, поме-
щаемых в сосуд
Number of dosage units per vessel

1 1

Объем среды в сосуде
Volume per vessel

500 мл
500 mL

500 мл – в донорной камере; 
30 мл – в акцепторной ячейке
500 mL – in donor chamber; 
30 mL – in acceptor chamber

Объем отбора образцов
Sample volume

5 мл
5 mL

500 мкл
500 µL

Объем восполнения среды
Replacement volume

5 мл
5 mL

500 мкл
500 µL

Среды растворения
Dissolution media

Имитирующие состав ЖКТ: pH = 1,2, 
pH = 4,5, pH = 6,8
Simulating GI tract composition: pH 1.2; 
pH 4.5; pH 6.8

pH = 6,8 – в донорной камере;
рН = 7,4 + 0,05 % твина-20 – в акцепторной 
ячейке
pH 6.8 – in donor chamber;
pH 7.4 + 0.05 % Tween 20 – in acceptor 
chamber

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors
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Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 3. Схема проведения растворения с помощью Dissoflux™

Figure 3. Diagram of the dissolution test using Dissoflux™

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 4. Градиенты подвижной фазы и длины волны

Figure 4. Elution and wavelength gradients
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Пригодность хроматографической системы

Для оценки пригодности хроматографической си-
стемы использовали пробы ППХС (проверка пригод-
ности хроматографической системы), в которых оце-
нивали следующие параметры: время удерживания, 
площадь пика, кажущуюся эффективность хроматог- 
рафической системы и фактор асимметрии. В каждой 
последовательности использовали по две пробы  
ППХС на уровне НПКО для линаглиптина и эмпаг-
лифлозина. Для каждой пробы проводили три пов- 
торности анализа. Полученные результаты соответст- 
вуют критериям приемлемости (ЧТТ больше 5000;  
фактор асимметрии 1,0 ± 0,5; время удерживания:  
для линаглиптина примерно 3,93 мин, для эмпагли- 
флозина примерно 4,71; площадь пика: для линаглип- 
тина примерно 12 300, для эмпаглифлозина – 32 000). 

Правильность

Анализировались образцы, соответствующие 
уровням КК, представленным в таблице 1. Оценка 
правильности проводилась внутри каждой последо-
вательности. Рассчитанные значения отклонения для 
оценки правильности находились в пределах ±5 %. 
Полученные данные для теста растворения и прони-
цаемости представлены в таблице 3.

Калибровочная кривая

Проводили анализ калибровочных образцов, со-
ответствующих калибровочным уровням, указанным 
в таблице 1. По полученным значениям были постро-
ены калибровочные графики в координатах «площадь 
пика линаглиптина (эмпаглифлозина) – концентрация  
линаглиптина (эмпаглифлозина)». Графики для те-
ста растворения и проницаемости приведены на ри-
сунках 6–7 совместно с уравнениями калибровочных  

кривых и коэффициентами корреляции. Калибровоч-
ные образцы готовили на каждой из использованных 
сред растворения (pH = 1,2, pH = 4,5, pH = 6,8). 

Таблица 3. Оценка правильности методики  
для теста растворения и проницаемости  
в донорной камере и акцепторной ячейке

Table 3. Assessment of the accuracy  
of the methodology for the dissolution-permeability test  
in donor chamber and acceptor chamber
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Растворы линаглиптина в донорной ячейке, pH = 6,8

Linagliptin solutions in donor chamber, pH 6.8 
L 1,5 1,44 96,00 4,00
L 1,5 1,45 96,67 3,33

M1 4,8 4,62 96,25 3,75
M1 4,8 4,59 95,63 4,38
M2 7,2 6,87 95,42 4,58
M2 7,2 6,86 95,28 4,72
H 12 11,46 95,50 4,50

H 12 11,51 95,92 4,08

Растворы линаглиптина в акцепторной ячейке, 
pH = 7,4 + 0,05 % твина-20

Linagliptin solutions in acceptor chamber, 
pH 7.4 + 0.05 % Tween 20

L 0,015 0,0153 102,00 2,00
L 0,015 0,0157 104,67 4,67

M1 0,048 0,0491 102,29 2,29
M1 0,048 0,0467 97,29 2,71
M2 0,072 0,0690 95,83 4,17
M2 0,072 0,0753 104,58 4,58

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 5. Хроматограмма испытуемого образца референтного препарата (точка отбора 5 мин, среда с pH 6,8)

Figure 5. Chromatogram of the test sample of the reference product (sampling time point 5 min, dissolution medium 
pH 6.8)
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H 0,12 0,1155 96,25 3,75
H 0,12 0,1142 95,17 4,83
Растворы эмпаглифлозина в донорной ячейке, 

pH = 6,8
Empagliflozin solutions in donor chamber, pH 6.8

L 3 3,08 102,67 2,67
L 3 3,09 103,00 3,00

M1 14 14,63 104,50 4,50
M1 14 14,61 104,36 4,36
M2 21 20,51 97,67 2,33
M2 21 20,53 97,76 2,24
H 40 41,61 104,03 4,02
H 40 41,74 104,35 4,35

Растворы эмпаглифлозина в акцепторной ячейке, 
pH = 7,4 + 0,05 % твина-20

Empagliflozin solutions in acceptor chamber, 
pH 7.4 + 0.05 % Tween 20

L 0,03 0,0291 97,00 3,00
L 0,03 0,0296 98,67 1,33

M1 0,14 0,1442 103,00 3,00
M1 0,14 0,1412 100,86 0,86
M2 0,21 0,2010 95,71 4,29
M2 0,21 0,2198 104,67 4,67
H 0,4 0,3806 95,15 4,85
H 0,4 0,3808 95,20 4,80

Таблица предоставлена авторами

The table was provided by the authors

Тест сравнительной кинетики растворения

Исследование теста сравнительной кинетики раст- 
ворения (ТСКР) проводили на трех средах растворе-
ния (pH 1,2; 4,5; 6,8), моделирующих физиологические 
условия различных отделов желудочно-кишечного 
тракта – желудка натощак, двенадцатиперстной киш- 
ки и тонкой кишки соответственно. Согласно литера-
турным данным, как линаглиптин, так и эмпаглифло-
зин относятся к III классу по биофармацевтической 
классификационной системе (БКС), что характеризу-
ется высокой растворимостью и низкой проницаемо-
стью  [7, 8]. Для препаратов III класса лимитирующей 
стадией абсорбции является проницаемость через 
кишечный барьер, а не растворение [9, 10]. В связи  
с этим оценка сравнительной проницаемости дейст- 
вующих веществ становится критически важным па- 
раметром при обосновании биоэквивалентности.

По результатам ТСКР во всех трех средах раство-
рения к 15-й минуте в раствор переходило более  
85 % активных фармацевтических ингредиентов из 
обеих лекарственных форм, что соответствует кри-
териям эквивалентности профилей растворения без 
проведения математической оценки фактора подо-
бия. Данный результат подтверждает высокую раст- 
воримость обоих действующих веществ, что согласу- 
ется с их принадлежностью к III классу БКС.

По мере возрастания pH среды растворения на-
блюдалось увеличение скорости высвобождения 
действующих веществ из референтного препарата: к  
5-й  минуте растворения в среде с pH 1,2 высвободи-
лось 21,43 % линаглиптина и 26,97 % эмпаглифлози-
на; в среде с pH 4,5 – 36,07 % линаглиптина и 39,78 %
эмпаглифлозина; в среде с pH 6,8 – 53,40 % линаг-
липтина и 47,43 % эмпаглифлозина. Наиболее пол-
ное и быстрое высвобождение наблюдалось в сре-

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 6. Графики калибровочных кривых для линаглиптина и эмпаглифлозина соответственно, в донорной 
ячейке, pH = 6,8

Figure 6. Calibration curves for linagliptin and empagliflozin, respectively, in the donor chamber, pH = 6.8
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де с pH 6,8, моделирующей условия верхних отделов  
тонкого кишечника.

Для оценки проницаемости действующих веществ  
с использованием методологии Dissoflux™ была вы-
брана среда растворения с pH 6,8 для моделирова-
ния условий проксимального отдела тонкого кишеч- 
ника, который является основной зоной всасывания  
для большинства перорально вводимых лекарствен-
ных препаратов [8]. Именно в тонком кишечнике бла-
годаря нейтральной или слабощелочной среде и 
большой площади всасывающей поверхности реали-
зуются оптимальные условия для пассивной диффу- 
зии и транспорта через кишечный эпителий, что  
критически важно для оценки проницаемости ве- 
ществ III  класса БКС [9, 10]. Дополнительно система 
Dissoflux™ предусматривает разделение донорной 
и акцепторной камер с использованием липидной 
мембраны, что позволяет моделировать процесс пе-
реноса действующего вещества через кишечный ба-
рьер в физиологических условиях, наиболее реле- 
вантных для всасывания in vivo. Таким образом, оцен- 
ка проницаемости в среде с pH 6,8 предоставляет  
наиболее информативные данные для прогнозирова-
ния in-vivo-поведения разрабатываемой комбиниро-
ванной лекарственной формы.

Профили растворения действующих веществ ис-
пытуемого и референтного препаратов в среде с 
pH 6,8 представлены на рисунках 8–9.

Тест растворения  
и проницаемости Dissoflux™

Исследование проницаемости линаглиптина и  
эмпаглифлозина проводили с использованием тесте- 
ра растворения – проницаемости Dissoflux™ (Elect- 

rolab, Индия). В качестве акцепторной среды ис-
пользовали фосфатный буферный раствор с pH 7,4 и  
0,05%-го твина-20. Данный состав наиболее прибли-
жен к физиологическому составу межклеточной жид- 
кости и плазмы крови человека. Добавление твина-20  
в концентрации 0,05 % обеспечивает солюбилиза- 
цию действующих веществ, предотвращает их адсорб-
цию на поверхностях экспериментальной системы и 
позволяет поддерживать необходимые условия для 
переноса через мембрану, при которых концентра-
ция вещества в акцепторной камере остается значи-
тельно ниже концентрации насыщения на протяже-
нии всего эксперимента [14, 15]. Это обеспечивает 
постоянный градиент концентраций между донор-
ной и акцепторной камерами и позволяет оценивать 
истинную проницаемость вещества, а не скорость 
его растворения [13].

Длительность эксперимента в системе Dissoflux™ 
составляла 150 мин, что значительно превышает про-
должительность классического ТСКР (30  мин для ве- 
ществ, обладающих высокой растворимостью). Дан-
ный выбор обусловлен физиологическими и методо- 
логическими причинами. В отличие от ТСКР, где оце-
нивается только скорость высвобождения действу- 
ющего вещества из лекарственной формы в среду  
растворения, тест на проницаемость требует време- 
ни для установления равновесного градиента кон- 
центраций между донорной и акцепторной камера- 
ми, а также для накопления детектируемых количеств 
вещества в акцепторной камере [13]. 

Кроме того, продолжительность эксперимента  
согласуется с физиологическими сроками абсорб-
ции веществ в тонком кишечнике. Время достиже- 
ния максимальной концентрации (T

max
) для эмпаг-

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 7. Графики калибровочных кривых для линаглиптина и эмпаглифлозина соответственно, акцепторная  
камера, pH = 7,4 + 0,05 % твина-20

Figure 7. Calibration curves for linagliptin and empagliflozin, respectively, acceptor chamber, pH = 7.4 + 0.05 % Tween 20
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лифлозина составляет 1,5–2,5 ч, а для линаглипти- 
на  – около 1,5  ч. Таким образом, 150-минутный экспе-
римент в системе Dissoflux™ позволяет охватить пе-
риод, соответствующий времени достижения пико-
вых концентраций обоих веществ, что делает данный  

подход физиологически обоснованным для оценки 
их проницаемости [16, 17]

Как показано в исследованиях с применением 
Flux-ориентируемых подходов, для корректного рас-
чета параметра Flux необходимо зафиксировать ли-

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 8. Профили растворения линаглиптина в референтном и испытуемом препаратах в среде растворения с 
pH = 6,8

Figure 8. Dissolution profiles of linagliptin in reference and test drugs in a dissolution medium with pH = 6.8

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 9. Профили растворения эмпаглифлозина в референтном и испытуемом препаратах в среде растворе- 
ния с pH = 6,8

Figure 9. Dissolution profiles of empagliflozin in reference and test drugs in a dissolution medium with pH = 6.8
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нейный участок накопления вещества в акцепторной 
камере, что требует более длительного времени на-
блюдения [13]. Для линаглиптина, характеризующе-
гося низкой проницаемостью (III  класс БКС), процесс 
переноса через липидную мембрану происходит мед-
ленно, и для достижения достоверных количествен-
ных значений концентрации в акцепторной камере 
требуется более длительное время наблюдения  [8, 
9]. Эмпаглифлозин демонстрирует более высокие 
значения Flux по сравнению с линаглиптином (таб- 
лица  4), что согласуется с данными литературы о его 
биофармацевтических свойствах и подтверждает его  
низкую проницаемость [7]. Кроме того, в реаль-
ных физиологических условиях всасывание в тон-
ком кишечнике происходит в течение нескольких  
часов, поэтому 150-минутный эксперимент в системе 
Dissoflux™ позволяет более адекватно смоделировать 
этот процесс по сравнению с 30-минутным тестом 
растворения [14].

Профили проницаемости действующих веществ 
испытуемого и референтного препаратов представ- 
лены на рисунках 10–11.

Анализ профилей проницаемости (рисунки  10–
11) показал, что накопление линаглиптина и эмпагли-
флозина в акцепторной камере происходит линейно

в течение всего времени эксперимента, что свиде-
тельствует о достижении стационарного состояния  
переноса через мембрану и соблюдении условий, не-
обходимых для корректной оценки проницаемости. 
Профили проницаемости испытуемого и референтно-
го препаратов для обоих действующих веществ прак- 
тически идентичны, что подтверждает сопоставимость 
их биофармацевтических свойств. Полученные ре-
зультаты согласуются с данными ТСКР, где также на-
блюдалась эквивалентность профилей растворения в 
среде с pH 6,8, и свидетельствуют о том, что различия  
в составе вспомогательных веществ между испытуе-
мым и референтным препаратами не оказывают зна-
чимого влияния на процессы растворения и прони- 
цаемости действующих веществ.

Расчет параметра Flux

Ключевым параметром, характеризующим про-
цесс переноса действующего вещества через мем- 
брану в системе Dissoflux™, является поток (Flux) –  
интегральная характеристика, объединяющая процес- 
сы растворения и проницаемости [13]. В отличие от 
классического теста «Растворение», где оценивает-

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 10. Профили проницаемости линаглиптина через мембрану для испытуемого и референтного препа- 
ратов, буферный раствор с pH = 7,4 + 0,05 % твина-20

Figure 10. Linagliptin permeability profiles through the membrane for the test and reference drugs, buffer solution  
with pH = 7.4 + 0.05 % Tween 20
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ся только скорость высвобождения вещества из ле-
карственной формы, параметр Flux позволяет ко-
личественно оценить скорость переноса активного 
фармацевтического ингредиента через искусствен-
ную липидную мембрану, которая имитирует били- 
пидный слой клеточной мембраны и позволяет оце- 
нивать вклад пассивной диффузии в процессе вса- 
сывания, что особенно важно для препаратов III клас- 
са по БКС, у которых проницаемость является лими- 
тирующей стадией абсорбции [9, 10, 13].

Расчет Flux проводили по следующей формуле [11]:

Flux
V

A

dC

dt
A A� � ,

где V
A
 – объем акцепторной камеры (30  см3); A  – пло-

щадь поверхности мембраны, через которую осу- 
ществляется перенос (4,91 см2); C

A
  – концентрация  

активного фармацевтического ингредиента в акцеп- 

торной камере; dC

dt
A   – скорость изменения концент- 

рации вещества в акцепторной камере во времени.

Статистическая обработка данных проводилась с 
помощью программного обеспечения Microsoft Offi- 
ce Excel (Microsoft 365, Microsoft Corporation, США).

Сравнение значений Flux для испытуемого и ре-
ферентного препаратов позволяет количественно  
оценить их биофармацевтическую эквивалентность. 

Результаты расчета параметра Flux для линаглип- 
тина и эмпаглифлозина представлены в таблице 4.

Согласно полученным данным, значения Flux для 
линаглиптина приблизительно в 2,5 раза уступают  
соответствующим показателям для эмпаглифлозина, 
что коррелирует с различиями в их физико-химиче-
ских характеристиках [7, 8]. 

Отношение Flux для линаглиптина составило 
92,13 %, что может указывать на различия в скорости 
мембранного переноса. Для эмпаглифлозина отно-
шение Flux составило 100,31 %, что свидетельствует  
о практически идентичной скорости высвобождения 
и мембранного переноса испытуемого и референ- 
ного препаратов в условиях in vitro. Параметр Flux  
может быть использован для обоснования решения  
о проведении исследования биоэквивалентности in 
vivo с расчетом 90 % доверительных интервалов для 

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 11. Профили проницаемости эмпаглифлозина через мембрану для испытуемого и референтного препа- 
ратов, буферный раствор с pH = 7,4 + 0,05 % твина-20

Figure 11. Empagliflozin permeability profiles through the membrane for the test and reference drugs, buffer solution 
with pH = 7.4 + 0.05 % Tween 20
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изучаемого показателя, а также при физиологически 
обоснованном биофармацевтическом моделирова-
нии (Physiologically Based Biopharmaceutics Modeling) 
для калибровки механистических моделей всасыва-
ния, что позволяет повысить предсказательную спо-
собность симуляций [14].

Таблица 4. Значения параметра Flux  
для испытуемого и референтного препаратов

Table 4. Flux parameter values for the test  
and reference drugs
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Линаглиптин (2,5 мг)
Linagliptin (2.5 mg)

0,000451 0,000489 92,13

Эмпаглифлозин (10 мг)
Empagliflozin (10 mg)

0,001119 0,001116 100,31

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе проведенного исследования была разра-
ботана методика количественного определения ли-
наглиптина и эмпаглифлозина методом ВЭЖХ-УФ, ис-
пользуемая для анализа проб при проведении теста 
сравнительной кинетики растворения и проницаемо-
сти. Методика характеризуется высокой воспроизво-
димостью и правильностью: значения отклонения  
для всех уровней контроля качества находились в 
пределах ±5 %, а коэффициент корреляции калибро-
вочных кривых превышал 0,999.

В рамках выполнения работы был проведен срав-
нительный анализ профилей растворения комбини-
рованного препарата, содержащего линаглиптин и 
эмпаглифлозин, в средах, моделирующих различные 
отделы желудочно-кишечного тракта (pH 1,2; 4,5; 6,8). 
Установлено, что во всех трех средах к 15-й минуте  
теста высвобождается более 85 % от заявленного  
содержания действующих веществ, что в соответст- 
вии с регуляторными требованиями позволяет счи-
тать профили растворения испытуемого и референт-
ного препаратов подобными без проведения мате- 
матической оценки фактора подобия. Наиболее пол-
ное высвобождение наблюдалось в среде с pH 6,8, 
моделирующей условия тонкого кишечника, что по-
служило основанием для выбора данной среды для 
дальнейшего изучения проницаемости.

С использованием методологии Dissoflux™ про-
ведена оценка проницаемости линаглиптина и эм-
паглифлозина через искусственную липидную мем- 
брану, которая имитирует билипидный слой клеточ-

ной мембраны  [13]. Показано, что профили накопле-
ния обоих действующих веществ в акцепторной ка-
мере для испытуемого и референтного препаратов 
практически идентичны, что подтверждает сопоста-
вимость их биофармацевтических свойств. Количе-
ственная оценка параметра Flux показала, что отно-
шение Flux для линаглиптина составило 92,13 %, для 
эмпаглифлозина – 100,31 %. 

Результаты проведенного исследования демон-
стрируют принципиальную применимость методоло-
гии Dissoflux™ как вспомогательного инструмента для 
биофармацевтической оценки лекарственных форм 
на этапе разработки лекарственных препаратов [13].
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