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Резюме
Введение. ВИЧ-инфекция является одним из наиболее актуальных заболеваний современности с медицинской, эпидемиологической и 
социальной точки зрения. Своевременная диагностика, выявление и контроль заболевания, адекватное назначение антиретровирусной 
терапии позволяют в достаточной степени снизить вирусную нагрузку на организм пациента, снизить риски передачи инфекции. В настоящее 
время в качестве терапии всё чаще назначаются комбинации различных антиретровирусных лекарственных средств. Одной из перспективных 
комбинаций является совместное применение атазанавира и ритонавира. Важнейшим этапом для изучения фармакокинетического 
взаимодействия, исследований сравнительной фармакокинетики и биоэквивалентности является разработка аналитической методики, 
позволяющей определять исследуемые вещества в плазме крови человека. В настоящее время нет опубликованных методик о совместном 
определении атазанавира и ритонавира в плазме крови человека с помощью метода высокоэффективной жидкостной хроматографии с масс-
селективным детектированием с применением одноквадрупольного масс-детектора. В данной работе приведена разработка и валидация 
методики совместного определения атазанавира и ритонавира в плазме крови после пробоподготовки способом осаждения белков. 
Цель. Целью исследования является разработка методики количественного определения атазанавира и ритонавира в плазме крови человека 
методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с одноквадрупольным масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС) 
для проведения аналитической части фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. Количественное определение атазанавира и ритонавира в плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС. В качестве 
пробоподготовки был использован способ осаждения белков. 
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, эффект 
матрицы, линейность, точность, прецизионность, предел количественного определения, перенос пробы, стабильность. 
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения атазанавира и ритонавира в плазме крови человека 
методом ВЭЖХ-МС. Подтвержденный аналитический диапазон методики составил 50,0–10000,0 нг/мл для атазанавира и 10,0–2500,0 нг/мл 
для ритонавира. Полученный аналитический диапазон позволяет применять разработанную методику для проведения аналитической части 
исследований фармакокинетики препаратов, содержащих атазанавир и ритонавир.
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Abstract
Introduction. HIV infection is one of the most relevant diseases from a medical, epidemiological and social point of view. Timely diagnosis, detection 
and control of the disease, adequate prescription of antiretroviral therapy can sufficiently reduce the viral load on the patient's body, reduce the 
risk of transmission of infection. Currently, combinations of various antiretroviral drugs are increasingly being prescribed as therapy. One of the 
most important is combination of atazanavir and ritonavir. The most important stage for the study of pharmacokinetics, studies of comparative 
pharmacokinetics and bioequivalence is the development of an analytical method that allows you to determine the investigated substances in human 
plasma. There are currently no published methods for the determination of atazanavir and ritonavir in human plasma using high performance liquid 
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chromatography with mass selective detection using a single quadrupole mass detector. In this article presents the development and validation of 
a method for the determination of atazanavir and ritonavir in blood plasma after sample preparation by the method of protein precipitation.
Aim. The aim of the study is to develop a method for the quantitative determination of atazanavir and ritonavir in human plasma by HPLC with mass 
spectrometric detection for performing the analytical part of pharmacokinetic studies.
Materials and methods. Determination of atazanavir and ritonavir in human plasma by HPLC with mass spectrometric detection. A sample was 
prepared using protein deposition.
Results and discussion. The method was validated of selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, limit of quantification, carry-
over effect and sample stability.
Conclusion. The method of the determination of atazanavir and ritonavir in human plasma was developed and validated by HPLC-MS. The analytical 
range of the was 50.0–10000.0 ng/mL in plasma for atazanavir and 10.0–2500.0 ng/mL in plasma for ritonavir. Method could be applied to determination 
of atazanavir and ritonavir in plasma for PK and BE studies.
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ВВЕДЕНИЕ
ВИЧ-инфекция остаётся одним из наиболее рас-

пространённых инфекционных заболеваний совре-
менности и наиболее важной и сложной проблемой 
здравоохранения в силу своей социальной, меди-
цинской и демографической значимости [1]. В связи с 
тем, что распространение ВИЧ в мире растёт с каждым 
годом, основной путь в борьбе с этим заболевани-
ем должен быть направлен на профилактические ме- 
роприятия [2]. Вместе с тем своевременное назначе-
ние антиретровирусной терапии (АРВТ) у лиц с под-
тверждённым ВИЧ-положительным снижает частоту 
развития оппортунистиче ских инфекций и смертность 
среди ВИЧ-инфицированных [3, 4]. 

Атазанавир  – антиретровирусный препарат, ак-
тивный против ВИЧ-1, относящийся к группе ингиби-
торов протеазы (ИП) ВИЧ. Протеаза ВИЧ представляет 
собой фермент, осуществляющий протеолитическое 
расщепление полипротеиновых предшественников 
вируса на отдельные белки, входящие в состав ВИЧ. 
Подавление этого фермента нарушает образование 
белков вирусного капсида и созревание вируса, что 
приводит к формированию незрелых вирусных частиц, 
неспособных инфицировать другие клетки. По антирет- 
ровирусной активности in vitro атазанавир превосхо-
дит другие ИП – ампренавир, индинавир, нелфинавир, 
ритонавир и саквинавир. Отличительными фармако-
кинетическими особенностями атазанавира являются 
высокая биодоступность и возможность однократно-
го приема в сутки. Равновесная концентрация препа-
рата достигается примерно через 6 дней лечения. При 
приеме атазанавира совместно с низкими дозами 
(100 мг в сутки) ритонавира (так называемый «усилен-
ный», или бустированный режим) отмечается повыше-
ние концентрации атазанавира в плазме крови [5]. 

Атазанавир является слабым ингибитором 
CYP3A  [6]. Было обнаружено, что атазанавир подвер-
гается пяти различным «биотрансформационным» 
фазам через микросомальные инкубации печени че-
ловека (рисунок 1). Эти пять путей продуцировали 16 
метаболитов, включая: 
1) моноокисление (M1-M4);
2) окислительное декарбоксилирование (M5-M6);
3) окислительную дегидратацию (M7-M8); 
4) моноокисление и окислительное декарбоксилиро-

вание (M9-М12); 
5) окисление (M13-M16).

Было идентифицировано шесть преобладающих 
метаболитов, наиболее распространенными являются 
метаболиты моноокисления M2 и M1 [6].

Наблюдались заметные различия между CYP3A4 и 
CYP3A5. Наиболее важно, что CYP3A5 продуцировал 
основные метаболиты моноокисления M1 и M2 со зна-

Рисунок 1. Структурная формула атазанавира

Figure 1. The structural formula of atazanavir
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чительно более быстрыми темпами, чем CYP3A4: в 32 
раза быстрее для M1 и в 2,6 раза быстрее для M2 [7]. 
Поскольку атазанавир метаболизируется в печени при 
участии изофермента CYP3A4, при одновременном 
применении с другими препаратами, метаболизирую-
щимися данным изоферментом (в том числе блокато-
рами кальциевых каналов, ингибиторами ГМГ-КоА-ре-
дуктазы и ингибиторами ФДЭ-5, включая силденафил, 
тадалафил, варденафил) возможно повышение кон-
центрации в плазме крови одного из компонентов. 
Это может привести к усилению и пролонгированию 
терапевтического и побочного действия ингибитора 
ФДЭ 5 [8]. 

Ритонавир представляет собой ингибитор аспар-
тил-протеаз ВИЧ-1 и ВИЧ-2 для приема внутрь, актив-
ный пептидомиметик. Ритонавир ингибирует протеазу 
ВИЧ, которая расщепляет структурные и репликатив-
ные белки, возникающие из основных генов ВИЧ, та-
ких как gag и pol. Gag кодирует белки, участвующие в 
ядре и нуклеокапсиде, тогда как pol кодирует обрат-
ную транскриптазу ВИЧ, рибонуклеазу H, интегразу и 
протеазу. Pol-кодированные белки первоначально пе-
реводятся в виде более крупного прекурсового поли-
пептида, gag-pol, и его необходимо расщепить про-
теазой ВИЧ с образованием других комплементных 
белков. Ритонавир предотвращает расщепление по-
липротеина gag-pol, что приводит к неинфекционным, 
незрелым вирусным частицам [9].

Исследования in vitro также продемонстрирова-
ли, что атазанавир является одновременно ингибито-
ром и индуктором PP-гликопротеинового АТФ-зависи-
мого оттока, который обладает широким клеточным 
распределением и широкой субстратной специфич-
ностью, что еще больше увеличивает его потенциал 
для взаимодействия лекарственных средств и пере-
менных фармакокинетик in vivo [10]. Поэтому Атазана-
вир следует использовать с осторожностью у паци-
ентов, принимающих сильные ингибиторы CYP3A4, 
умеренные или сильные индукторы CYP3A4 и основ-
ные субстраты CYP3A4. При одновременном примене-
нии атазанавира с ингибиторами изофермента CYP3A4 
возможно повышение концентрации атазанавира в 
плазме крови [8]. 

Применение атазанавира у здоровых доброволь-
цев в дозе 300 мг совместно с ритонавиром ведет к 
увеличению Cmax в 1,86, а AUC – в 3,38 раза по сравне-
нию с данными параметрами при назначении 400  мг 
одного ATВ. Это клинически значимое лекарственное 
взаимодействие обусловлено ингибированием ри-
тонавиром CYP3A, в результате чего замедляется ме-
таболизм ATВ. Именно этим обусловлена перспек-
тивность создания и терапевтического применения 
комбинированной лекарственной формы атазанавира 
и ритонавира. Неотъемлемой частью разработки ком-
бинированного лекарственного средства является 
изучение его фармакокинетики.

Для количественного определения атазанавира 
и комбинированного препарата атазанавира с рито-
навиром в биологических объектах при проведении 
клинических и доклинических исследований на се-
годняшний момент, исходя из их физико-химических 
свойств, использовались такие методики определения, 
как высокоэффективная жидкостная хроматография 
с ультрафиолетовым детектором (ВЭЖХ-УФ) в сочета-
нии с пробоподготовкой твердофазной экстракции 
(ТФЭ) [11, 12], и метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с тандемным масс-селективным детек-
тором (ВЭЖХ-МС/МС) в сочетании с пробоподготовкой 
твердофазной и жидкостной экстракции (ЖЖЭ) [13–15]. 
Данные методик приведены в таблице 1. 

Как показал анализ литературы в настоящее вре-
мя нет опубликованных данных по совместному опре-
делению атазанавира и ритонавира в биологических 
жидкостях методом ВЭЖХ-МС с одноквадрупольным 

Рисунок 2. Структурная формула ритонавира

Figure 2. The structural formula of ritonavir

Рисунок 3. Структурная формула ритонавира

Figure 3. The structural formula of ritonavir
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детектированием с целью применения для исследова-
ния фармакокинетики атазанавира и ритонавира, при-
меняемых в составе комбинированных лекарственных 
форм.

Таблица 1. Биоаналитические методики  
количественного определения атазанавира и ритонавира

Table 1. Bioanalytical methods of quantitative determination  
of atazanavir and ritonavir

Аналитический 
метод Пробоподготовка Аналитический 

диапазон, нг/мл Ссылка

Атазанавир
ВЭЖХ-УФ ТФЭ 156,0–1000,0 [11]
ВЭЖХ-УФ ТФЭ 20,0–10000,0 [12]
ВЭЖХ-УФ ЖЖЭ 10,0–4000,0 [13]

Ритонавир
ВЭЖХ-МС/МС ТФЭ 2,0–2280,0 [14]

Атазанавир и ритонавир

ВЭЖХ-МС/МС ЖЖЭ 5,0–500,0  
и 1,0–500,0 соотв. [15]

В данном исследовании приведена разработка и 
валидация методики совместного определения атаза-
навира и ритонавира в плазме крови человека мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с масс-спектрометрическим детектированием при 
помощи одноквадрупольного масс-детектора (ВЭЖХ-
МС). В качестве пробоподготовки был выбран способ 
осаждения белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Agilent 1260 Infinity II с масс-селектив-
ным детектором 6125, оснащенном градиентным на-
сосом, термостатом колонок и образцов, дегазатором, 
автосамплером и тандемным масс-спектрометричес- 
ким детектором (тройным квадруполем). Обработку 
первичных данных проводили при помощи программ-
ного обеспечения ChemStation.

Реактивы и растворы

В работе были использованы следующие реакти-
вы: ацетонитрил (LC-MS grade, Biosolve, Израиль); му-
равьиная кислота (класс «for LC-MS», Merck Millipore); 
вода Milli-Q. Для приготовления исходных рабочих 
растворов были использованы субстанции атазанави-
ра сульфат (содержание 99,9 %, Sigma Aldrich), ритона-
вир (содержание 99,9 %, Sigma Aldrich), прометазина 
гидрохлорид (содержание 99,9 %, Sigma Aldrich).

Исходные стандартные растворы атазанавира, 
ритонавира и прометазина (внутренний стандарт) 
готовили путем растворения навески субстанций 
в метаноле, промежуточные и рабочие стандарт-
ные растворы готовили путем разведения исходных 
растворов тем же растворителем до необходимых 
концентраций. 

Исходные стандартные растворы, промежуточные 
и рабочие растворы хранили в морозильной камере 
при температуре –45 °С. Образцы интактной плазмы 
крови хранили в морозильнике для плазмы при тем-
пературе –45 °С.

Пробоподготовка

К 300 мкл калибровочного образца (либо к 300 мкл 
интактной плазмы крови для приготовления бланка, 
либо к 300 мкл образца плазмы крови добровольца), 
помещённым в центрифужные микропробирки типа 
«эппендорф» вместимостью 2 мл, прибавляют 10  мкл 
рабочего раствора внутреннего стандарта промета-
зина (5000,00 нг/мл), затем прибавляют 900 мкл аце-
тонитрила, перемешивают на встряхивателе типа 
«вортекс» в течение 10 секунд, затем центрифугиру-
ют в течение 15 мин со скоростью 13 500 об/мин. Далее 
1000  мкл супернатанта переносят в хроматографичес- 
кие виалы и помещают в автосамплер хроматографа.

 Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
на каждом калибровочном уровне

Table 2. The concentrations of analytes at each calibration level

Уровень
Концентрация аналита, 

нг/мл

Концентрация  
внутреннего 

стандарта, мл
Атазанавир Ритонавир Прометазин

1 50,0 10,0 500,0
2 100,0 25,0 500,0
3 250,0 50,0 500,0
4 500,0 100,0 500,0
5 1000,0 250,0 500,0
6 2500,0 500,0 500,0
7 5000,0 1000,0 500,0
8 10000,0 2500,0 500,0

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

 • Колонка: Phenomenex Luna C18, 50 × 4,6 мм, 5 мкм.
 • Температура термостата: 40 °C.
 • Подвижная фаза: элюент А – 0,1 % раствор муравьи-

ной кислоты в воде Milli-Q (по объёму); элюент В – 
0,1 % раствор муравьиной кислоты в ацетонитриле 
(по объёму).

 • Градиент по составу подвижной фазы представлен 
в таблице 3.

Таблица 3. Градиентное элюирование

Table 3. Gradient elution

Время, мин Элюент А, % Элюент В, %
Скорость потока 

подвижной 
фазы, мл/мин

0,00 83 17

1,00

0,50 83 17
2,90 35 65
3,80 0 100
5,00 0 100
5,10 83 17
6,50 83 17

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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 • Объем вводимой пробы: 5 мкл.
 • Время регистрации хроматограммы по масс-спект- 

рометрическому детектору: 0–6,5 мин.
 • Параметры источника ионизации (электроспрей): 

распыляющий газ 250 кПа, осушающий газ 13 л/мин, 
температура источника ионизации 350 °С, напряже-
ние на капилляре +3 кВ. 

 • Масс-спектрометрическое детектирование прово-
дилось в режиме SIM (Single Ion Monitoring). Условия 
детектирования представлены в таблице 4.

Таблица 4. Условия масс-спектрометрического  
детектирования исследуемых веществ

Table 4. The conditions of mass-spectrometric detection  
of the investigated substances

Исследуемое вещество Исследуемый ион 
(m/z)

Режим 
ионизации

Атазанавир 705,8 +

Ритонавир 721,6 +
Прометазин 285,2 +

 • Время удерживания атазанавира: около 3,10 мин.
 • Время удерживания ритонавира: около 3,75 мин.
 • Время удерживания прометазина: около 2,28 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики проводи-
ли на основе руководства по экспертизе лекарствен-
ных средств том I [9], а также руководств FDA [10] и 
ЕМА [11] по следующим параметрам: 
 • селективность; 
 • эффект матрицы;
 • калибровочная кривая (линейность);
 • точность (на уровнях внутри цикла, между циклами);
 • прецизионность (на уровнях внутри цикла, между 

циклами);
 • нижний предел количественного определения и 

предел обнаружения;
 • перенос пробы;
 • стабильность образцов (стабильность исходного и 

рабочих растворов аналита; стабильность заморо-
женного и размороженного аналита, перемещенно-
го из условий заморозки в комнатную температу-
ру; краткосрочная стабильность аналита в матрице 
при комнатной температуре; долгосрочная стабиль-
ность аналита в матрице при низкотемпературной 
заморозке).

Селективность

Проводили анализ 6 образцов интактной плаз-
мы крови, полученных из разных источников и образ-
цов интактной плазмы крови с прибавлением смешан-
ных рабочих стандартных растворов атазанавира и 
ритонавира, а также раствора внутреннего стандар-
та до концентраций, указанных в таблице 2. На хро-
матограммах образцов интактной плазмы крови не 

наблюдалось пиков с временами удерживания, соот-
ветствующими временам удерживания атазанавира, 
ритонавира и прометазина. Соответствующие хрома-
тограммы приведены ниже на рисунках 4 и 5.

Эффект матрицы

Было оценено влияние биологической матрицы 
на количественное определение атазанавира в ком-
бинации с ритонавиром в плазме крови человека. 
Для оценки эффекта матрицы анализировали образ-
цы с добавлением смешанных рабочих стандартных 
растворов атазанавира, ритонавира и раствора внут- 
реннего стандарта прометазина без влияния биоло-
гической матрицы, а также образцы, приготовлен-
ные на интактной плазме крови без учёта влияния 
степени извлечения атазанавира, ритонавира и про-
метазина. Эффект матрицы был оценен на низком 
и верхнем уровнях аналитического диапазона кон-
центраций атазанавира (100,0 нг/мл и 10000,0 нг/мл) и 
ритонавира (25,0 нг/мл и 2500 нг/мл). Данные пред-
ставлены в таблице 5. Для внутреннего стандар-
та (прометазин) эффект матрицы был рассчитан на 
уровне 500,0 нг/мл. 

Фактор матрицы рассчитывался как отноше-
ние значения площади пика аналита на хроматог- 
рамме образца, приготовленного на плазме после 
осаждения белков (учитывает влияние биологичес- 
кой матрицы, но не учитывает степень извлечения) к 
значению площади пика аналита на хроматограмме 
образца, приготовленного без влияния биологичес- 
кой матрицы.

Фактор матрицы, нормализованный по внутрен-
нему стандарту, рассчитывали как отношение значе-
ния фактора матрицы атазанавира к фактору матри-
цы прометазина (внутренний стандарт). Коэффициент 
вариации (CV, %) фактора матрицы, нормализованно-
го по внутреннему стандарту, не должен превышать 
15 %.

 Калибровочная кривая

Проводили анализ 8 образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением рабочего раствора внутрен-
него стандарта и смешанных рабочих стандартных 
растворов до получения концентраций анализируе-
мых веществ и внутреннего стандарта, указанных в 
таблице 2, соответствующих каждому калибровочно-
му уровню. По полученным значениям были построе-
ны калибровочные графики в координатах отношение 
площади пика аналита к площади пика внутреннего 
стандарта от отношения концентрации аналита к кон-
центрации внутреннего стандарта в плазме крови. Гра-
фики приведены на рисунках 6 и 7. 

Полученные коэффициенты корреляции соот-
ветствуют нормам (не менее 0,99). Отклонения кон-
центраций калибровочных образцов, рассчитанные 
по уравнению линейной зависимости, от номинальных 
значений, приведены в таблице 6.

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Рисунок 4. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 4. Chromatogram of a blank plasma sample

Рисунок 5. Хроматограмма калибровочного образца плазмы крови, уровень № 7 (таблица № 2)

Figure 5. Chromatogram of calibration sample, level № 7 (table № 2)

Доклинические и клинические исследования
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Таблица 6. Отклонения концентраций  
анализируемых веществ в калибровочных образцах  
от их номинальных значений, калибровочный график № 1

Table 6. Deviations of analyte concentrations in calibration 
samples from their nominal values, calibration chart № 1
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50,0 52,2 4,3 20 10,0 10,3 3,0 20
100,0 103,0 3,0 15 25,0 27,2 8,8 15
250,0 243,4 –2,7 15 50,0 51,9 3,8 15
500,0 483,6 –3,3 15 100,0 102,1 2,1 15

1000,0 1043,0 4,3 15 250,0 251,3 0,5 15
2500,0 2643,8 5,8 15 500,0 511,36 2,3 15
5000,0 4982,9 –0,3 15 1000,0 954,69 –4,5 15

10000,0 9812,6 –1,87 15 2500,0 2479,7 –0,81 15

Точность и прецизионность

Проводили анализ калибровочных образцов плаз-
мы крови, соответствующих уровням: НПКО (см. табли-
цу 2, № 1) , низкий уровень (см. таблицу 2, № 2), сред-
ний уровень (см. таблицу 2, № 7), верхний уровень 
(см. таблицу 2, № 8). Анализ валидационных образ-
цов проводили в рамках 3 последовательностей по 
5 образцов для каждого уровня. Точности и прецизи-
онность были оценены внутри цикла (последователь-
ность 1), между двумя циклами (последовательности 
1 и 2), между тремя циклами (последовательности 1, 
2, 3). Для полученных значений концентраций были 
рассчитаны величины относительного стандартного  
отклонения (RSD, %) и относительной погрешности 
(Е, %), приведенные в таблице 7. 

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (прецизионность) и относительной 
погрешности (точность) соответствуют нормам (не бо-
лее 20 % на уровне НПКО, не более 15 % – для осталь-
ных точек).

Нижний предел  
количественного определения,  
предел обнаружения

Нижний предел количественного определения 
(НПКО) методики определяли на основании данных 
линейности, точности и прецизионности. За нПКО ме-
тодики принималась минимальная концентрация ве-
ществ в плазме крови в аналитическом диапазоне, для 
которой возможно количественное определение ве-
ществ со значениями RSD и Е не более 20 %. 

Рисунок 6. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика атазанавира к площади пика прометазина от 
отношения концентрации атазанавира к концентрации про-
метазина плазме крови

Figure 6. The calibration curve dependence of the ratio area peak 
of atazanavir to the promethazine on the concentration ratio of 
atazanavir to the promethazine in plasma

 Таблица 5. Расчёт фактора матрицы анализируемых веществ, нормализованного по фактору матрицы внутреннего стандарта

Table 5. Calculation of the matrix factor of the analyzed substances, normalized by the matrix factor of internal standards

№ Mf атазанавира 
(100,0 нг/мл)

Mf прометазина 
(500,0 нг/мл)

Нормализованный 
Mf № Mf атазанавира 

(10000,0 нг/мл)
Mf прометазина 

(500,0 нг/мл)
Нормализованный 

Mf
1 1,18 1,00 1,18 1 0,99 1,01 0,98
2 1,15 1,03 1,12 2 1,00 1,01 0,99
3 1,13 1,01 1,12 3 1,00 1,01 0,99
4 1,14 1,03 1,11 4 1,00 1,01 0,98
5 1,14 1,02 1,11 5 0,99 1,02 0,97
6 1,12 1,02 1,00 6 0,99 1,04 0,95

Среднее 1,12 Среднее 0,98
CV, % 2,70 CV, % 1,41

№ Mf ритонавира 
(25,0 нг/мл)

Mf прометазина 
(500,0 нг/мл)

Нормализованный 
Mf № Mf ритонавира 

(2500,0 нг/мл)
Mf прометазина 

(500,0 нг/мл)
Нормализованный 

Mf
1 1,52 1,00 1,53 1 1,30 1,01 1,29
2 1,54 1,03 1,50 2 1,30 1,01 1,29
3 1,54 1,01 1,52 3 1,33 1,01 1,31
4 1,48 1,03 1,44 4 1,31 1,01 1.29
5 1,57 1,02 1,54 5 1.33 1,02 1,30
6 1,48 1,02 1,45 6 1,32 1,04 1,28

Среднее 1,49 Среднее 1,29
CV, % 2,77 CV, % 0,95

Доклинические и клинические исследования
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Нижний предел количественного определения ме-
тодики атазанавира и ритонавира составил 50,0 нг/мл 
и 10,0 нг/мл соответственно. Хроматограмма плазмы 
крови с содержанием исследуемых веществ на уровне 
НПКО приведена на рисунке 8.

Стабильность

Была подтверждена краткосрочная стабиль-
ность (для приготовленных проб в течение рабоче-
го дня), стабильность при 3-кратной заморозке-раз-
морозке, стабильность для стандартных растворов 
(при хранении в течение 42 дней при температу-
ре –45  °C), долгосрочная стабильность (при хране-
нии в течение 42  дней при температуре –45  °C) ис-
следуемых веществ на нижнем и верхнем уровнях 
концентраций.

Перенос пробы

При последовательном анализе калибровочных 
образцов и образца интактной плазмы крови на хро-
матограмме образца интактной плазмы крови отсутст- 

вовали пики, соответствующие по временам удер-
живания пикам исследуемых веществ и внутреннего 
стандарта с площадью более чем 20 % от уровня НПКО. 
Перенос пробы отсутствовал.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количест- 

венного определения атазанавира и ритонавира в 
плазме крови человека методом ВЭЖХ-МС/МС. Под-
твержденный аналитический диапазон методи-
ки составил 50,0–10000,0 нг/мл в плазме крови для 
атазанавира, 10,0–2500,0 нг/мл в плазме крови для 
ритонавира. Полученные аналитические диапазоны 
позволяют применять разработанную методику для 
проведения аналитической части исследований фар-
макокинетики препаратов, содержащих атазанавир и 
ритонавир.
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