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Цели и задачи журнала
Научно-производственный рецензируемый журнал «Разработка и 

регистрация лекарственных средств» – актуальное бесплатное ежеквар-
тальное прикладное издание и информационный портал для специалистов, 
задействованных в сфере обращения лекарственных средств. Журнал пред-
назначен для фармацевтических предприятий-производителей и их сотруд-
ников из отделов разработки, контроля качества, регистрации, производства 
и развития; сотрудников лабораторных центров, контрактно-исследова-
тельских организаций, научных и образовательных учреждений. Основная 
цель журнала – обобщение научных и практических достижений в сфере 
разработки и регистрации лекарственных средств, повышение научной и 
практической квалификации специалистов сферы обращения лекарствен-
ных средств. Основные пять тематических разделов журнала «Разработка 
и регистрация лекарственных средств» включают цикл развития лекарствен-
ного средства от его создания до получения регистрационного удостовере-
ния. Первый раздел посвящен поиску и разработке новых лекарственных 
средств, второй – фармацевтической технологии и рассматривает научные 
и практические направления от разработки и производства исходных фар-
мацевтических ингредиентов, технологий и оборудования – до создания 
стандартных и терапевтически эффективных лекарственных препаратов. 
Третий раздел описывает аналитические методики контроля качества; чет-
вертый раздел посвящен подходам к оценке эффективности и безопас-
ности лекарственных средства, проведению доклинических и клинических 
исследований; в пятом разделе рассматриваются вопросы валидации мето-
дик, подготовки регистрационного досье, жизненный цикл лекарственного 
препарата в GxP окружении. Журнал принимает к рассмотрению обзорные 
и экспериментальные статьи по данной тематике. К публикации в журнале 
приглашаются как отечественные, так и зарубежные исследователи в области 
разработки и регистрации лекарственных средств.
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development and registration are invited to publication in the journal.
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ЕДИНСТВО ФАРМАЦЕВТИЧЕСКОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ РАЗРАБОТКИ: СТАНДАРТЫ GxP  
В ЖИЗНЕННОМ ЦИКЛЕ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ»

27 июня 2019 г. состоялась научно-практичес- 
кая конференция с международным участием 
«Единство фармацевтической и клинической 
разработки: стандарты GxP в жизненном цик- 
ле лекарственных средств». Организаторами 
конференции выступили Государственный инсти-
тут лекарственных средств и надлежащих практик 
(ГИЛСиНП) и Центр Фармацевтической Аналити-
ки (ЦФА), со-организаторами – компании ERWEKA, 
X7  Research и CRODA RUS. Информационным парт- 
нёром мероприятия традиционно был научно-про-
изводственный журнал «Разработка и регистрация 
лекарственных средств». 

Конференция была открыта директором жур-
нала «Разработка и регистрация лекарствен-
ных средств» Натальей Кульджановой. В рам-
ках своего доклада директор журнала представила 
информацию о деятельности информационного 
портала «Разработка и регистрация лекарствен-
ных средств», а также возможные варианты парт- 
нерского сотрудничества. Печатная версия жур-
нала распространялась в ходе мероприятия 
бесплатно.

Директор Института биохимических тех-
нологий и нанотехнологий Российского уни-
верситета дружбы народов (ИБХТН РУДН) 
Я. М. Станишевский презентовал магистерскую 
программу «Биофармацевтические технологии 
и управление фармпроизводством» по специ-
альности 33.04.01 «Промышленная фармация», 
предназначенную для будущих руководящих лиц 
предприятий. 

Научная программа конференции состояла из 
трёх секций: GMP-секция, GCP-секция и GLP-сек-
ция. Производственная секция конференции бы-
ла представлена докладами Олеси Верещагиной 
«Обеспечение качества лекарственных средств 
при их разработке в соответствии с GMP за счет 
применения Super Refined эксципиентов», Вяче-
слава Горячкина (ГИЛСиНП) «GMP инспекторат 
РФ», Владимира Смирнова (ГИЛСиНП) «При-
меры  несоответствий в процессе упаковки ле-
карственных средств» и Ильи Петрова (Эрвека) 
«Оборудование для теста «Растворение»: приме-
нение на всём жизненном цикле лекарственного 
средства».
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В ходе доклада Олеси Верещагиной «Обес- 
печение качества лекарственных средств 
при их разработке в соответствии с GMP 
за счет применения Super Refined эксципиен-
тов» были освещены такие актуальные вопро-
сы, как принцип разработки новых лекарствен-
ных средств в соответствии с требованиями GMP, 
обеспечение высокого качества путем разработ-
ки, влияние чистоты вспомогательных веществ на 
эффективность конечных рецептур. Рассмотрев 
главные цели фармразработки, выделили тре-
бование ICH Q8: качество необходимо заложить 
при разработке и обеспечить при производстве. 
Кроме того, современная концепция гарантии ка-
чества QbD говорит о том, что определение це-
левого профиля качества ЛП, критических показа-
телей качества АФИ и вспомогательных веществ, 
определяют успех разработок, в том числе джене-
риков, которые обязаны быть биоэквивалентны-
ми оригинаторам. 

На примере Полисорбата 80 и ПЭГ 400 были 
продемонстрированы естественные процессы дег- 
радации самих вспомогательных веществ с фор-
мированием различных продуктов разложения 
(перекисей, кислот, альдегидов), что влияет на 
стабильность активных фармацевтических ингре-
диентов, включая белки. 

В качестве эффективного решения освещен-
ных задач и проблем компания «Крода РУС» пред-
лагает вспомогательные вещества супер-очистки. 
Super Refined продукты обеспечивают соответст- 
вие разрабатываемых рецептур современным тре-
бованиям стабильности, а значит, максимизируют 
эффективность разработок и безопасность ле-
карственных препаратов.

После перерыва слушателям были предло-
жены доклады, посвященные надлежащей кли-
нической практике: Екатерины Красовской 
(Вита Этерна) «Возможные «неудачи» и ошибки 
в исследованиях биоэквивалентности. Пути ре-
шения», Дмитрия Крючкова (X7 Research) «Ор-

ганизация собственного центра ранних фаз и БЭ: 
опыт контрактно-исследовательской организа-
ции» и Игоря Шохина (ЦФА) «Выбор биосерии 
препаратов как составляющая успеха срав-
нительного клинического исследования». Ге-
неральный директор ООО  «ЦФА» особо отме-
тил необходимость серьёзного и внимательного 
отношения к выбору биосерии лекарственных 
средств до проведения клинического исследо-
вания, в том числе исследований биоэквивалент-
ности и биоаналогичности, а также описал со-
временные методы анализа, применяемые для 
данной цели, в том числе проведение сравни-
тельного теста кинетики растворения с приме-
нением биорелевантных сред. 

В ходе доклада Дмитрия Крючкова «Органи-
зация собственного центра ранних фаз и БЭ: 
опыт контрактно-исследовательской орга-
низации» обсуждались важные вопросы перспек- 
тив развития медицинских центров, специализи-
рующихся на проведении исследований биоэк-
вивалентности в России. Вот некоторые из этих 
вопросов:

Структура фармацевтического рынка  
за 2018 год

Современный рынок лекарственных средств 
в России представлен в большей степени препа-
ратами-дженериками, о чем свидетельствует дан-
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ные аналитики DSM-group. Так соотношение рынка 
продаж дженериков и оригинальных препаратов 
составляет 61% против 39% в рублях. Преоблада-
ние препаратов-дженериков на рынке приводит 
к необходимости проведения исследований био-
эквивалентности с целью обеспечения более ка- 
чественного рынка новых препаратов.

Структура рынка  
клинических исследований  
за I квартал 2019

При анализе структуры рынка клинических ис-
следований наблюдается тенденция увеличения 
доли исследований биоэквивалентности иностран- 
ных дженериков по сравнению с 2017 годом с 10% 
до 10,6%, в то время как доля отечественных дже-
нериков осталась на том же уровне – 21,6%. (по 
данным www.grls.rosminzdrav.ru и АОКИ бюллетень 
№ 18). Это объясняется необходимостью перере-
гистрации препаратов в соответствии с требова-
нием ЕАЭС до 2025 года.

Требования, предъявляемые  
к современным медицинским центрам БЭ

К слагаемым успешного Центра относятся  – 
необходимые помещения, современное обо-
рудование, обеспечение системы качества, вы-
сококвалифицированный персонал. Ключевым 
аспектом технического обеспечения является на-
личие оборудования для хранений биоматериа-
лов, препаратов и т.  д., поддерживающего низкие 
температуры, систем круглосуточного видеонаб- 
людения, центрального времени, оповещения, 
обеспечение круглосуточной работы реанимаци-
онного отделения. Персонал, специализирующий-
ся только на клинических исследованиях и био- 
эквивалентности, обязан постоянно поддержи-
вать уровень квалификации. Также необходимо 
обеспечить функционирование специализиро-
ванных помещений, таких как палаты доброволь-
цев, рассчитанные минимально на 30 коек, поме-
щений для хранения препаратов, диагностических 
отделений, процедурных кабинетов, кабинетов 
врачей. Обеспечение медицинской поддерж-
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кой всех пациентов является неотъемлемой час- 
тью качественной работы Центра клинических 
исследований. 

Ведущие компании в сфере клинических ис-
следований, такие как X7 Research имеют собст- 
венные центры для проведения исследований. 
Открытие собственного центра клинических ис-
следований в данный момент является перспек-
тивным направлением в связи со сложившийся 
конъюктурой фармацевтического рынка России.

Закрывала конференцию секция надлежащей 
лабораторной практики, в рамках которой про-
звучали доклады Арины Селезневой (ГИЛСиНП) 
«Трудности испытательных центров и производи-
телей лекарственных средств на этапе доклини-
ческих исследований и возможные пути их реше-
ния с применением мировых практик» и Василия 
Казея (Экзакте Лабс) «Последствия несоблюдения 
GxP-стандартов при организации и выполнении 

исследования биоэквивалентности». Последний 
доклад перешёл в дискуссию, посвященную необ-
ходимости государственного контроля качества 
работ биоаналитических лабораторий в системе 
стандартов GLP. Было отмечено, что ГИЛСиНП по-
тенциально готов выполнять данную контролиру-
ющую функцию. 

Мероприятие было завершено торжествен-
ным фуршетом и свободным общением. Кон-
ференцию посетили около 100 слушателей из 
фармацевтических компаний, ВУЗов и исследова-
тельских организаций Москвы, Санкт-Петербурга, 
Ярославля и других городов России, а также Рес- 
публики Беларусь. Слушатели отметили высокий 
уровень мероприятия, как научный, так и органи-
зационный, и призвали организационный комитет 
продолжать проведение подобных конференций в 
дальнейшем. 
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«Аналитика Экспо 2019»: рост числа посетителей на новой площадке 

С 23 по 26 апреля 2019 года в Москве с успехом прошла 17-я Международная выставка 
лабораторного оборудования и химических реактивов «Аналитика Экспо». 

Мероприятия
Events

Выставка «Аналитика Экспо» в этом году впервые 
проходила на новой площадке МВЦ «Крокус Экспо», 
удобство и транспортную доступность которой оцени-
ли участники и посетители. 

В 2019 году в выставке приняла участие 241 компа-
ния из 24 стран мира, в том числе из стран – признан-
ных лидеров аналитического приборостроения  – 
Японии, США, Австрии, Испании, Франции, Китая. 39 
компаний продемонстрировали свою продукцию на 
выставке впервые. 

В рамках экспозиции участники представили обо-
рудование и продукцию ведущих брендов лаборатор-
ной техники: Analytik-Jena, Bruker, Fritsch, Lauda, Miele, 
Rigaku, Sartorius, Shimadzu, Thermo Fisher Scientific, 
Velder, Снол-терм, Хроматэк и других, новинки обору-
дования и инновационные разработки в области ана-
литической химии.

За 4 дня проведения выставку посетили 6  020  спе- 
циалистов из 36 зарубежных стран и 63 регионов Рос-
сии. Это на 5% больше, чем в прошлом году.

На выставке были также анонсированы новые раз-
делы и тематика, которые появятся в 2020 году – это 
раздел «Оборудование для биотехнологий» и «Конт- 
рольно-измерительное оборудование».

Научно-деловая программа

Выставка традиционно сопровождалась науч-
но-деловой программой, которая включала меро-
приятия разной тематики и формата для специалис- 
тов-аналитиков различных отраслей – открытие и 
бесплатные для посещения. Партнёрами деловой 
программы выступили Научный совет по аналити-
ческой химии РАН, ААЦ «Аналитика», Всероссийское 
масс-спектрометрическое общество, и кластер пере-
довых производственных технологий Фонда Сколко-
во. За четыре дня выставки мероприятия деловой 
программы посетили более 1100 человек. 

Ключевым мероприятием стал трехдневный 
конгресс «Дни Separation Science», в рамках которо-
го более 25 ведущих российских ученых представили 
результаты своих исследований. Конгресс был органи-
зован в сотрудничестве с Всероссийским масс-спект- 
рометрическим обществом и ИФХЭ им. А. Н. Фрумки-
на РАН. Каждый из дней конгресса был посвящен от-
дельному аспекту наук о разделении и физической 
химии. Спонсором дня «Масс-спектрометрия и ее 
прикладные задачи» выступила компания «СКБ «Хро-
матэк» . 
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26 апреля впервые в рамках выставки состоял-
ся День молодого специалиста, в котором приня-
ли участие студенты и учащиеся более 20 учебных 
заведений, включая МГУ им. М.В. Ломоносова, РУДН, 
РХТУ  им.  Д.  И. Менделеева и других. Для будущих 
профессионалов в сфере химического анализа был ор-
ганизован лекторий от деятелей науки и практиков, а 
также экскурсии по выставке телеведущего и блоге-
ра Александра Иванова, автора Youtube-канала «Хи-
мия – просто». В этот же день на площадке впервые 
работала VR-зона, где посетители выставки отрабаты-
вали некоторые элементы лабораторного практикума 
в виртуальной реальности. Для преподавателей вузов 
и колледжей состоялся круглый стол по проблемам 
профессионального образования. Специалисты обсу-
дили вопросы соответствия профессиональных и об-
разовательных стандартов и новые образовательные 
технологии. 

В этом году в деловой программе были пред-
усмотрены специализированные мероприятия – се-
минары по неинвазивной лабораторной диагностике, 
анализу минерального сырья, дискуссионная сес-
сия по разработке, производству и выводу на ры-
нок аналитического оборудования. Вновь состоялся 
семинар по аккредитации лабораторий от экспертов 
ААЦ «Аналитика», где эксперты на практических при-
мерах разобрали сложные ситуации, связанные с про-
хождением процедуры аккредитации, а специалисты 
ГК «ВИАЛЕК» во второй раз провели на выставке обу-

чающие семинары для персонала фармацевтических 
производств.

24 апреля в рамках выставки состоялось награж-
дение Лауреатов Конкурса на соискание Знака ка-
чества «За обеспечение высокой точности измере-
ний в аналитической химии». Проведение экспертной 
оценки продукции, номинированной на Знак качест- 
ва «За обеспечение высокой точности измере-
ний в аналитической химии», было возложено на 
Экспертную комиссию, сформированную на базе 
ФБУ «Ростест-Москва».

Организаторами Конкурса выступили Ассоци-
ация «РОСХИМРЕАКТИВ» и ITE. В этом году по резуль-
татам экспертной оценки Знака качества «За обеспе-
чение высокой точности измерений в аналитической 
химии» были удостоены 9 наименований продукции 6 
предприятий.

В 2019 году на одной выставочной площадке «Кро-
кус Экспо» впервые одновременно прошли три круп-
ных отраслевых мероприятия, что позволило соз- 
дать синергетический эффект для бизнес-аудитории 
выставок. 16-ю Международную выставку лабора-
торного оборудования и технологий «НЕФТЬ И ГАЗ»/
MIOGE  2019, 23-ю Международную выставку машин и 
оборудования для добычи, обогащения и транспорти-
ровки полезных ископаемых MiningWorld Russia и 17-ю 
Международную выставку лабораторного оборудова-
ния и химических реактивов «Аналитика Экспо» в об-
щей сложности посетили более 15 000 специалистов, 
большинство из которых принимают решения о за-
купках в своих компаниях и влияют на распределение 
бюджета.

Генеральным спонсором выставки выступила ком-
пания ДИАЭМ.

Официальным спонсором – компания ООО  «Энер- 
голаб».

В 2020 году 18-я Международная выставка ла-
бораторного оборудования и химических реакти-
вов «Аналитика Экспо» состоится с 21 по 24 апре-
ля в МВЦ «Крокус Экспо» (м. Мякинино). 

Мероприятия
Events
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Резюме
Введение. Артериальная гипертензия является наиболее распространенным неинфекционным заболеванием в мире. Новые клинические 
рекомендации по диагностике и ведению пациентов с артериальной гипертензией рассматривают вопрос назначения комбинированной 
терапии и отдают предпочтение фиксированным комбинациям препаратов в одной таблетке. Изучение фармакокинетики лекарственных 
веществ и учет их фармакокинетических параметров на сегодняшний день является необходимым этапом в комплексе работ, как при 
создании новых оригинальных лекарственных средств, так и при применении известных дженерических препаратов, и связано это прежде 
всего с получением объективных характеристик всех процессов, которые происходят в организме животного (человека) с препаратом. 
Фармакокинетику оценивают в отдельных исследованиях или как часть исследований эффективности, безопасности и переносимости.
Цель. Исследование высвобождения лерканидипина из двухслойных таблеток, содержащих две фармацевтические субстанции (рамиприл 
и лерканидипин), в среде растворения, используемой для контроля качества in vitro и высвобождения in vivo, при пероральном введении 
препарата кроликам.
Материалы и методы. Проведены исследования по высвобождению лерканидипина из комбинированного лекарственного 
препарата in vitro и in vivo. В качестве тест-системы были использованы лабораторные кролики породы советская шиншилла. Определены 
фармакокинетические параметры.
Результаты и обсуждение. Построен график высвобождения лерканидипина из комбинированного лекарственного препарата и выявлена 
зависимость концентрации данного вещества в плазме крови кроликов от времени. Рассчитаны фармакокинетические параметры. 
Исследование высвобождения in vivo показывает, что фармакокинетика лерканидипина соответствует данным литературы. 
Заключение. Испытуемый препарат обладает всеми достоинствами рациональной фиксированной комбинации антигипертензивных средств 
и упрощает терапию, соответствует требованиям новейших клинических рекомендаций.

Ключевые слова: лерканидипин, рамиприл, артериальная гипертензия, двухслойные таблетки, высвобождение in vitro, фармакокинетика.
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Abstract
Introduction. Hypertension is the most common non-infectious disease in the world. New clinical recommendations for the diagnosis and 
management of patients with arterial hypertension are considering the issue of prescribing combination therapy and prefer fixed combinations of 
drugs in a single pill. The study of the pharmacokinetics of medicinal substances and the consideration of their pharmacokinetic parameters today 
is a necessary step in the complex of work, both in the creation of new original medicines and in the application of known generic drugs, and this 
is primarily due to obtaining objective characteristics of all processes occur in the body of the animal (human) with the drug. Pharmacokinetics is 
assessed in individual studies or as part of efficacy, safety, and tolerability studies.
Aim. The study of the release of lercanidipine from bilayer tablets containing two API (ramipril and lercanidipine) in the dissolution medium used 
for quality control in vitro and release in vivo, after oral administration of the drug to rabbits.
Materials and methods. Studies have been conducted on the release of lercanidipine from the combined drug in vitro and in vivo. As a test system 
were used laboratory rabbits Soviet chinchilla breed. Pharmacokinetic parameters were determined.
Results and discussion. A graph of the release of lercanidipine from the combined drug was constructed and the dependence of the concentration 
of this substance in the blood plasma of rabbits on time was revealed. Calculated pharmacokinetic parameters. An in vivo release study shows that 
the pharmacokinetics of lercanidipine are consistent with literature data. 
Conclusion. The test drug has all the advantages of a rational fixed combination of antihypertensive drugs and simplifies therapy, meets the 
requirements of the latest clinical guidelines.
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ВВЕДЕНИЕ
Артериальная гипертензия (АГ) является наиболее 

распространенным неинфекционным заболеванием в 
мире и основной причиной для критических пораже-
ний сердечно-сосудистой системы, почек и головного 
мозга, в связи с чем, ВОЗ определяет борьбу с этим со-
стоянием одним из приоритетных направлений, име-
ющих целью снижение глобальной заболеваемости 
и смертности [1]. Новые клинические рекомендации 
ESH/ESC (European Society of Hypertension/European 
Society of Cardiology) по диагностике и ведению па-
циентов с АГ рассматривают вопрос назначения ком-
бинированной терапии и отдают предпочтение фик-
сированным комбинациям препаратов в 1 таблетке 
(single-pill therapy), за исключением пациентов низко-
го риска и пожилых астенизированных лиц («хрупкие» 
пациенты), которым рекомендована монотерапия. В 
этом свете задача создания эффективных и безопас-
ных комбинаций, удобных для применения, становит-
ся чрезвычайно актуальной.

Абсорбция фармацевтической субстанции (ФС) из 
твердой дозированной формы при пероральном вве-
дении зависит от ее высвобождения из лекарствен-
ного препарата (ЛП), растворения или солюбилиза-
ции в физиологических условиях и проницаемости в 
желудочно-кишечном тракте (ЖКТ). Вследствие кри-
тического характера первых двух из этих ступеней, 
растворение in vitro может быть использовано для 
предсказания поведения ФС in vivo [2].

Изучение фармакокинетики лекарственных ве-
ществ и учет их фармакокинетических параметров на 
сегодняшний день является необходимым этапом в 
комплексе работ, как при создании новых оригиналь-
ных лекарственных средств, так и при применении 
известных дженерических препаратов, и связано это 
прежде всего с получением объективных характерис- 
тик всех процессов, которые происходят в организме 
животного (человека) с препаратом, начиная с всасы-
вания из места введения и заканчивая его выведением 
из организма. Изучение абсорбции, распределения, 
метаболизма и выведения лекарственного средства 
продолжается на протяжении всего процесса разра-
ботки. Фармакокинетику оценивают в отдельных ис-
следованиях или как часть исследований эффектив-
ности, безопасности и переносимости [3].

Целью работы являлось исследование высвобож- 
дения лерканидипина из двухслойных таблеток, со-
держащих две ФС (рамиприл и лерканидипин), в среде 

растворения, используемой для контроля качества in 
vitro и высвобождения in vivo, при пероральном введе-
нии препарата кроликам. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования были использованы:

•• Реактивы
Полисорбат 80 (Твин 80), Merck, кат. № 8.17061.
Натрия перхлорат (Натрия перхлорат 1-водный), 

для анализа, Panreac, Испания, кат. № 134387.
Спирт 96% (Этиловый спирт раствор для наружно-

го применения и приготовления лекарственных форм 
96%), ЗАО «БРЫНЦАЛОВ-А».

Хлористоводородная кислота (Кислота соляная), 
ХЧ, ОАО «Каустик», Россия.

Хлорная кислота, для анализа, Panreac, Испания, 
кат. № A0539.

Гепарин лития, GBO, Австрия.
•• Оборудование

Тестер растворения «Agilent 708-DS», Agilent 
Technologies, США.

Хроматограф жидкостный «Waters 2695», Waters, 
США.

pH-метр лабораторный «Seven Easy pH S20-K» в 
комплекте с электродами, Mettler Toledo, Китай.

Хроматограф жидкостный с масс-спектрометри-
ческим детектором «Flexar FX15», «SQ300» PerkinElmer, 
CША.

Центрифуга настольная Z206А, HERMLE Labor- 
technik, Германия.

Интродьюсер Jorgen KRUUSE, Дания.
•• Стандартный образец (СО)

Лерканидипина гидрохлорид, Molcan, кат. 
№ LCN00H, Канада, с. 150407. Количественное содер-
жание – 99,4%.
•• Программное обеспечение

Empower 2 Software, Waters Corporation, базовая-
лицензия: em7en01652.

Microsoft Excel – PKSolver, Zhang Y1, Huo M, Zhou J, 
Xie S, 2010 г.
•• Испытуемый препарат, который представлял со-

бой двухкомпонентный ЛП на основе 5 мг рамипри-
ла и 10 мг лерканидипина для лечения АГ в виде 
двухслойной таблетки, покрытой пленочной обо-
лочкой  [4], где каждая ФС находится в отдельном 
слое с собственными вспомогательными вещества-
ми. Таким образом, готовый продукт представляет 
собой две спрессованные вместе таблетки (рисунок 
1), покрытые сверху пленочной оболочкой. 
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Слой с лерканидипином представляет собой пол-
ноценную двояковыпуклую таблетку диаметром 7 мм 
(рисунок 2).

Образцы испытуемого препарата имеют эквива-
лентные референтным препаратам профили высво-
бождения действующих веществ [5]. 

Фармакокинетические исследования in vivo прово-
дились по лерканидипину, так как рамиприл является 
пролекарством, что связано с определенными слож-
ностями его ВЭЖХ-определения.

Лерканидипин – лекарственное средство для лече-
ния АГ. Его субстанция (лерканидипина гидрохлорид) 
представляет собой желтый порошок, практически не-
растворимый в воде и растворимый в метаноле. Отно-
сится к II классу биофармацевтической классификаци-
онной системы (БКС) [6].
•• Тест-система по изучению фармакокинетических 

параметров
В качестве тест-системы были выбраны лабора-

торные кролики породы советская шиншилла (3 сам-
ца), массой тела около 3 кг, полученные из питомника 
ФГУП «ПЛЖ «Рапполово». Количество животных, ис-
пользованных в исследовании, было достаточно для 
получения статистически достоверных результатов, и 
при этом было минимальным по биоэтическим прин-
ципам. Лабораторные кролики являются стандартной 
тест-системой в опытах по изучению фармакокине-
тических параметров как крупные животные, негры-
зуны  [7]. Исследования на полноценном живом ор-
ганизме наиболее правильно и полно отражают всю 
полноту взаимодействий различных типов клеток, тка-
ней и органов в организме человека [8].

Методика проведения теста растворения

Исследование кинетики растворения проводили в 
соответствии с требованиями ГФ XIII (ОФС.1.4.2.0014.15 
Растворение для твердых дозированных лекарствен-
ных форм) и Руководству по экспертизе лекарствен-
ных средств [3]. 

Выбор условий для проведения теста «Растворе-
ние», которые способствуют постепенному и полно-
му высвобождению действующих веществ из лекарст- 
венной формы, был основан на рекомендациях FDA 
(500 мл 0,1 М раствора кислоты хлористоводородной 
(НСI) – для рамиприла) и экспериментальных данных: 
лерканидипин обладает низкой растворимостью и 
плохой смачиваемостью, поэтому в среду растворения 
добавляли поверхностно-активное вещество (ПАВ) и 
увеличивали ее объем до 900 мл. Таким образом, для 
растворения двухкомпонентных таблеток были выб- 
раны следующие условия: аппарат II «Лопастная ме-
шалка» со скоростью вращения мешалки 50 об/мин; 
среда растворения – 0,3% раствор полисорбата 80 в 
0,1 М растворе НС1, объемом 900 мл и с температурой 
(37±0,5) °С; точки отбора проб: 5 мин, 10 мин, 15 мин, 
30 мин, 45 мин.

Приготовление растворов 

Среда растворения: 3,0 г полисорбата 80 растворя-
ли в 1000 мл 0,1 М раствора НСI.

Буферный раствор рН 3,0: 21,1 г натрия перхлората 
помещали в мерную колбу вместимостью 1 л, раство-
ряли в 950 мл воды, доводили рН раствора хлорной 
кислотой разведенной до 3,00±0,05, доводили объем 
раствора водой до метки, перемешивали и фильтрова-
ли через мембранный фильтр с диаметром пор не бо-
лее 0,45 мкм.

Подвижная фаза (ПФ): смешивали буферный раст- 
вор с рН 3,0 и ацетонитрил в объемном соотношении 
42 : 58.

Исходный раствор СО лерканидипина гидрохло-
рида: около 16 мг (точная навеска) СО лерканидипина  
гидрохлорида помещали в мерную колбу вместимос- 
тью 20  мл, прибавляли 15 мл спирта 96%, обрабаты-
вали на ультразвуковой бане до полного растворе-
ния, не допуская нагревания выше  25  °С, доводи-
ли объем раствора тем же растворителем до метки и 
перемешивали.

Раствор СО лерканидипина гидрохлорида: 1,0  мл 
исходного раствора СО лерканидипина гидрохлори-
да помещали в мерную колбу вместимостью 50 мл, до-
водили объем раствора средой растворения до мет-
ки, перемешивали и фильтровали через мембранный 
фильтр (RC) с диаметром пор 0,45 мкм.

Испытуемый раствор: в каждый сосуд для раст- 
ворения помещали по 1 таблетке. Через указанные 
промежутки времени отбирали 10 мл раствора и 
фильтровали через мембранный фильтр (RC) с диа- 
метром пор 0,45 мкм. Объем раствора восполняли 
средой растворения.

Рисунок 2. Двухслойная таблетка в разрезе (4-х кратное 
увеличение)

Figure 2. Bi-layer tablet sectional (4-fold increase)
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Рисунок 1. Двухслойные таблетки-ядра. Желтый цвет – слой с 
лерканидипином

Figure 1. Bi-layer tablet cores. The yellow color is the layer with 
lercanidipine 
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Количество действующего вещества, перешедше-
го в среду растворения, определяли методом ВЭЖХ. 
Колонку уравновешивали подвижной фазой до дос- 
тижения стабильной базовой линии. Хроматографи-
ровали раствор СО. Затем хроматографировали испы-
туемый раствор. Условия хроматографирования двух-
компонентных таблеток: колонка 250×4,6 мм, сорбент 
L1, 5 мкм; ПФ –буферный раствор рН 3,0 – ацетонитрил 
(42  : 58); скорость потока 0,7 мл/мин; температура ко-
лонки 40 °С; температура образцов 25  °С; детектор  – 
УФ, 210 нм; объем вводимой пробы 50 мкл; изократи-
ческий режим элюирования.

Количество лерканидипина, перешедшего в среду 
растворения из таблетки (Х, %), вычисляли по общей 
формуле (1):

0

0
,

S a P
X

S L
⋅ ⋅

=
⋅

(1)

где S – площадь пика ФС на хроматограмме испытуемо-
го раствора; S0 – площадь пика ФС на хроматограмме 
раствора СО ФС; a0 – навеска СО ФС, в миллиграммах; 
P – содержание ФС в СО ФС, в процентах; L – заявлен-
ное содержание ФС в таблетке, в миллиграммах.

При построении профиля высвобождения выпол-
нялся ряд условий: учитывалось количество принима-
емых в расчет точек и значение коэффициента вариа-
ции для первой и последующих временных точек [5].

Содержание животных, введение препарата,  
отбор и подготовка проб  
для биологического этапа исследования

Животные содержались в стандартных услови-
ях в соответствии с санитарно-эпидемиологическими 
требованиями к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических клиник (ви-
вариев) (утв. Постановлением Главного государствен-
ного санитарного врача РФ от 29 августа 2014 г. № 51), 
Методическими указаниями по содержанию и исполь-
зованию лабораторных животных (Guide for the care 
and use of laboratory animals. National Academy press. – 
Washington, D.C., 1996) и Директивой 2010/63/EU евро-
пейского парламента и совета европейского союза от 
22 сентября 2010 года по охране животных, использу-
емых в научных целях, а также правилами, утвержден-
ными Приказом Минздрава России от 01 апреля 2016 г. 
№  199н «Об утверждении правил надлежащей лабо-
раторной практики». 

Животные в период карантина и эксперимен-
та содержались по 1 особи в металлических клетках 
для кроликов типа Europa BIOSCAPE с пластиковым 
поддоном (ZOONLAB, Германия) (размер пола клет-
ки 73х73 см, высота отсека 52 см). Данные условия со-
держания соответствуют требованиям Директивы 
2010/63/EU европейского парламента и совета евро-
пейского союза от 22 сентября 2010 года по охране жи-
вотных (площадь пола клетки не менее 4200 см2 и вы-
сота не менее 45 см для кроликов массой от 3 до 5 кг). 

Клетки оборудованы кормушками из нержавеющей 
стали, пластиковыми поилками и держателями этике-
ток. Подстил не использовался.

Кролики содержались в контролируемых условиях 
окружающей среды при температуре 17–23 °C и отно-
сительной влажности 30–70%. В комнатах содержания 
животных поддерживался 12 часовой цикл освещения 
и, по крайней мере, 10-ти кратная смена объема возду-
ха комнаты в час. Температура и влажность постоян-
но контролировались с помощью термогигрометров 
Testo 608-1H.

Животные получали стандартный гранулирован-
ный корм «Полнорационный комбикорм для лабо-
раторных кроликов и морских свинок» К-122, произ-
водства ООО «ЛАБОРАТОРКОРМ», Россия ad libitum 
в кормушку клетки (с лишением накануне введения 
препарата). Животным давалась вода, соответству-
ющая СанПиН 2.1.4.1074-01 «Питьевая вода. Гигиени- 
ческие требования к качеству воды централизованных 
систем питьевого водоснабжения. Контроль качества. 
Гигиенические требования к обеспечению безопас-
ности систем горячего водоснабжения», приготовлен-
ная методом фильтрации водопроводной воды через 
систему фильтров Аквафор. Питьевая вода давалась 
ad libitum в стандартных питьевых бутылочках с пол-
ной заменой воды 3 раза в неделю. Образцы воды бы-
ли проанализированы на микробиологическое загряз-
нение и химические элементы. Анализ проводился в 
ФБУЗ  «Центр гигиены и эпидемиологии по железно-
дорожному транспорту» с периодичностью 1 раз в 
квартал. 

Период адаптации животных составил 5 дней до 
начала введения. Во время этого периода осуществ- 
лялся ежедневный ветеринарный осмотр и визуаль-
ный контроль потребления корма и воды. Животных 
с отклонениями в период карантина зарегистрирова-
но не было. Перед началом исследования все живот-
ные, прошедшие адаптацию, были включены в экспе-
римент, отклонение массы тела животных от среднего 
значения допускалось не более чем на 10%. Иденти-
фикационный номер был нанесен специальным не-
токсичным маркером на внутреннюю поверхность уха 
животного. Каждая клетка была идентифицирована 
карточкой, содержащей следующую информацию: 
название исследования, номер исследуемой группы, 
пол и количество животных в клетке, а также индиви-
дуальный номер животного.

Процедуры с животными были рассмотрены и 
утверждены биоэтической комиссией ФГБОУ ВО СПХФУ 
Минздрава России.

Пероральное введение двухслойной таблетки про-
водили при помощи интродьюсера. Диаметр таблетки 
составляет 7 мм, поэтому она вводилась целиком, без 
предварительного измельчения. Таблетку фиксирова-
ли в резиновом наконечнике, открывали рот кролика 
и помещали туда наконечник таблеткодавателя с ЛП на 
корень языка, надавливали на поршень и выталкивали 
таблетку, вынимали инструмент и закрывали рот жи-
вотному, стимулируя сглатывание (рисунок 3).

Поиск и разработка новых лекарственных средств
Research and development of new drug products



18 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

Отбор образцов крови у кроликов проводили из 
краевой вены уха с помощью катетеров-бабочек с иг-
лой размера 23G и вакуумных пробирок Vacuette с ли-
тия гепарином (GBO, Австрия), в объеме 1 мл в соот-
ветствии с графиком пробоотбора, представленным 
в таблице 1. Немедленно после отбора образцы кро-
ви центрифугировались. Для увеличения объема плаз-
мы и более полного удаления форменных элементов 
крови центрифугирование проводилось в два этапа: 
на первом этапе: скорость – 1000 об/мин, время – 5 ми-
нут, T – 15 °C; на втором этапе: скорость – 3000 об/мин, 
время – 10 минут, T – 15 °C. 

После центрифугирования плазму отбирали меха-
ническим дозатором в пробирки типа эппендорф объ-
емом 2 мл и замораживали при температуре –40  °C. 
Срок хранения образцов плазмы в замороженном 
состоянии не превышал 14 суток.

Таблица 1. График отбора проб

Table 1. Sampling schedule

Временная точка, ч Доза 10 мг
0 •

0,083 •
0,25 •
0,5 •

0,75 •
1 •

1,5 •
2 •
3 •
4 •
5 •
6 •
7 •
8 •

10 •
12 •
24 •
36 •

Образцы плазмы крови размораживали в тер-
мостате при температуре +37 °C. После разморажи-
вания каждый образец в объеме 0,5 мл переносили 
в пробирку из боросиликатного стекла, для извлече-

ния вещества добавляли 0,2% раствор HCl и ацетонит- 
рил для осаждения белков (по 100–200 мкл) до конеч-
ного объема в 3 мл при постоянном встряхивании. 
Затем пробирки центрифугировали 15 мин со скорос- 
тью 8000 об/мин при температуре +15 °C. Надосадоч-
ную жидкость из каждой пробы количественно пере-
носили в мерную колбу объемом 5 мл и доводили до 
метки ацетонитрилом, после чего экстракт перели-
вали в пластиковую пробирку с плотно завинчиваю-
щейся крышкой. Полученные экстракты фильтровали, 
отфильтрованную фракцию помещали в хроматогра-
фическую виалу и анализировали на жидкостном хро-
матографе (Flexar FX15 (Perkin Elmer) с масс-спектро-
метрическим детектором SQ 300, CША). Для оценки 
содержания лерканидипина HCl использовали колон-
ку Kromasil 60-5 CN (150×4,0  мм, 5.0  мкм). Подвижная 
фаза состояла из ацетонитрила и 25 мм буфера ди-
гидрофосфата калия (KH2PO4) (рН 3,5±0,2) с объемным 
соотношением 65 : 35 при скорости потока 1,0 мл/мин. 
Детектор был установлен на 242 нм и объем впрыс- 
ка составлял 20  мкл. Калибровочная кривая была 
построена для концентраций в диапазоне от 0,5 до  
25,0 мкг/мл. 

Разведение ацетонитрильного экстракта учиты-
вали при конечном расчете концентрации вещества в 
плазме.

Для описания фармакокинетики лерканидипина в 
плазме крови определяли следующие показатели:
•• AUC0-36 – площадь под фармакокинетической кри-

вой «концентрация–время» в интервале от 0–36 ча-
сов (нг ∙ ч/мл);

•• AUC0-∞ – полная площадь под кривой (нг ∙ ч/мл);
•• MRT – среднее время пребывания препарата в ор-

ганизме (ч);
•• T1/2 – период полувыведения препарата (ч);
•• Tmax – время установления максимальной концент- 

рации (ч);
•• Cmax – величина максимальной концентрации (нг/мл).

Фармакокинетические параметры рассчитывали 
с помощью пользовательского приложения-макроса 
к программе Microsoft Excel – PKSolver (ver. 2.0, Zhang 
Yong, China) [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Исследование in vitro

В таблице 2 и на рисунке 4 приведены результа-
ты высвобождения лерканидипина из двухслойной 
таблетки.

Таблица 2. Количество лерканидипина перешедшего  
в раствор с течением времени из двухслойных таблеток

Table 2. The quantity of lercanidipine transferred  
into the solution from the bi-layer tablets in process of time

Время, мин 5 10 15 30 45
Количество лерканидипина 
перешедшего в раствор, % 29,22 62,40 83,66 95,04 96,37

RSD, % 3,15 2,83 1,90 2,48 2,66

Поиск и разработка новых лекарственных средств
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Рисунок 3. Введение таблетки кролику: А – помещение таб- 
летки в интродьюсер; В – введение таблетки; С – конечный 
результат

Figure 3. Introduction of the tablet to the rabbit: A – placing the 
tablet into the introducer; B – the introduction of the tablet; C – 
final result
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Биологическая часть

После введения таблеток животным была прове-
дена рентгенография для определения момента раз-
рушения (распадаемости) исследуемого образца. Од-
нако в связи с отсутствием в составе контрастных 
веществ, добавление которых изменило бы парамет- 
ры всасывания ЛП, на рентгене таблетка не была обна-
ружена (рисунок 5). 

Согласно данным литературы [10] при приеме лер-
канидипина человеком максимальная концентрация 
достигается через 1,5–3 ч, а выведение из организма 

происходит за две фазы: через 2–5 ч (ранняя) и 8–10 ч 
(конечная). В данном исследовании аналогично про-
слеживается две фазы выделения: на графике (рису-
нок 6) это отражено резкими спадами концентрации в 
плазме во временных точках 2–3,5 ч и 5–6 ч, а также в 
точке 11 ч достижения половинной концентрации (т. е. 
полувыведения препарата из организма).

Абсолютные расчетные значения фармакокинети-
ческих параметров приведены в таблице 3.

Согласно графику высвобождения лерканиди-
пина из двухслойной таблетки in vitro и графику его 
высвобождения in vivo, концентрация в модельной 
среде растворения сопоставима с концентрацией в 
плазме крови животного. Однако несмотря на это, 
оба метода являются взаимодополняющими, а не 
взаимозаменяемыми.

Таблица 3. Фармакокинетические параметры

Table 3. Pharmacokinetic parameters

Параметр, ед. измерения Значения

AUC0-t, нг ∙ ч/мл 2669,01
AUC0-∞, нг ∙ ч/мл 2992,92

MRT, ч 16,86
T1/2, ч 11,82
Tmax, ч 1,00

Cmax, нг/мл 164,33

Исследование высвобождения in vivo показывает, 
что фармакокинетика лерканидипина соответствует 
данным литературы.

К негативным эффектам лерканидипина, как 
представителя группы блокаторов кальциевых кана-
лов дигидропиридинового ряда (БККдгп), можно от-
нести развитие отеков, компенсаторное увеличение 
частоты сердечных сокращений (ЧСС), усиление сим-
патических влияний. Эти побочные эффекты нивели-
руются рамиприлом, который, как ингибитор анги-
отензинпревращающего фермента (иАПФ), снижает 
отечность, стабилизирует ЧСС и ослабляет симпати-
ческое влияние. Таким образом, комбинация леркани-

Рисунок 4. Профиль высвобождения лерканидипина из двух-
слойных таблеток 

Figure 4. Profile release of lercanidipine from bi-layer tablets 

Рисунок 5. Рентгеновские снимки кроликов после перораль-
ного введения исследуемых таблеток

Figure 5. X-ray images of rabbits after oral administration of the 
test tablets

Рисунок 6. Зависимость концентрации вещества в плазме от 
времени

Figure 6. Dependence of substance concentration in plasma on 
time
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дипина и рамиприла проявляет полную аддитивность 
эффектов, для комбинации БККдгп  +  иАПФ доказано 
снижение риска осложнений сердечно-сосудистых 
заболеваний. Кроме снижения выраженности побоч-
ных класс-эффектов, входящих в состав комбинации 
лекарственных веществ, для комбинаций характерны 
также следующие достоинства:
1.	 Простота назначения для врача и удобство для паци-

ента, а также простота титрования доз, что повышает 
комплаентность больного. Предпочтение отдается 
препаратам, принимаемым 1 раз в сутки (леркани-
дипин + рамиприл), при увеличении числа приемов 
комплаентность уменьшается.

2.	 Возможность составляющих комбинации влиять 
на различные звенья патогенеза, потенцирование 
антигипертензивных эффектов за счет сочетания 
препаратов с разными механизмами антигипер-
тензивного действия (аддитивный или синерги-
ческий эффект), что позволяет лучше контроли-
ровать АД у больных с недостаточным ответом 
на один из компонентов.

3.	 Исключение возможности использования нераци-
ональных комбинаций.

4.	 Уменьшение стоимости лечения, учитывая тот факт, 
что цена комбинированных препаратов обычно 
меньше, чем компонентов, прописываемых по от-
дельности [11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено исследование по высвобождению лер-

канидипина из двухслойной двухкомпонентной таб- 
летки в комбинации с рамиприлом двумя способа-
ми – аналитическим (in vitro) и на животных, кроликах 
(in vivo). Были рассчитаны фармакокинетические па-
раметры лерканидипина, выявлено соответствие ре-
зультатов данным литературы. Испытуемый препарат 
обладает всеми достоинствами рациональной фикси-
рованной комбинации антигипертензивных средств и 
упрощает терапию, соответствует требованиям новей-
ших клинических рекомендаций.
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Резюме
Введение. Орех черный (Juglans nigra L.) – вид деревьев из рода орех (Juglans) семейства ореховые (Juglandaceae), естественный ареал 
обитания которого – Северная Америка (США и Канада). Лекарственные препараты из растений рода орех представлены на российском 
фармацевтическом рынке крайне ограниченно. В Государственный реестр лекарственных средств входит экстракт незрелых плодов 
родственного вида – ореха грецкого (Juglans regia L.) «Югланекс» (производство России) и комплексный препарат «Тонзилгон» (производство 
Германии). В реестр Роспотребнадзора включен ряд биологически активных добавок к пище из сырья ореха черного, являющихся 
дополнительным источником фенольных соединений (дубильных веществ и флавоноидов). Цель работы – изучение и систематизация 
современных сведений по химическому составу лекарственного растительного сырья ореха черного и фармакологическим свойствам его 
основных биологически активных соединений.
Текст. В этномедицине коренного населения Северной Америки все части ореха черного используются аналогично ореху грецкому в Азии 
и ореху маньчжурскому на Дальнем Востоке – для лечения укусов змей, лихорадки, расстройства желудочно-кишечного тракта.
Химический состав лекарственного растительного сырья ореха черного в качественном отношении схож с орехом грецким. Плоды, кора и 
листья ореха черного содержат богатый полифенольный комплекс (нафтохиноны, в частности юглон и его производные, дубильные вещества, 
флавоноиды, фенолокислоты), витамины, эфирное масло, органические кислоты. Однако в сырье ореха черного содержание биологически 
активных веществ более высокое, особенно в отношении полифенольных соединений.
В научной литературе описаны результаты экспериментов на животных, подтверждающие антиоксидантное, антимикробное, 
противогрибковое, противовирусное, антипаразитарное, гипогликемическое, спазмолитическое, а также противоопухолевое в отношении 
некоторых клеточных линий действие.
Заключение. В результате изучения литературы и систематизации современных сведений по химическому составу лекарственного 
растительного сырья ореха черного и фармакологическим свойствам его основных биологически активных соединений установлено, что 
фармакологические свойства связаны с наличием фенольного комплекса, однако требуется более глубокое изучение химического состава. В 
доклинических испытаниях суммарные извлечения из лекарственного растительного сырья ореха черного и выделенные индивидуальные 
соединения проявляют преимущественно антимикробное, противогрибковое, антиоксидантное, противовирусное, гипотензивное, 
иммуномодулирующее, противоопухолевое и спазмолитическое действие.

Ключевые слова: орех черный, Juglans nigra, Juglandaceae, фармакологическая активность, фенольные соединения, нафтохиноны, юглон.
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Abstract
Introduction. Herbal drugs of black walnut (Juglans nigra L.) are not registered on the territory of the Russian Federation at the present time. However, 
the State Register of Medicinal Products includes an extract of unripe fruits of a related species walnut (Juglans regia L.) «Yuglanex» (made in Russia) 
and the complex herbal drug «Tonsilgon» (made in Germany). A number of biologically active food supplements from black walnut raw materials 
have been registered by Russian Federal Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Wellbeing. They are an additional source 
of phenolic compounds as tannins and flavonoids. The purpose of the article is to study and systematize up-to-date information on the chemical 
composition of the medicinal plant raw material of black walnut and the pharmacological properties of its main biologically active compounds.
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Text. All parts of the black walnut are used in the ethnomedicine of the indigenous population of North America according to indications similar to 
the walnut in Asia and the Manchurian nut in the Far East: snake bites, fever and disorders of the gastrointestinal tract.
The chemical composition of the medicinal plant raw material of black walnut is dencently walnut by its qualitative composition. Fruits, bark and 
leaves of black walnut contain a rich polyphenol complex (naphthoquinones, in particular, juglon and its derivatives, tannins, flavonoids, phenolic 
acids), vitamins, essential oil, organic acids. However, the quantitative analysis revealed a higher content of biologically active substances in the raw 
black walnut, especially in relation to polyphenolic compounds.
The scientific literature describes the results of experiments on animals, confirming antioxidant, antimicrobial, antifungal, antiviral, antiparasitic, 
hypoglycemic, antispasmodic, and anti-tumor effect on certain cell lines.
Conclusion. As a result of studying the literature and systematizing the current information on the chemical composition of the medicinal plant 
raw material of the black nut and the pharmacological properties of its main biologically active compounds, it has been established that the main 
properties are related to the presence of the phenol complex. However, a deeper study of the chemical composition is required. Both the total 
extracts of the black walnut from plant raw materials and individual compounds show predominantly antimicrobial, antifungal, antioxidant, antiviral, 
hypotensive, immunomodulatory, antitumor and antispasmodic activities in preclinical trials.

Keywords: black walnut, Juglans nigra, medicinal plants, Juglandaceae, pharmacological activity, phenolic compounds, pharmacognosy.
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ВВЕДЕНИЕ
Орех черный (Juglans nigra L.) – вид деревьев из ро-

да орех (Juglans) семейства ореховые (Juglandaceae), 
естественный ареал обитания которого – Северная 
Америка (США и Канада) [1]. В Европе и на юге Ев-
ропейской части России (Краснодарский край и Рес- 
публика Адыгея) выращивается как декоративная 
культура, имеющая в т.ч. хозяйственное значение [2]. 
Плоды ореха черного напоминают плоды ореха грец-
кого (J. regia L.), но более вытянутые, слегка опушенные 
и заостренные на конце. Ядра съедобны, содержат до 
50% жирного масла. Плоды, зрелые и незрелые, а так-
же листья представляют интерес для медицинского 
применения, так как содержат значительное количест- 
во фенольных соединений, в частности, нафтохинонов 
юглона и его производных.

Лекарственные препараты из растений рода орех 
представлены на российском фармацевтическом рын-
ке крайне ограниченно. В Государственный реестр ле-
карственных средств Российской Федерации включе-
ны два наименования, полученные из лекарственного 
растительного сырья (ЛРС) ореха грецкого: жидкий 
экстракт из плодов молочной спелости «Югланэкс» 
и «Тонзилгон» – комплексный жидкий экстракт, в сос- 
тав которого входит сумма экстрактивных веществ из 
листьев ореха. «Югланекс» обладает противовоспали-
тельным и антисептическим действием, оказывает ан-
тиоксидантное, капилляроукрепляющее и венотони-
зирующее действие и рекомендован в комплексной 
терапии хронической венозной недостаточности. 
«Тонзилгон» рекомендован при заболеваниях верхних 
дыхательных путей, профилактике осложнений при 
респираторных вирусных инфекциях [3]. Лекарствен-
ных препаратов из сырья ореха черного в настоящее 
время в России не зарегистрировано.

В этномедицине коренного населения Северной 
Америки все части ореха черного нашли примене-

ние по показаниям, аналогичным для ореха грец-
кого в Азии и ореха маньчжурского на Дальнем 
Востоке. Отвар коры ореха черного у североаме-
риканских индейцев (чероки, делавары, ирокезы и  
мескваки) упоминается как болеутоляющее, рвотное 
средство, которое также применяли местно при зуб-
ной и головной боли, укусах змей. Команчи исполь-
зовали порошок листьев ореха черного для лечения 
стригущего лишая, а делавары – листья как инсек-
тицид для отпугивания блох. Ядра ореха съедобны, 
поэтому коренные народы Северной Америки упот- 
ребляют их в пищу [1]. Различные части ореха черно-
го в той или иной форме использовали для облегче-
ния симптомов лихорадки, лечения заболеваний по-
чек, желудочно-кишечных расстройств, язв, зубной 
боли, сифилиса и укусов змей, как противоглистное 
средство [4].

В Российской Федерации зарегистрирован ряд 
биологически активных добавок (БАД) к пище, полу-
ченные из сырья ореха черного (таблица 1) [5, 6].

В России также запатентован способ получения 
настойки из плодов ореха черного [7].

Несмотря на достаточно широкий ассортимент 
производимой продукции, характеристика ее хими-
ческого состава, как правило, сводится к оценке на на-
личие полифенольных соединений, преимущественно 
дубильных веществ, что, на наш взгляд, значительно 
сужает спектр возможного медицинского примене-
ния сырья и фитопрепаратов ореха черного. Поэто-
му целью настоящей работы является систематизация 
современных сведений научной литературы, посвя-
щенной химическому составу сырья ореха черного и 
фармакологическим свойствам его основных биологи-
чески активных соединений.

Химический состав сырья ореха черного пред-
ставлен различными группами биологически актив-
ных соединений (таблица 2).
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Таблица 2. Химический состав ореха черного [8–15]

Table 2. The chemical composition of the black walnut [8–15]

Биологически  
активные соединения

Лекарственное растительное сырье
Кора Листья Плоды

Алкалоиды Югландин Югландин Алкалоиды 

Белки – – Пищевой аллерген, относящий-
ся к глобулиновым белкам

Витамины – С, каротиноиды, В1, В6, Р, Е, PP Околоплодник – витамин С, ка-
ротиноиды

Дубильные вещества Дубильные вещества Дубильные вещества Дубильные вещества
Жирное масло – – Жирное масло
Нафтохиноны Юглон, гидроюглон Юглон, гидроюглон Юглон, гидроюглон
Тритерпены Тритерпены – –

Макро-  
и микроэлементы –

Алюминий, барий, бор, ванадий, галлий, же-
лезо, калий, кальций, кремний, литий, магний, 
марганец, медь, молибден, натрий, никель, сви-
нец, серебро, стронций, титан, фосфор, хром, 
цинк, цирконий 

Макро- и микроэлементы

Кумарины – Умбеллиферон Кумарины
Органические кислоты – Органические кислоты Органические кислоты

Флавоноиды –

Кверцитрин, астрагалин, 3,5,7,3′,4′-пента-ок-
сифлавон-3-β-L-рамнофуранозид, 3,5,7,4′-тет- 
р аокси - флав он -3 - α - D - глю ко - пир анози д , 
7,3′,4′,5′-гексаокси-флавон-3-α-L-рамнопирано-
зид, мирицитрин

Лютеолин

Полисахариды – Полисахариды Полисахариды
Сапонины – Сапонины Сапонины
Фенолкарбоновые 

кислоты – Гентизиновая и вератровая кислоты Галловая, эллаговая кислоты

Эфирное масло –
С преобладанием сесквитерпенов и аромати-

ческих соединений. Доминирующие компонен-
ты β-кариофиллен, гермакрен D, αпинен

–

Примечание: «–» – сведения не найдены.

Note: «–» – information not found.

Таблица 1. Перечень БАД, разработанных из сырья ореха черного

Table 1. The list of dietary supplements developed from raw materials of black walnut

Наименование Форма выпуска Назначение Производитель

«Юглон (Juglon)» жидкость во флаконах 
от 50 мл до 500 мл

источник дубильных веществ, флаво-
ноидов

ООО  «Витаукт-пром» (Рос-
сийская Федерация)

«Черный орех NOW» («Black 
Walnut Hulls») капсулы массой 605 мг источник полифенольных соединений «NOW International» (США)

«Листья черного ореха» 
(«Black Walnut Leaves») таблетки массой 850 мг

источник флавоноидов, полифеноль-
ных соединений, дополнительного источ-
ника кальция

«RBC Life Sciences, Inc.» (США)

«Грецкий черный орех» («Black 
Walnut») капсулы по 520,0 мг источник флавоноидов, дубильных ве-

ществ
«Nature›s Sunshine Products, 

Inc.» (США)
«Формула Здоровья. Черный 

орех» («Black Walnut») капсулы массой 590 мг источник флавоноидов и дубильных ве-
ществ (танина)

«Archon Vitamin Corporation» 
(США)

«Экстракт черного ореха» 
(«Black Walnut Extract»)

по 60 мл во флаконах с 
капельницей источник дубильных веществ «Nittany Pharmaceuticals Inc.» 

(США)
«Экстракт черного ореха» 

(«Black Walnut Extract»)
по 60 мл во флаконах с 

капельницей источник полифенольных соединений «Hi-Tech Nutraceuticals, LLC» 
(США)

«Блэк Валнут Холлз» («Black 
Walnut Hulls») капсулы массой 615 мг источник танинов «NutriCare International, Inc.» 

(США)

«Программа 2 Коло-Вада 
Плюс» комплект 1», «Программа 
2 Коло-Вада Плюс» комплект 2» 
(Program 2 Colo-Vada Plus packet 
1, packet 2) – в их составе «Листья 
черного ореха» («Black Walnut 
Leaves»)

таблетки массой 850 мг

источник флавоноидов, антрахино-
нов, полифенольных соединений (галло-
вой кислоты), дополнительного источ-
ника витаминов А, С, Е, Д3, В1, В2, В6, В12, 
никотинамида, фолиевой кислоты, биоти-
на, пантотеновой кислоты, железа, йода, 
кальция, селена, магния, цинка, меди, хро-
ма, молибдена, марганца

«RBC Life Sciences, Inc.» (США)

«Корал Черный орех» (Coral 
Black Walnut)

капсулы массой 
570,0±28,5 мг

источник полифенольных соединений 
и флавоноидов «Bio International, Inc.» (США)
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ЛРС, заготовленное от ореха черного, характери-
зуется более высоким содержанием суммы дубильных 
веществ в пересчете на танин и суммы нафтохинонов в 
пересчете на юглон, чем ЛРС, заготовленное от других 
видов рода Juglans – ореха грецкого (J. regia L.) и ореха 
серого (J. cinerea L.) (таблица 3) [10].

Таблица 3. Содержание фенольных соединений в ЛРС  
видов рода ореха

Table 3. The content of phenolic compounds in the raw materials  
of the nut genus

Вид
Лекарственное растительное сырье

кора листья плоды  
высушенные

плоды  
свежие

Содержание суммы нафтохинонов в пересчете на юглон, %
О. грецкий 0,038±0,002 0,083±0,002 0,028±0,001 0,0058±0,0001
О. серый 0,058±0,002 0,032±0,001 – –

О. черный 0,11±0,005 0,24±0,009 0,19±0,008 0,069±0,003
Содержание дубильных веществ в пересчете на танин, %

О. грецкий 4,79±0,05 2,43±0,05 3,48±0,07 2,98±0,05
О. серый 5,28±0,05 3,25±0,06 – –

О. черный 7,39±0,07 8,67±0,20 8,75±0,18 8,21±0,10

Примечание: «–» – исследования не проводились.

Note: «–» – no studies were conducted.

Максимальное содержание суммы нафтохинонов 
в пересчете на юглон зафиксировано в листьях J. nigra 
(0,24±0,009%). ЛРС видов рода Juglans по содержанию 
дубильных веществ (от 2,43% в листьях ореха грецко-
го до 8,75% в высушенных плодах ореха черного) со-
поставимо с фармакопейными видами ЛРС, харак-
теризующимися высоким содержанием дубильных 
веществ [16].

В работе [17] исследовалась зависимость содер-
жания летучих веществ в плодах ореха черного от 
стадии их созревания. Установлено, например, что 
окраска ядер плодов черного ореха зависит от вре-
мени сбора плодов и может свидетельствовать о со-
держании спиртов, альдегидов, эфиров, производных 
бензола и линейных углеводородов, кетонов и фура-
нов. Концентрация летучих соединений значитель-
но выше в светлых ядрах черных орехов, сорванных 
с веток в начале созревания, чем в образцах средне-
го цвета (в середине созревания); а образцы среднего 
цвета имели более высокое содержание летучих со- 
единений, чем темные ядра орехов, упавших на землю 
в конце созревания. Присутствие алкилальдегида гек-
саналя обуславливает прогорклый и едкий запах, от-
личающий ядра темного цвета от светлых ядер и сред-
не окрашенных.

Фармакологическая активность биологически 
активных веществ (БАВ) ореха черного изучена и опи-
сана в ряде научных публикаций. Преимущественно 
исследовалось действие суммарных извлечений, по-
лученных с использованием спирта этилового раз-
личной концентрации. В некоторых работах описаны 
фармакологические эффекты индивидуальных соеди-
нений фенольной природы, выделенных из ЛРС ореха 
черного (таблица 4).

Таблица 4. Фармакологическая активность БАВ  
фенольной природы из ЛРС ореха черного

Table 4. The pharmacological activity of the BAS phenolic nature 
of the raw material of black walnut

Биологически 
активные 
вещества

Лекарственное 
растительное 

сырье

Фармакологическая 
активность

Дубильные 
вещества

Кора, листья, 
плоды

Антибактериальная [18], 
противоопухолевая [19]

Нафтохиноны 
(юглон и его про-
изводные)

Кора, листья, 
плоды

Антиоксидантная [20], ан-
тибактериальная и проти-
вогрибковая [21–24, 26–28], 
противовирусная [29–31], 
цитотоксическая [32], проти-
воопухолевая [19, 33–38]

Флавоноиды Листья, плоды
Кардиотоническая, спаз-

молитическая, гипотензив-
ная [14], антимикробная [39]

Антибактериальное действие фенольных со- 
единений ореха черного было установлено в отно-
шении 7 видов микроорганизмов, с минимальной ин-
гибирующей концентрацией в диапазоне от 125 до  
500 мг/мл [18]. При использовании метода диффу-
зии в агар была выявлена антибактериальная ак-
тивность извлечений из ядер черного ореха в отно-
шении грамположительной бактерии Staphylococcus 
aureus, которую связывают с содержанием кверце-
тин-3-O-глюкозида, кверцетина, агнузида, эриодикти-
ол-7-O-глюкозида, азелаиновой кислоты и глансреги-
нина А [39]. Антибактериальное действие препаратов 
ореха черного также обусловлено наличием в их 
составе нафтохинона юглона. Установлено, что юглон 
как выделенный из природного сырья, так и получен-
ный синтетическим путем, оказывает антимикробную 
и противогрибковую активность [21–26, 28] (таблица 5).

Таблица 5. Антимикробная активность юглона

Table 5. Antimicrobial activity of juglon

Микроорганизм Эффективная 
концентрация, мкг/мл

Acetobacter aceti 4
Acetobacter ascendens 4
Acetobacter rancens 4
Acetobacter хуlinum 3
Aspergillus flavus 10
Aspergillus fumigatus 10
Aspergillus niger 10
Bacillus anthracis 100
Bacillus anthracoides 100
Bacillus subtilis 100
Candida mycoderma 10
Corynebacterium diphteriae 100
Hansenula anomala 5
Lactobacterium breve 5
Leuconostoc gracile 5
Lactobacterium plantarum 10
Sacchromyces vini 5

Методом молекулярного докинга с использовани-
ем белка 1a8g (фермента, необходимого для обеспе- 
чения нормального жизненного цикла вируса имму-
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нодефицита человека) была показана высокая вероят-
ность того, что юглон является потенциальным про-
тивовирусным средством [31]. Исследования in vitro 
подтвердили активность в отношении вирусов им-
мунодефицита человека типа 1 [29] и везикулярного 
стоматита [30].

Кардиотоническое, спазмолитическое и ги-
потензивное действие суммы флавоноидов ореха 
черного в концентрациях от 1:10000 до 1:1000 было 
установлено А.  Л. Шинкаренко с соавторами в экспе-
рименте на изолированном сердце лягушки. Обнару-
жено, что под влиянием флавоноидов ореха черного 
происходит увеличение амплитуды сердечных сокра-
щений и снижение их частоты, а также наблюдаются 
спазмолитический и гипотензивный эффекты [14]. Сум-
марные извлечения из ЛРС ореха черного также ока-
зывают гипотензивное действие [14, 40].

Гипогликемическая активность настойки око-
лоплодника ореха черного установлена в эксперимен-
те на крысах [41–43].

Масляный экстракт околоплодника ореха черно-
го проявлял выраженную ранозаживляющую актив-
ность [41–43].

Внимание исследователей привлекают антиок-
сидантная и антигипоксантная активности БАВ из 
ореха черного. Так, М.  Э.  Дудниковым с соавторами в 
испытаниях in vivo было установлено наличие у настой-
ки околоплодника ореха черного антигипоксантной 
активности [41–43].

У фенольных соединений из околоплодника оре-
ха черного установлена выраженная антиоксидантная 
активность на модели железовосстанавливающей спо-
собности плазмы в сравнении с тролоксом – водо-
растворимым аналогом токоферола [20]. Юглон уси-
ливает антиоксидантную деятельность печени за счет 
стимуляции активности супероксиддисмутазы, что 
также способствует инактивации липоцитов и умень-
шает накопление коллагена внеклеточного матрикса в 
печени, препятствуя развитию фиброза [44].

Этанольный экстракт из коры черного ореха пока-
зал высокую антиоксидантную активность на моделях 
захвата радикалов 2,2-дифенил-1-пикрилгидразила, 
гидроксил-, супероксид- и нитрозил-радикалов [45].

Противоопухолевая активность ореха черного 
была предметом ряда исследований, в которых оцени-
валась как выраженность действия, так и его возмож-
ные механизмы. Например, действие эллаговой кисло-
ты и юглона было исследовано на мышах в отношении 
опухолей грудной железы. Эллаговая кислота вводи-
лась инъекционно внутрибрюшинно в дозе 50  мг/кг 
в течение 9 дней. Размер опухолей (длина, ширина и 
высота, мм) и вес мышей измерялись на 0, 3, 6 и 9 сут-
ки после первой инъекции эллаговой кислоты. Юглон 
вводился так же в дозе 10 мг/кг, размер опухолей из-
мерялся на 3, 6 и 9 сутки с начала эксперимента. Бы-
ло установлено, что эллаговая кислота выраженно 
подавляла рост опухолей, однако сравнение с транс-
плантируемыми опухолями показало, что активность 

в отношении подавления опухолевого роста в послед-
нем случае значительно ниже. Это может быть объяс-
нено тем, что скорость роста трансплантированных 
опухолей выше, чем спонтанных. Смертность мышей, 
получавших эллаговую кислоту, с трансплантирован-
ными опухолями (27,78%) была выше, чем у мышей со 
спонтанными опухолями (3,44%), получавшими это же 
вещество. Применение юглона значительно угнетало 
рост опухолей, однако смертность в этой группе жи-
вотных достигала 78,95% [19].

Противоопухолевая активность нафтохинонов 
черного ореха заключается в цитотоксическом дейст- 
вии в отношении различных линий раковых клеток, 
обусловленном индукцией апоптоза, а также образо-
ванием свободных радикалов [46]. При исследовании 
действия юглона на клетки глиомы у крыс была уста-
новлена антимитотическая активность, а также цито-
токсичность и способность индуцировать апоптоз. В 
основе действия, по-видимому, лежит воздействие на 
окислительно-восстановительные процессы [36]. Про-
тивоопухолевое действие юглона было установлено 
также в отношении эпителиомы [34], карциномы яич-
ника SKOV3 [35], аденокарциномы простаты LNCaP [37], 
цервикальной карциномы HeLa [38] и асцитной карци-
номы Эрлиха [47].

Сухой экстракт, полученный водной экстракци-
ей ядер ореха черного с последующей лиофилизаци-
ей, при пероральном введении крысам проявил вы-
раженные гепатопротекторный и антикластогенный 
эффекты на фоне токсического поражения, индуци-
рованного введением арсенита натрия, что позволяет 
прогнозировать химиопрофилактический потенциал 
в отношении канцерогенеза [48].

Цитотоксичность нафтохиноновых пигментов 
ореха черного обусловлена двумя различными ме-
ханизмами, а именно окислительно-восстановитель-
ным циклом и реакцией с глутатионом. Окислитель-
но-восстановительный цикл приводит к образованию 
соответствующих семихинонных радикалов. Инкуба-
ция кератиноцитов с хинонами приводит к образо-
ванию перекиси водорода и приводит к окислению 
глутатиона. Истощение глутатиона с помощью бутион- 
инсульфоксимина усиливает продукцию радикалов се-
михинона, увеличивает образование H2O2 и повышает 
цитотоксичность. Таким образом, противогрибковые, 
противовирусные и антибактериальные свойства наф-
тохинонов являются результатом окислительно-вос-
становительных циклов [32].

Было установлено, что водный и гексановый экст- 
ракт ореха черного потенциально способны проду-
цировать активные формы кислорода, которые могут 
вызывать повреждение тканей, прямо или косвенно. 
Гексановый экстракт ореха черного содержит липо-
фильные производные нафтохинонов, взаимодейст- 
вующие с липид-связывающими белками сыворотки 
крови, что, предположительно, облегчает продуциро-
вание активных форм кислорода [49].
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Водный экстракт ореха черного, добавленный в 
количествах 0,6–10% к инкубируемым мононуклеар-
ным клеткам, не вызывал потери целостности клеточ-
ных мембран, но индуцировал дозозависимое увели-
чение активности каспаз 3 и 7 и выработку фактора 
некроза опухоли альфа (ФНО-α) [50].

Для юглона и его производных установлено так-
же иммуномодулирующее действие [47, 51]. Введе-
ние экстракта черного ореха вызывало увеличение 
CD163-позитивных макрофагов в области вторичной 
дермальной пластинки [52]. Экстракт ореха черного 
способствует активации нейтрофилов [53].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе изучения и анализа современных данных 

научных публикаций, посвященных химическому сос- 
таву и фармакологическим свойствам фитопрепара-
тов, извлечений и индивидуальных соединений из 
ЛРС ореха черного, установлено, что его основные 
фармакологические свойства связаны с содержанием 
БАВ фенольной природы. В доклинических испыта-
ниях как суммарные извлечения, так и индивидуаль-
ные соединения проявляют преимущественно анти-
бактериальное, противогрибковое, антиоксидантное, 
противовирусное, гипотензивное, иммуномодули-
рующее, противоопухолевое и спазмолитическое  
действие.

Направление по исследованию химического соста-
ва и фармакологической активности существующих 
биологически активных добавок к пище, полученных 
их листьев, плодов, коры ореха черного, с последую-
щей их государственной регистрацией в качестве ле-
карственных средств является перспективным. Также 
представляет интерес разработка и совершенствова-
ние оптимальных технологий получения комплексных 
препаратов, содержащих широкий спектр биоло-
гически активных веществ этого сырья. Запатенова-
на БАД к пище, представляющая собой порошок коры 
ореха чёрного [54].
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Резюме
Введение. В настоящее время из-за появления новых антибиотиков широкого спектра действия и синтетических химиотерапевтических 
средств использование препаратов нитрофуранового ряда существенно снизилось. При этом они сохраняют значение для лечения 
неосложненных инфекций мочевыводящих путей и кишечных инфекций, а также в качестве местных антисептиков. Однако низкая 
растворимость в воде, возможность возникновения нежелательных реакций, а также отсутствие пролонгированного действия значительно 
ограничивают их использование. Известно, что включение биологически активных веществ в молекулу полисахарида позволяет 
совершенствовать уже известные лекарственные препараты, при этом изменяя их свойства. Так, при введении 5-нитрофуранового цикла в 
нативную альгиновую кислоту и некоторые её производные привело к появлению антифунгальной активности и улучшению растворимости. 
Однако сведения об антимикробной активности N-арилиден(алкалиден)гидразидов карбоксиметилальгиновой кислоты в литературе 
практически отсутствуют.
Цель. Синтез и изучение антимикробной активности N-арилиден(алкалиден)гидразидов карбоксиметилальгиновой кислоты при различном 
содержании биологически активного фрагмента.
Материалы и методы. Для доказательства строения синтезированных веществ были использованы ИК- и УФ-спектроскопия, антимикробная 
активность была анализирована методом двукратных серийных разведений на тест-культурах Staphylococcus aureus, Escherichia coli и Candida 
albicans.
Результаты и обсуждение. При введении 5-нитрофурфурола и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина в молекулу карбоксиметилальгиновой 
кислоты были получены образцы с антимикробной активностью, чей спектр действия отличается от фурацилина. Так, в полимерном 
ацилгидразоне β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина обнаружено высокое противогрибковое действие в отношении C. аlbicans, фунгистатическое 
и фунгицидное действие достигает 1,8 и 3,6 мкг/мл, соответственно.
Заключение. Синтезированные образцы полимерных ацилгидразонов 5-нитрофурфурола и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина обладают 
антимикробным действием, и в отличие от фурацилина (препарат сравнения) хорошо растворимы в воде и не оказывают раздражающего 
действия на кожу и слизистые. Выявлено содержание 5-нитрофуранового фрагмента, при котором достигается максимальная антимикробная 
активность.
Ключевые слова: карбоксиметилполисахариды, N-арилиденгидразиды карбоксиметилполисахаридов, нитрофураны, противогрибковая 
и противобактериальная активность.

Конфликт интересов: конфликта интересов нет.
Вклад авторов.  Авторы Косарева Д. Н. и Иозеп А. А. придумали и разработали эксперимент. Косарева Д. Н. синтезировала образцы, провела 
исследование их структуры и определение степени замещения, а также провела исследования по микробиологической активности. Косарева 
Д. Н., Иозеп А. А., Ананьева Е. П. участвовали в написании текста статьи. Все авторы участвовали в обсуждении результатов.

Для цитирования: Косарева Д. Н., Ананьева Е. П., Иозеп А. А. Антимикробная активность N-арилиден(алкилиден)гидразидов 
карбоксиметилальгиновой кислоты. Разработка и регистрация лекарственных средств. 2019; 8(3): 30–34.

Antimicrobial Activity of N-ariliden(alkylidene)hydrazides  
of Carboxymethylalginic Acid
Daria N. Kosareva1*, Elena P. Ananieva1, Anatolii A. Iozep1

1 – Saint-Petersburg State Chemical-Pharmaceutical University of the Ministry of Healthcare of Russia, 14A, Prof. Popov str., Saint-Petersburg, 197376, Russia

*Corresponding author: Daria N. Kosareva. E-mail: kutkinadaria@gmail.com

Received: 03.06.2019. Accepted: 11.07.2019

Abstract
Introduction. Nowadays, due to the emergence of new broad-spectrum antibiotics and synthetic chemotherapeutic agents, the use of nitrofuran 
has significantly decreased. At the same time, they remain important for the treatment of urinary tract infections and intestinal infections, as well as 
local antiseptics. However, low solubility in water, the possibility of undesirable reactions, as well as the absence of prolonged action significantly limit 
their use. It is known that the inclusion of biologically active substances in the polysaccharide molecule allows improving the already known drugs 
while changing their properties. Thus, the introduction of the 5-nitrofuran cycle in native alginic acid and some of its derivatives led to the emergence 
of antifungal activity and improved solubility. However, the information about the antimicrobial activity of N-arylidene(alkyliden)hydrazides of 
carboxymethylalginic acid in the literature are practically absent.
Aim. Synthesis and study of antimicrobial activity of N-arylidene(alkyliden)hydrazides of carboxymethylalginic acid with different content of a 
biologically active fragment.
Materials and methods. For the proof of the structure of the synthesized substances were used IR- and UV-spectroscopy, antimicrobial activity was 
analyzed by double serial dilution on the test-cultures Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans.
Results and discussion. With the introduction of 5-nitrofurfural and β-(5-nitro-2-furyl)-acrolein into the carboxymethylalginic acid, samples with 
antimicrobial activity were obtained, whose spectrum of action differs from furacilin. Thus, in the polymer acylhydrazones β-(5-nitro-2-furyl)-acrolein 
of alginic acid, a high antifungal action against C. albicans was found, the fungistatic and fungicidal action reaches 1,8 and 3,6 µg/ml.
Conclusion. The synthesized samples of polymer acylhydrazones 5-nitrofurfural and β-(5-nitro-2-furyl)-acrolein have antimicrobial action, and 
unlike furacilin are highly soluble in water and do not irritate the skin and mucous membranes. The content of 5-nitrofuran fragment, at which the 
maximum antimicrobial activity is achieved, is revealed.
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из современных подходов к получению 

физиологически активных полимеров (ФАП) является 
включение различных БАВ в молекулы полисахари-
дов. Такая модификация позволяет синтезировать но-
вые и совершенствовать уже известные лекарствен-
ные препараты, снижая их токсичность, пролонгируя 
действие, изменяя фармакокинетику, растворимость 
в воде и некоторые другие свойства. 

С этой целью разработаны различные схемы хи-
мической модификации полисахаридов (карбоксиме-
тильная, карбоксиэтильная и некоторые другие), от 
правильности выбора которых зависит сохранение 
активности введенного в полисахарид конкретного 
БАВ. 

Препараты нитрофуранового ряда нашли при-
менение еще в середине прошлого века. Не смотря 
на появление новых химиотерапевтических средств, 
они используются в урологии для лечения инфекции 
мочевыводящих путей и желчевыделительных орга-
нов, для очищения и промывания ран (при этом они 
не теряют действие при наличии гноя), используются 
при ожогах, пролежнях и мелких повреждениях ко-
жи. Главными недостатками препаратов нитрофура-
нового ряда является появление нежелательных ре-
акций организма и низкая растворимость активного 
вещества в воде [1].

Ранее нами [2] была предложена схема введения 
5-нитрофурилового фрагмента в альгиновую кисло-
ту (АК), используя карбоксиэтильную схему модифи-
кации полисахаридов. При этом оказалось, что полу-
ченные производные АК (полимерные ацилгидразоны 
5-нитрофурфурола и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина) 
обладают антимикробной активностью и в отличие 
от препаратов нитрофуранового ряда хорошо раст- 
воримы в воде. Синтезированные образцы ацил- 
гидразонов β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина облада-
ют высокой фунгицидной и фунгистатической актив-
ностью и в 2 раза превосходят препарат сравнения в 
отношении грамположительных бактерий. 

Эти результаты подтверждают и более ран-
ние исследования активности полимерных ана-
логов фурацилина: 5-нитрофурфурилиден- и 
3-(5-нитро-2-фурил)-2-пропенилиденгидразидов 
сульфатированной, карбоксиметилированной и на-

тивной альгиновой кислот [3]. В связи с этим инте-
ресно было сравнить активность полимерных БАВ 
от содержания нитрофуранового цикла в карбокси-
метилальгиновой кислоте.

Поэтому целью нашей работы был синтез и изуче-
ние антимикробной активности N-арилиден(алкали-
ден)гидразидов карбоксиметилальгиновой кислоты, а 
также сравнение их активности с активностью N-ари-
лиден(алкалиден)гидразидов карбоксиэтилальгино-
вой кислоты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовали альгиновую кислоту 

(CAS №  9005-32-7, Acros Organics, США). При помощи 
гель-хроматографии на колонке К-16/40 («РЕАНАЛ», 
Венгрия) (1,6×40 см) с сефадексом марки G-200 (CAS 
№  9041-36-5, Sigma Aldrich, США) было установле- 
но [4], что она состоит из полисахаридных фракций с 
молекулярной массой до 200  000 Да, которые в це-
лом сохраняются после алкилирования. Содержание 
карбоксильных групп после переосаждения – 97%, а 
после очистки водной щелочью – 100%. 

По разработанным ранее методикам из полисаха-
ридов получали соли их карбоксиметилпроизводных 
и сами поликислоты [5], этиловые эфиры карбоксиме-
тилальгиновой кислоты (Скм=1,3; Сээ=0,3–0,48) [5], кото-
рые использовали в дальнейшем в реакциях с биоло-
гически активными альдегидами.

N-арилиден(алкалиден)гидразидов карбоксиме-
тилальгиновой кислоты получали по методике из ста- 
тьи [2].

Строение полученных соединений доказано ИК- и 
УФ-спектроскопией [6]. 

Метод определения  
антимикробной активности

Противомикробную активность изучали на ка-
федре микробиологии ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава 
РФ [7]. В качестве тест-культур были использованы 
Staphylococcus aureus штамм АТСС 6538-Р, Escherichia 
coli штамм АТСС 25922, а также Candida albicans штамм 
ATCC 10231. Изучение антимикробной активности 
проводили методом двукратных серийных разведе-
ний. Взвесь тест-микроорганизмов готовили по стан-
дарту мутности Мак-Фарланда (2  · 108 КОЕ/мл). Мик- 
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робная нагрузка составляла 105 КОЕ/мл для бактерий 
и 104  КОЕ/мл для дрожжеподобных грибов. За мини-
мальную ингибирующую концентрацию (МИК) прини-
мали наименьшую концентрацию препарата, вызыва-
ющего задержку размножения (МИКст – минимальная 
статическая концентрация) или гибель тест-культуры 
(МИКц – минимальная цидная концентрация). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Объектами микробиологического исследова-

ния являлись N-арилиден(алкилиден)гидразиды 
карбоксиметилальгиновой кислоты (КМАК) с различ-
ным содержанием 5-нитрофуранового цикла, полу-
ченные по схеме, разработанной в СПХФУ (рисунок 
1) [6]. 

Полисахариды карбоксиметилировали хлоруксус-
ной кислотой в изопропиловом спирте в присутствии 
щелочи. Образцы Na-соли КМАК (II) пропускали через 
колонку с катионитом КУ-2-8 (Н+) для получения по-
ликислот (III). Синтез сложных эфиров (IV) проводили 
в кипящем этиловом спирте в условиях автокатализа. 
Гидразиды карбоксиметилполисахарида (V) получали 
при выдержке этиловых эфиров поликислот в среде 
гидразин гидрата в течение суток. 

Для получения гидразонов (VI) к натриевой соли 
гидразида в уксусной кислоте прибавляли 1-5-крат-
ный избыток этанольного раствора 5-нитрофурфуро-
ла или β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина, реакционную 
массу перемешивали при 40 °С в течение 1 ч [6]. Про-
дукт осаждали этиловым спиртом, переосаждали из 
воды этанолом и сушили в вакууме. 

Все синтезированные образцы хорошо раствори-
мы в воде в отличие от препаратов нитрофуранового 
ряда, что облегчает их дальнейшее использование. 

Полученные вещества характеризовали процентным 
содержанием 5-нитрофуранового фрагмента.

В качестве препарата сравнения использовали фу-
рацилин, структура которого наиболее близка к стро-
ению синтезированных образцов. Также были проана-
лизированы исходные субстраты: 5-нитрофурфурол и 
β-(5-нитро-2-фурил)-акролеин. Во всех исследуемых 
веществах рассчитывали содержание 5-нитрофурано-
вого фрагмента.

Микробиологический анализ гидразида поликис-
лоты (V), используемой в синтезе полимерных гидра-
зонов, показал, что он не активен в отношении выб- 
ранных тест-микроорганизмов (таблица 1). 

Как и ожидалось, фурацилин эффективен в от-
ношении как грамположительных, так и грамотри-
цательных бактерий. Однако дрожжеподобные гри-
бы С.  albicans не входят в спектр действия данного 
средства. При этом оказалось, что исходные субстра-
ты 5-нитрофурфурол и β-(5-нитро-2-фурил)-акро- 
леин эффективны в отношении S. aureus, но прояв-
ляют меньшую активность в отношении E. сoli. В то же 
время данные соединения в отличие от фурацилина 
обладают высоким фунгицидным и фунгистатическим 
действием. 

Следует отметить, что 5-нитрофурфурол и 
β-(5-нитро-2-фурил)-акролеин токсичны, вызыва-
ют раздражение кожи и слизистых. Как и фураци-
лин, они плохо растворяются в воде при комнатной 
температуре.

Введение в молекулы карбоксиметилальгиновой 
кислоты 5-нитро-2-фурильного фрагмента, также как 
и в случае карбоксиэтилальгиновой кислоты [2], при-
вело к образованию полимерных гидразонов с анти- 
микробной активностью, но спектр действия и мини-
мальные ингибирующие концентрации (МИК) полу-

Рисунок 1. Схема химической модификации альгиновой кислоты

Figure 1. Scheme of chemical modification of alginic acid
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ченных веществ несколько отличаются от активнос- 
ти фурацилина и исходных альдегидов (таблица 1). 
При этом синтезированные полимеры обладают хо-
рошей растворимостью в воде, а также благодаря по-
лисахаридной основе не оказывают раздражающего 
действия. 

Анализируя полученные результаты, следует от-
метить, что активность синтезированных производ- 
ных полисахаридов зависит от содержания нитро-
фуранового фрагмента в образце. К сожалению, чет-
кой закономерности влияния концентрации активно-
го вещества в полимере на его ингибирующий эффект 
не выявлено. Однако отмечаются определенные 
концентрации БАВ, при которых антимикробная ак-
тивность образца максимальная, и увеличение или 
уменьшение содержания активного компонента в по-
лисахаридном образце приводит к снижению эффек-
тивности антимикробного действия. 

Эта закономерность наблюдается для всех иссле-
дуемых нами модифицированных полисахаридов и 
микроорганизмов. Так, в полимерном ацилгидразо- 
не β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина (VI2) при содер-
жании активного вещества 5,0% МИКц составляет  
13,1 мкг/мл в отношении S. aureus и 6,0 мкг/мл в от-
ношении C. аlbicans. При увеличении концентрации 
5-нитрофуранового цикла до 11,6% МИКц снижает-
ся до 1,8  мкг/мл для грамположительных бактерий и  
3,6  мкг/мл для дрожжеподобных грибов. При даль-
нейшем увеличении содержания активного вещества 
до 14,7% происходит уменьшение антибактериаль-
ной и антифунгальной активности. Подобная законо-
мерность наблюдается и для N-арилиден(алкилиден)
гидразидов карбоксиэтилальгиновой кислоты [2] и в 

случае 5-нитрофурфурилиденгидразидов карбокси-
метилхитина [8].

Следовательно, для достижения максимальной 
активности модифицированного полисахарида не-
обходимо вводить в его молекулу строго определен-
ное количество биологически активного фрагмента. 
Например, в продукте реакции β-(5-нитро-2-фурил)- 
акролеина с КМАК в полисахариде должно быть 11–
12% нитрофуранового цикла. 

Не смотря на то, что исходные альдегиды (5-нит- 
рофурфурол и β-(5-нитро-2-фурил)-акролеин) имеют 
примерно одинаковую антимикробную активность, 
синтезированные образцы полимерных ацилгидразо-
нов β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина (VI2), также как и 
соответствующие ацилгидразоны на основе карбок-
сиэтилальгиновой кислоты [2], оказались значительно 
более активными, чем ацилгидразоны 5-нитрофурфу-
рола (VI1). Они имеют сильно выраженный бактери-
цидный и бактериостатический эффект в отношении 
S. aureus превосходящий препарат сравнения в 2 раза 
(рисунок 2) и сопоставимый с активностью исходного 
альдегида. В отношении E.coli все синтезированные со-
единения оказались не эффективны.

Как мы и ожидали, основываясь на исследовании 
N-арилиден(алкилиден)гидразидов карбоксиэтилаль-
гиновой кислоты [2], полученные образцы производ- 
ных карбоксиметилальгиновой кислоты проявляют 
высокую противогрибковую активность в отношении 
C. аlbicans, в отличие от фурацилина. Как и по отноше-
нию к S. aureus наибольшей антимикробной актив-
ностью обладают продукты реакции гидразида КМАК 
с β-(5-нитро-2-фурил)-акролеином, фунгистатичес- 
кое и фунгицидное действие которых достигает 1,8 и  
3,6 мкг/мл, соответственно (рисунок 3). Следует так же 

Таблица 1. Противомикробная активность исходных веществ, препарата сравнения и N-арилиден(алкилиден)гидразидо 
в карбоксиметилальгиновой кислоты 

Table 1. Antimicrobial activity of the original substance, furacilin and N-arylidene(alkylidene)hydrazides of carboxymethylalginic acid

Образец Содержание 
БАВ масс. %

Тест-микроорганизмы

S. aureus E. coli С. albicans

МИКст, мкг/мл МИКц,мкг/мл МИКст, мкг/мл МИКц, мкг/мл МИКст, мкг/мл МИКц, мкг/мл

Гидразид КМАК Не активен в отношении выбранных тест-культур

5-нитрофурфурол 1,2 4,9 4,7 19,9 0,6 1,2

β -(5-нитро-2-фурил)-акролеин 1,1 4,3 4,3 17,4 0,14 0,54

Фурацилин (препарат сравнения) 2,8 5,7 2,8 5,7 >500 -

VI1

4,6 5,5 21,9

Не активны в отношении E.coli

43,7 87,4

7,9 2,2 17,8 35,6 71,1

11,6 6,9 27,6 55,1 110,2

14,8 18,5 37,0 74 148

VI2

5,0 6,6 13,1

Не активны в отношении E.coli

3,0 6,0

11,6 0,9 1,8 1,8 3,6

13,5 1,05 2,1 2,1 4,2

14,7 2,3 4,6 2,3 4,6
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отметить, что соответствующие N-арилиден(алкили-
ден) производные гидразидов карбоксиметил- и кар-
боксиэтилальгиновой кислоты имеют примерно оди-
наковое фунгистатическое и фунгицидное действие 
1,5–1,8 и 3,0–3,6 мкг/мл, соответственно (рисунок 3).

Механизм бактерицидного действия нитрофура-
нов связан с восстановлением нитрогрупп препаратов 
до токсичных продуктов, которые нарушают процесс 
клеточного дыхания. Модифицированные полисаха-
риды имеют 5-нитрофурановые центры, которые спо-
собны создавать высокие концентрации биологически 
активного вещества в клетке, таким образом, прояв-
ляя выраженное антимикотическое действие. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Изучение гидразонов 5-нитрофурфурола и 
β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина на основе карбоксиме-
тилальгиновой кислоты показало, что синтезирован-
ные вещества обладают антимикробной активностью 

и, в отличие от фурацилина и исходных альдегидов, хо-
рошо растворимы в воде и не оказывают раздражаю-
щего действия.

Полученные образцы полимерных ацилгидразо-
нов β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина обладают высо-
ким фунгицидным и фунгистатическим эффектом, и в 
2 раза превосходят препарат сравнения в отношении 
грамположительных бактерий.

Для достижения максимальной активности моди-
фицированного полисахарида необходимо вводить в 
его молекулу строго определенное количество биоло-
гически активного фрагмента. 
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Рисунок 2. Антибактериальная активность фурацилина, 5-ни-
трофурфурола, β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина и ацилги-
дразонов β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина по отношению к 
S. aureus

Figure.2. Antibacterial activity of furacilin, 5-nitrofurfural, β-(5-
nitro-2-furyl)-acrolein and acylhydrazones β-(5-nitro-2-furyl)-
acrolein of alginic acid on S. aureus

Рисунок 3. Антифунгальная активность фурацилина, 5-нитро-
фурфурола, β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина и ацилгидразо-
нов β-(5-нитро-2-фурил)-акролеина по отношению к C. аlbicans

Figure 3. Antifungal activity of furacilin, 5-nitrofurfural, β-(5-
nitro-2-furyl)-acrolein and acylhydrazones β-(5-nitro-2-furyl)-
acrolein of alginic acid on C. аlbicans
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Резюме
Введение. Согласно данным литературы, современные технологии, в частности экстракция в ультразвуковом поле, позволяют получать 
концентраты биологически активных веществ (БАВ) практически с полным сохранением химического состава, присущего природному 
сырью, и высоким выходом экстрактивных веществ. А возможность при этом регулировать в ходе технологического процесса концентрацию 
извлекаемых действующих веществ открывает перспективы использования природных компонентов в качестве основной фармацевтической 
субстанции.
Цель. Целью настоящего исследования явился выбор оптимального метода экстрагирования для получения извлечений с высоким 
содержанием БАВ из семян пажитника сенного. 
Материалы и методы. Экстракты получали при температуре 60±2 °С методом динамической мацерации. Ультразвуковую экстракцию 
проводили с помощью ультразвуковой установки И100-6/4. В качестве экстрагентов в обоих случаях была использована вода очищенная и 
растворы этанола в различной концентрации от 40 до 90%. Соотношение сырье:экстрагент составляло 1:10 (по массе). Навеску растительного 
сырья (10 г) помещали в стакан и заливали 100 см3 экстрагента. Далее осуществляли мацерацию или обработку ультразвуком. Мацерацию 
проводили при перемешивании на магнитной мешалке, скорость вращения 100 об/мин. Экстрагирование осуществляли при температуре 
55–60 °С в течение 5 час. Ультразвуковое воздействие на твердое растительное сырье проводили с интенсивностью в диапазоне от 17 до 
22 кГц в течение 30–60 мин. 
Результаты и обсуждение. Проведенные исследования позволили определить количество экстрактивных веществ в семенах пажитника 
сенного и выбрать наиболее перспективный метод экстрагирования для получения извлечений с высоким содержанием БАВ. Сравнение 
динамической мацерации и ультразвуковой экстракции показало, что метод ультразвуковой экстракции при частоте колебаний 22  кГц 
является более перспективным. За 1 час экстракции удалось достичь истощения сырья. Установлено, что содержание экстрагируемых веществ 
прямо пропорционально зависит от продолжительности обработки и частоты ультразвуковых волн. Коэффициент корреляции составил 
0,78. Однако ультразвуковая экстракция при воздействии в течение 60 мин позволяет получить большее количество экстрактивных веществ 
по сравнению с динамической мацерацией. Для достижения такого же уровня экстрактивных веществ методом динамической мацерации 
сырье необходимо обрабатывать в течение 5 час.
Заключение. Для получения извлечений из семян пажитника сенного оптимальным методом экстрагирования является ультразвуковая 
экстракция при частоте 22 кГц и времени экстракции 60 мин.

Ключевые слова: ультразвук, экстракция, экстракт, динамическая мацерация, пажитник сенной, лекарственное растительное сырье, 
экстрактивные вещества.
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Abstract
Introduction. According to the literature, modern technologies, in particular, extraction in an ultrasonic field, make it possible to obtain concentrates 
of biologically active substances (BAS) with almost complete preservation of the chemical composition inherent in natural raw materials and high 
yield of extractive substances. At the same time, the ability to regulate the concentration of recoverable active substances during the technological 
process opens up prospects for the use of natural components as the main pharmaceutical substance. 
Aim. The purpose of this study was to select the optimal extraction method for obtaining extracts with a high content of BAS from fenugreek seeds. 
Materials and methods. Extracts were obtained at a temperature of 60±2 °С, by the method of dynamic maceration using an ultrasonic device. 
Ultrasonic extraction was performed using an ultrasonic installation I100-6/4. In both cases, purified water and ethanol solutions in various 
concentrations from 40 to 90% were used as extractants. The ratio of raw materials: extractant was as 1:10 (by weight). A portion of vegetable raw 
materials (10 g) was placed in a glass and poured 100 cm3 of extractant. Next, maceration or sonication was performed. Maceration was performed 
with magnetic stirring, the rotation speed was 100 rpm. Extraction was carried out at a temperature of 55–60 °C for 5 hours. Ultrasonic effects on 
solid plant materials were carried out with an intensity in the range from 17 to 22 kHz for 30–60 minutes. 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

© Белокуров С. С., Флисюк Е. В., Смехова И. Е., 2019
© Belokurov S. S., Flysyuk E. V., Smekhova I. E., 2019

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2019-8-3-35-39&domain=pdf&date_stamp=2019-09-06


36 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

Results and discussion. Studies have allowed to determine the amount of extractives in the seeds of fenugreek hay, and choose the most promising 
method of extraction to obtain extracts with a high content of biologically active substances. A comparison was made between dynamic maceration 
and ultrasonic extraction. The most promising was the method of ultrasonic extraction at an oscillation frequency of 22 kHz. For 1 hour of extraction, 
it was possible to achieve depletion of raw materials. It is established that the content of extractable substances directly proportional depends on 
the duration of treatment and the frequency of ultrasonic waves. The correlation coefficient was 0.78. 
Conclusion. Ultrasonic extraction when exposed for 60 minutes allows you to get a greater amount of extractives compared with dynamic maceration. 
To achieve the same level of extractive substances by the method of dynamic maceration, the raw materials must be processed within 5 hours.

Keywords: ultrasound, extraction, extract, dynamic maceration, fenugreek, medicinal plants, extractive substances.
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ВВЕДЕНИЕ 
Пажитник сенной (Trigonella foenum-graecum, или 

хельба, шамбала) – однолетнее растение семейства 
бобовых (Fabaceae). Центром происхождения счита-
ется Восточное Средиземноморье. В России возде-
лывается на юге страны как пряное растение. С дав-
них времен пажитник сенной широко используется в 
медицине разных народов. Целители Древней Индии 
отмечали благотворное влияние пажитника (шамба-
лы) на женское здоровье вообще и в период лакта-
ции, в частности. Экстракты из пажитника применяли 
при болезненных менструациях. Страдающие слабос- 
тью мужчины также использовали препараты из па-
житника. В Египте с древних времен большой попу-
лярностью пользовался так называемый египетский 
«желтый чай» – хельба. Этот напиток на основе семян 
шамбалы обладает согревающим, болеутоляющим и 
противовоспалительным действием. Тибетские цели-
тели отмечали, что шамбала улучшает работу сердца, 
понижает давление, улучшает кроветворную функцию, 
оказывает общее тонизирующее действие на орга-
низм, что делает пряность ценной на этапе восстанов-
ления после болезней или операций. 

Современная медицина подтверждает, что извле-
чения из шамбалы стимулируют пищеварение, улуч-
шают аппетит, обладают обволакивающим свойством, 
улучшают обмен веществ у больных сахарным диабе-
том [1]. С лечебной целью используют главным обра-
зом зрелые семена пажитника сенного, однако, при-
меняют и траву, собранную во время цветения [2, 3]. 
Согласно данным литературы семена пажитника сен-
ного содержат следующие вещества: алкалоид три-
гонеллин, никотиновую и фолиевую кислоты, рутин, 
стероидные сапонины и фитостерины (диосгенин, 
ямогенин, гитогенин, тигогенин и гликозиды диосцин 
и ямосцин), флавоноиды, слизистые и горькие ве-
щества, эфирные масла, жирное масло, белки, танины, 
витамины, фосфор, железо, калий, магний, кальций, 
мышьяк. Основной группой действующих веществ, 
представляющих интерес для получения лекарствен-

ных препаратов и биологически активных добавок к 
пище, являются фитостерины, оказывающие гипогли-
кемический эффект [4]. 

Традиционные методы экстракции (перколяция 
и мацерация), применяемые для получения извлече-
ний, являются очень длительными и трудоемкими. В 
то же время, согласно данным литературы, современ-
ные технологии, в частности экстракция в ультразву-
ковом поле, позволяют получать концентраты биоло-
гически активных веществ (БАВ) практически с полным 
сохранением химического состава, присущего при-
родному сырью, и высоким выходом экстрактивных 
веществ. Возможность при этом регулировать в ходе 
технологического процесса концентрацию извлека-
емых действующих веществ открывает перспективы 
использования природных компонентов в качестве 
основной фармацевтической субстанции [5].

Целью настоящего исследования явился выбор 
оптимального метода экстрагирования для получения 
извлечений с высоким содержанием БАВ из семян па-
житника сенного. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта исследования были исполь-

зованы семена пажитника сенного, экотип Марокко, 
приобретенные в фирме Фитокаса г. Касабланка (Ма-
рокко). Товароведческий анализ показал соответствие 
сырья требованиям ГФ XIV издания [6].

Экстракты получали при температуре 60±2 °С ме-
тодом динамической мацерации. Ультразвуковую 
экстракцию проводили с помощью ультразвуковой 
установки И100-6/4 (рисунок 1) («Ультразвуковая тех-
ника Инлаб», г. Санкт-Петербург, Россия). В качестве 
экстрагентов в обоих случаях была использована вода 
очищенная и растворы этанола в различной концент- 
рации от 40 до 90%. Соотношение сырье:экстрагент 
составляло 1:10 (по массе). 

Навеску растительного сырья (10 г) помещали в 
стакан и заливали 100 см3 экстрагента. Далее осущест-
вляли мацерацию или обработку ультразвуком.
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Мацерацию проводили при перемешивании на 
магнитной мешалке, скорость вращения 100 об/мин. 
Экстрагирование осуществляли при температуре 55–
60 °С в течение 5 часов.

Для проведения ультразвуковой экстракции на-
садку генератора погружали в стакан. Ультразвуковое 
воздействие на твердое растительное сырье проводи-
ли с интенсивностью в диапазоне от 17 до 22 кГц в тече-
ние 30–60 минут. 

Для повышения выхода экстрагируемых веществ 
оптимизировали параметры ультразвуковой кавита-
ции: температуру и продолжительность экстракции.

Затем в полученных извлечениях определяли сум-
му экстрактивных веществ согласно ОФС.1.5.3.0006.15 
«Определение содержания экстрактивных веществ в 
лекарственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах». 

Извлечения тщательно взбалтывали и фильтро-
вали через сухой бумажный фильтр в сухую колбу 
вместимостью 150–200 см3. 25 см3 фильтрата пипет-
кой переносили в предварительно высушенную при 
температуре 100–105 °С до постоянной массы и точно 
взвешенную фарфоровую чашку диаметром 7–9 см, и 
выпаривали на водяной бане досуха. Чашку с остатком 
сушили при температуре 100–105 °С до постоянной 
массы, затем охлаждали в течение 30 мин в эксикато-
ре, на дне которого находился кальция хлорид без-
водный, и немедленно взвешивали [5]. 

Содержание экстрактивных веществ в процентах 
(Х) в пересчете на абсолютно сухое сырье вычисляли 
по формуле 1: 

X
m
m W

=
× ×

−
200 100
1001( )

,
 

(1)

где m – масса сухого остатка, в граммах; m1 – масса сы-
рья, в граммах; W – потеря в массе при высушивании 
сырья, в процентах. 

Потерю в массе при высушивании сырья (W) в про-
центах определяли по формуле 2: 

X
m m

m
=

− ×( )
,1 100

(2)

где m – масса сырья до высушивания, в граммах; m1 – 
масса сырья после высушивания, в граммах.

Экстракцию проводили трижды. 
Статистическую обработку результатов проводи-

ли, используя коэффициент Стьюдента. Доверитель-
ный интервал 0,95. Полученные данные представлены 
на рисунках 2 и 3 и в таблице 1. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Применение ультразвука отличается существен-

ными преимуществами по сравнению с традицион-
ными технологиями обработки сырья. В частности, он 
обеспечивает более глубокое проникновение раство-
рителя в материал с клеточной структурой, уменьша-
ет продолжительность обработки, обеспечивает бо-
лее высокий выход продукта и воспроизводимость, 
снижает расход растворителя, увеличивает скорость 
процесса, позволяет экстрагировать термолабильные 
вещества. Оборудование не требует больших затрат 
на обслуживание, для обработки расходуется мень-
ше энергии. Таким образом процесс становится более 
экологичным и экономически обоснованным. 

При ультразвуковой экстракции в системе «твер-
дое тело-жидкость» основной механизм включает 
разрушение структуры поверхности, диффузию, ка-
пиллярные звуковые эффекты и акустические микро-
вихри, прохождение через мембраны клеток и ло-
кальные тепловые эффекты. Увеличить коэффициент 
внутренней молекулярной диффузии при прочих рав-
ных условиях можно за счет снижения размеров час- 
тиц экстрагируемого материала [7]. 

Таблица 1. Зависимость концентрации (%) экстрагируемых веществ от времени динамической мацерации

Table 1. The dependence of the concentration (%) of the extracted substances on time dynamic maceration

Экстрагент
Время  
экстрагирования,  
час 

Вода 
очищенная

Спирт этиловый, % об. концентрация

40 50 60 70 80 90

1 10,9±1,3 9,6±0,8 11,1±1,4 12,7±1,0 11,8±1,4 11,0±0,9 10,5±1,6

2 16,7±1,1 15,4±1,3 17,5±0,5 18,9±1,9 17,7±1,3 16,4±0,5 15,7±1,0

3 21,1±2,7 22,7±0,9 23,1±1,0 24,6±1,3 23,5±2,3 22,8±1,1 20,5±2,4

4 26,6±2,1 28,7±0,7 29,3±0,7 30,4±2,2 29,9±1,7 28,3±2,3 27,2±3,3

5 32,8±1,0 33,3±1,7 34,1±1,5 35,7±2,8 35,0±1,9 33,2±1,0 32,1±0,7

Рисунок 1. Ультразвуковая установка И100-6/4

Figure 1. Ultrasonic device I100-6/4
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Следует отметить, что во время проводимой на-
ми ультразвуковой обработки сырья в зависимости 
от мощности ультразвука и продолжительности воз-
действия наблюдалось повышение температуры до 
55–60 °С. Однако установлено, что данное изменение 

температуры не приводило к инактивации БАВ. Ди-
намическую мацерацию проводили при этой же тем-
пературе. Зависимость концентрации экстрагируе-
мых веществ от интенсивности ультразвуковых волн 
представлена на рисунке 3.

Рисунок 3. Зависимость концентрации экстрагируемых веществ (%) от интенсивности ультразвуковых волн (УЗ – частота 
колебания)

Paint 3. The dependence of the concentration of extractable substances (%) on the intensity of ultrasonic waves (US – oscillation 
frequency)

Рисунок 2. Зависимость концентрации экстрагируемых веществ от времени ультразвукового воздействия 

Paint 2. The dependence of the concentration of the extracted substances on the time of ultrasound exposure
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Установлено, что содержание экстрагируемых ве-
ществ прямо пропорционально зависит от продолжи-
тельности обработки и частоты ультразвуковых волн 
(рисунок 2). Коэффициент корреляции составил 0,78. 
Однако ультразвуковая экстракция при воздействии 
в течение 60 минут позволяет получить большее ко-
личество экстрактивных веществ по сравнению с ди-
намической мацерацией. Для достижения такого же 
уровня экстрактивных веществ методом динамичес- 
кой мацерации сырье необходимо обрабатывать в те-
чение 5 часов. 

Дальнейшее увеличение продолжительности и 
интенсивности обработки сырья ультразвуком (более 
1 часа и 22 кГц) не приводит к увеличению содержания 
БАВ в экстракте, а вызывает их разрушение и инакти-
вацию [7].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Оптимальным методом экстрагирования для полу-

чения извлечений из семян пажитника сенного явля-
ется ультразвуковая экстракция при частоте 22 кГц и 
времени экстракции 60 мин. 
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Резюме
Введение. В статье представлены данные по разработке и реализации способа измерения влажности сыпучего материала при его 
пневмотранспортировании в фармацевтическом производстве. Способ измерения влажности теоретически основан на физическом 
эффекте Поккельса. Приведен анализ существующих на данный момент фармакопейных методов контроля количественного содержания 
воды и методов внутрипроизводственного контроля процесса сушки. Разработка новых методов и технических средств, обеспечивающих 
необходимое быстродействие и точность измерения влажности является актуальной задачей, особенно в фармацевтической промышленности 
для контроля остаточной влажности исходных веществ, промежуточных продуктов в процессе их производства и готовой продукции.
Текст. Анализ теоретических предпосылок проведенных авторами работ по способу и техническим системам измерения массы сыпучих 
диэлектрических материалов при их пневмотранспортировании показывает возможность измерения влажности сыпучего диэлектрического 
материала, перемещаемого воздухом по трубопроводу, новым бесконтактным способом. Предлагаемый способ базируется на одном 
измеряемом параметре – интенсивности световой волны, проходящей через ячейку Поккельса. Представлена структурная схема 
разработанной авторами системы автоматизированного измерения влажности сыпучих диэлектрических материалов с электрооптической 
ячейкой Поккельса. В статье приведено описание способа измерения влажности, основанного на эффекте Поккельса, для сыпучего материала 
при его пневмотранспортировании.
Заключение. Предлагаемый способ измерения влажности является бесконтактным, просто технически реализуемым, обладает повышенным 
быстродействием и точностью измерений, поскольку базируется на эффекте Поккельса. Способ является универсальным для определения 
влажности сыпучих диэлектрических материалов в процессе их пневмотранспортирования. Вышеперечисленные преимущества данного 
способа позволяют предположить возможность его успешного применения в фармацевтическом производстве.

Ключевые слова: сыпучий диэлектический материал, влажность, эффект Поккельса, управление потоком, фармацевтическое производство.
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Abstract
Introduction. The article presents data on the development and implementation of a method for measuring the moisture content of bulk material 
during its pneumatic transport in pharmaceutical production. The method of measuring moisture is theoretically based on the physical Pockels effect. 
An analysis of the currently existing pharmacopoeial methods for monitoring the quantitative water content and methods of in-process control of 
the drying process is presented. The development of new methods and technical means that provide the necessary speed and accuracy of moisture 
measurement is an important task, especially in the pharmaceutical industry to control the residual moisture of the starting materials, intermediate 
products during their production and finished products.
Text. Analysis of the theoretical assumptions for the method and technical systems for measuring the mass of bulk dielectric materials during their 
pneumatic conveying shows the ability to measure the moisture content of the bulk dielectric material transported by air through a pipeline in a new 
non-contact manner. The proposed method is based on one measurable parameter – the intensity of the light wave passing through the Pockels 
cell. A block diagram of the system developed by the authors for automated moisture measurement of bulk dielectric materials with an electro-
optical Poсkels cell is presented. The article describes a method for measuring moisture, based on the Pockels effect, for bulk material during its 
pneumatic transport.
Conclusion. The proposed method of measuring moisture is contactless, just technically feasible, has a high speed and measurement accuracy, since 
it is based on the Pockels effect. The method is universal for determining the moisture content of bulk dielectric materials in the process of their 
pneumatic transportation. The above advantages of this method suggest the possibility of its successful application in pharmaceutical production.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время во многих отраслях промыш-

ленности при переработке сыпучих материалов 
применяется их пневмотранспортирование по тру-
бопроводам. При пневмотранспортировании в техно-
логических процессах производства необходим опе-
ративный контроль влажности сыпучих материалов.

На сегодняшний день официальными фармако-
пейными методами определения воды в фармацев-
тическом производстве являются метод К.  Фишера 
(полумикрометод), микрометод определения воды 
(кулонометрический), определение воды методом 
дистилляции [1–5].

Также, к косвенным методам определения содер-
жания воды можно отнести контроль потери в массе 
при высушивании [6–8]. В данном случае будет опре-
деляться потеря в массе за счет гигроскопической вла-
ги и летучих веществ.

Вышеуказанные методы имеют ограничения. Ме-
тод К.  Фишера (полумикрометод), микрометод опре-
деления воды (кулонометрический) требуют исполь-
зование дорогостоящих титраторов, стандартных 
образцов для их калибровки и реактивов. Применение 
метода дистилляции и контроля потери в массе при 
высушивании также требует наличия специального 
оборудования, а также связано с нагреванием испыту-
емых образцов, что значительно сужает область при-
менения. Кроме того, все вышеперечисленные методы 
являются контактными и требуют отбора испытуемых 
образцов, для которого необходимо организовать ус-
ловия, предотвращающие контаминацию материала, 
работу квалифицированного персонала.

Для внутрипроизводственного контроля процес-
са сушки известно использование других методов. На-
пример, применение спектроскопических методов, 
включая инфракрасную спектроскопию (IR), инфра-
красную спектроскопию в ближней области спектра 
(NIR) и спектроскопию комбинационного рассеяния 
света (рамановская спектроскопия спектроскопию), 
зависит от количественного содержания растворителя 
относительно твердого материала для контактных из-
мерений, то есть предполагающих прямое соприкос-
новение пробоотборника и высушиваемого матери-
ала) или количественного содержания паров в потоке, 
выходящем через газоотводное отверстие сушилки [9, 
10]. Удаление воды в процессе сушки может контро-
лироваться с помощью конденсационного гигромет- 
ра, которые обычно устанавливают в газоотводной 
трубке между сушильной камерой и вакуумным насо-
сом [9, 11]. Для определения кристаллической структу-

ры и выявления изменений морфологических свойств 
или гидратирования/сольватирования молекулы мо-
жет применяться порошковый рентгеноструктурный 
анализ (XPRD). Как и другие автономные методы, по-
рошковый рентгеноструктурный анализ как аналити-
ческий метод обладает основным недостатком, заклю-
чающимся в том, что для анализа используют образцы, 
изъятые из сохнущего материала, которые могут ока-
заться нехарактерными для всего материала, находя-
щегося в сушилке [9].

Резюмируя вышесказанное, при использовании 
существующих на данный момент фармакопейных ме-
тодов контроля количественного содержания воды и 
методов внутрипроизводственного контроля процес-
са сушки производитель несет значительные затраты 
ресурсов и времени.

Разработка новых методов и технических средств, 
обеспечивающих необходимое быстродействие и точ-
ность измерения влажности является актуальной за-
дачей, особенно в фармацевтическом производстве 
для контроля остаточной влажности исходных ве-
ществ, промежуточных продуктов в процессе их про-
изводства и готовой продукции.

Анализ теоретических предпосылок проведен-
ных работ по способу и техническим системам изме-
рения массы сыпучих диэлектрических материалов 
при их пневмотранспортировании [12–15] показывает 
возможность измерения влажности сыпучего диэлект- 
рического материала, перемещаемого воздухом по 
трубопроводу, новым бесконтактным способом. Пред-
лагаемый способ базируется на одном измеряемом па-
раметре – интенсивности световой волны, проходя-
щей через ячейку Поккельса.

В способе двухфазный поток сыпучего диэлект- 
рического материала, перемещаемого воздухом по 
трубопроводу, пропускают через электрическое по-
ле, создаваемое конденсатором, расположенным в 
диэлектрической вставке в трубопроводе. Световая 
волна, проходящая через амплитудный оптический 
модулятор света (ячейка Поккельса), амплитудно мо-
дулируется токами поляризации диэлектрического 
материала и регистрируется ее интенсивность от вре-
мени транспортирования. 

Первоначально пропускают эталонный материал 
с заданным содержанием влаги и определяют элемен-
тарную площадь под графиком зависимости интен-
сивности световой волны от времени – цикл измере-
ния для первоначально пропускаемого эталонного 
материала с заданным содержанием влаги. Затем про-
пускают поток исследуемого материала, повторяют 
операции по измерению элементарной площади под 
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графиком зависимости интенсивности световой вол-
ны от времени – цикл измерения для потока исследу-
емого материала. Вычисляют значение влажности по 
формуле:

W
S S

S
=

−∆ ∆
∆
1 2

2
, (1)

где W – влажность элементарной массы транспорти-
руемого материала за заданный промежуток време-
ни – цикл измерения по отношению к эталонному ма-
териалу; ΔS1 – элементарная площадь под графиком 
зависимости световой волны от времени за цикл из-
мерения для исследуемого материала; ΔS1  – элемен-
тарная площадь под графиком зависимости световой 
волны от времени за цикл измерения для данного эта-
лонного материала с заданным содержанием влаги. 

Определяют полную площадь под графиком зави-
симости интенсивности световой волны от времени 
транспортирования исследуемого материала сложе-
нием элементарных площадей по формуле:

S S
i

n

i1
1

1=
=
∑( ) ,∆ (2)

где n – число циклов измерения за заданное время 
транспортирования.

Определяют полную площадь под графиком ин-
тенсивности световой волны от времени транспорти-
рования данного эталонного материала с заданным 
содержанием влаги путем циклического сложения 
элементарных площадей по формуле:

S S
i

n

i2
1

2=
=
∑( ) .∆ (3)

Вычисляют среднее значение влажности по отно-
шению к эталонному материалу по формуле:

1 2
ср. отн.

2
.

S S
W

S
−

= (4)

Вычисляют истинную влажность исследуемого ма-
териала по формуле:

Wср.= Wср.отн. ∙ k, (5)

где k – доля содержания влаги в эталонном материале 
с заданным содержанием влаги.

Способ может быть осуществлен с помощью 
устройства, изображенного на рисунке 1.

Устройство содержит встроенную в трубопровод 
1 измерительную диэлектрическую вставку 2, высо-
ковольтный источник питания 3, который соединен с 
последовательно включенными обкладками 4 измери-
тельного конденсатора и обкладками 5 регистрирую-
щего конденсатора. Регистрирующий конденсатор и 
расположенный между его обкладками кристалл ни-
обата лития 6 представляют амплитудно-оптический 

модулятор Поккельса. На вход модулятора через по-
ляризирующую призму 7 поступает световая волна, 
генерируемая лазерным диодом 8, которая на выходе 
из кристалла 6 отражается плоским зеркалом 9 в об-
ратном направлении. Промодулированная дважды – в 
прямом и обратном направлении, световая волна че-
рез поляризующую призму 7 поступает на фотоприем-
ник 10, который соединен с микроконтроллером 11 и 
индикатором 12.

Предлагаемый способ осуществляется следую-
щим образом. Двухфазный материало-воздушный по-
ток, материальная составляющая которого представ-
ляет сыпучий диэлектрический материал, пропускают 
по трубопроводу 1 через измерительную вставку 2 с 
вмонтированными в нее обкладками 4 измеритель-
ного конденсатора, которые подключены последова-
тельно к высоковольтному источнику питания 3 и к 
обкладкам 5 регистрирующего конденсатора.

Высоковольтный источник питания создает элект- 
рическое поле на обкладках 4 измерительного кон-
денсатора направленное по движению двухфазного 
материало-воздушного потока. Движение двухфаз-
ного материало-воздушного потока вызывает изме-
нение емкости измерительного конденсатора 4 про-
порционально изменению концентрации материала. 
Соответственно изменяется напряженность электри-
ческого поля в последовательно включенной ячейке 
Поккельса, состоящей из кристалла ниобата лития 6 с 
обкладками регистрирующего конденсатора 5.

Изменение напряженности электрического поля 
вызывает амплитудную модуляцию светового потока, 
генерируемого лазерным излучателем 8, проходящего 
через поляризующую призму 7 и электрооптический 
элемент – кристалл ниобата лития 6. Промодулирован-

Рисунок 1. Примерная структурная схема измерителя влаж-
ности пневмотранспортируемого сыпучего материала

Figure 1. An exemplary block diagram of a moisture meter for a 
pneumotransport bulk material
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ный световой поток отражается в плоском зеркале 9 и 
проходит в обратном направлении через электрооп-
тический элемент 6. Зеркало 9 позволяет удвоить дли-
ну оптического пути светового потока через электро-
оптический элемент и соответственно его модуляцию, 
повысить чувствительность измерителя [16].

Интенсивность амплитудно-модулированной све-
товой волны, в зависимости от концентрации прохо-
дящего через измерительную вставку материала и его 
диэлектрической проницаемости, регистрируется фо-
топриемником 10. С выхода фотоприемника аналого-
вый электрический сигнал напряжения поступает в 
микроконтроллер 11, содержащий усилитель сигна-
ла и АЦП – амплитудно-цифровой преобразователь. 
После преобразования измеренных аналоговых сиг-
налов напряжения в цифровую форму вычисляется 
влажность элементарной массы транспортируемо-
го материала по отношению к эталонному материалу 
за цикл измерения в соответствии с заложенным ал-
горитмом (1), а также среднее значение влажности по 
отношению к эталонному материалу за время транс-
портирования (4) и истинная влажность исследуемого 
материала (5). С выхода микроконтроллера 11 инфор-
мацию направляют на индикатор 12. На индикаторе 
отображается образ представления результатов изме-
рения влажности в виде цифр, графиков и гистограмм. 
Устройство изготавливают из покупных изделий. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, предлагаемый способ измерения 

влажности является бесконтактным, просто техничес- 
ки реализуемым, обладает повышенным быстродейст- 
вием и точностью измерений поскольку базируется 
на эффекте Поккельса. Способ является универсаль-
ным для определения влажности сыпучих диэлектри-
ческих материалов в технологическом процессе их 
пневмотранспортирования. Вышеперечисленные пре-
имущества данного способа позволяют предположить 
возможность его успешного применения в фармацев-
тическом производстве.
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Резюме
Введение. Для разработки состава лекарственных препаратов в настоящее время рекомендуется применять современный подход – качество 
через разработку (quality by design). Одним из методов внедрения данного подхода является использование современного статистического 
программного обеспечения.
Цель. Целью работы была разработка состава и технологии таблеток с применением программы Minitab (ver. 18), Minitab LLC, США и 
концепции «quality by design».
Материалы и методы. Для исследования использовалась программа Minitab 18. В программе разрабатывался план эксперимента и 
проводилась оценка полученных на основании его моделей с помощью методов математической статистики.
Результаты и обсуждение. Проведена разработка состава и технологии таблеток на примере шипучих таблеток с сухим экстрактом 
растительного происхождения методом прямого прессования с применением концепции «quality by design». Предложены алгоритмы 
действий по использованию программного пакета Minitab для целей фармацевтической разработки. Построен план эксперимента и 
сгенерированы модели зависимости показателей качества от состава и технологических параметров [основных критических атрибутов 
качества (CQA) от критических параметров процесса (CPP)]. Полученные модели проанализированы с помощью статистических 
инструментов.
Заключение. На основании результатов работы был предложен алгоритм разработки лекарственных препаратов в программе Minitab с 
использованием концепции quality by design и предложен состав таблеток с сухим экстрактом растительного происхождения.

Ключевые слова: качество через разработку, quality by design, разработка лекарственных препаратов, многофакторный эксперимент, 
регрессионный анализ.
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Abstract
Introduction. The development of the composition of drugs is very difficult and long process. To implement it, it is currently recommended to 
apply a modern approach – quality through the development of Quality by design. One of the methods for introducing this approach is the use of 
multifactorial experiments.
Aim. The aim of the work was to develop the composition and technology of effervescent tablets using the Minitab program.
Materials and methods. For the study used the program Minitab (ver. 18.), Minitab LLC, USA. The program created an experiment plan and evaluated 
those obtained on the basis of its models using regression analysis.
Results and discussion. The composition and technology of effervescent tablets was developed by direct compression using the principles of 
Quality by design. Algorithms of actions for using the Minitab software package for development are proposed. An experiment plan was constructed 
and models of the dependence of quality indicators on the composition and technological parameters were generated. The resulting sub-sections 
were analyzed using regression analysis tools.
Conclusion. Based on the results of the work, the composition of effervescent tablets obtained by direct compression technology, as well as the 
algorithm of drug development in the Minitab program, was proposed.
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка состава лекарственных препаратов 

очень сложный и долгий процесс. Для его реализации 
в настоящее время рекомендуется применять совре-
менный подход – качество через разработку (quality 
by design). Данный подход позволяет не только облег-
чить процесс разработки, но и внедрять основные по-
казатели качества уже на раннем этапе жизни препа-
рата [1]. Использование данного метода невозможно 
без применения статистических методов, использу-
емых как при самой разработке, так и при обработке 
результатов экспериментов. 

Одним из таких методов является использование 
многофакторных экспериментов. Многофакторные 
эксперименты позволяют быстрее производить иссле-
дования и учитывать влияние различных факторов на 
состав и качество лекарственного средства, что в ко-
нечном итоге приводит к снижению затрат на разра-
ботку и ее продолжительность [2]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Применение концепции «качество через разра-

ботку» осуществлялось на примере шипучих таблеток 
с сухим экстрактом растительного происхождения. 

Для разработки плана эксперимента нами исполь-
зовалась одна из современных статистических прог- 
рамм – Minitab (ver. 18), Minitab LLC, США. Программа 
позволяет создавать планы эксперимента как для од-
нофакторных, так и для многофакторных эксперимен-
тов, а также производить анализ полученных данных с 
использованием различных инструментов, в том чис-
ле регрессионного анализа [3].

Для разработки состава лекарственной формы в 
программе Minitab возможно использование специ-
ального вида плана эксперимента – Mixture Design 
(дизайн смеси). Данный метод позволяет определить 
оптимальное соотношение компонентов в смеси, что 
требуется при разработке составов лекарственных 
средств. Помимо изменения состава компонентов в 
программе предусмотрено введение дополнительных 
переменных в рамках которых могут выступать раз-
личные технологические параметры (например, дав-
ление прессования, температура сушки вспомогатель-
ных материалов) [3].

Для анализа данных нами использовались инстру-
менты регрессионного анализа. Регрессионный ана-
лиз – статический метод исследования влияния одной 
или нескольких независимых переменных Х1, Х2 … Хn 

на зависимую переменную Y [4]. Данный метод позво-
лят определить:
•• зависимость между Х1, Х2 … Хn и Y, тем самым, на-

пример, отсечь факторы не влияющие на показате-
ли качества

•• предсказать значения зависимых переменных с по-
мощью независимых, например, при расчете пока-
зателей качества исходя из изменения состава [5].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для создания плана эксперимента предвари-

тельно был выбран примерный компонентный сос- 
тав и предложены границы содержания каждого из 
компонентов.

Выбор диапазонов для каждого параметра – это 
самый сложный компонент проектирования экспери-
мента. В общем, диапазон должен быть не слишком 
большим и не слишком узким. Если диапазон слишком 
узкий, то существует риск не увидеть влияние пара-
метра на процесс. Если диапазон будет слишком ши-
рок, влияние параметра будет определяться на мак- 
роуровне, но может не предоставлять информацию о 
микроуровне и скрывать влияние других параметров.

Для уменьшения числа экспериментов винная кис-
лота и натрия гидрокарбонат, использующиеся в сос- 
таве шипучих таблеток, были введены в программу как 
единый компонент – «шипучая часть».

Также в модели учитывали технологические пара-
метры, которые оказывали наибольшее влияние на ка-
чество получаемых таблеток. 

Таким образом нами были определены критичес- 
кие параметры процесса (CPP): параметры процесса, 
изменчивость которого влияет на критический атри-
бут качества и должен контролироваться для обес- 
печения требуемого качества процесса [ICH Q8 (R2)]. 
Границы каждой из рассматриваемых переменных 
представлены в таблице 1.

После этого в программе Minitab был составлен 
план эксперимента для определения оптимально-
го состава смеси. Для этого предложен следующий 
алгоритм:
1.	 Stat > DOE > Mixture > Create Mixture Design.
2.	 В поле «Type of Design» выбрать «Extreme vertices».
3.	 В поле «Number of Components» выбрать количество 

используемых компонентов (в нашем случае – 3).
4.	 Выбрать «Designs».
5.	 Выбрать «Сomponents» и в соответствующие поля 

ввести наименование компонентов.
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6.	 Ввести нижнюю и верхнюю границы для содержа-
ния каждого компонента.

7.	 Выбрать «Process Vars».
8.	 В появившемся окне задать дополнительные пере-

менные процесса (в нашем случае «давление прес-
сования» и «влажность крахмала»).

9.	 Задать границы изменения (для прессования 
Numeric и ввести значения, для степени сухости 
крахмала – текстовое и ввести «высушенный» и 
«невысушенный»).

10.	 Провести анализ.

Таблица 1. Граничные значения содержания компонентов  
и технологических параметров

Table 1. Boundary values of the content of components  
and technological parameters

Границы содержания компонентов

Действующее вещество 
(сухой экстракт) 0,03 г

Шипучая часть от 85% до 70% от массы таблетки

Крахмал от 0,75 до 1,5% от массы таблетки

Декстроза до 100%

Границы технологических параметров

Давление прессования От 50 до 300 МПа

Влажность крахмала Высушенный (1-1,5% влаги) /
невысушенный (5-6,5% влаги)

Результатом реализации алгоритма является поле 
с полученным планом эксперимента. Каждая строчка – 
отдельный эксперимент; здесь указывается масса каж-
дого компонента и технологические параметры про-
ведения процесса. 

После составления плана эксперимента в соот-
ветствии с ним были получены данные составы. На-
работку образцов осуществляли с использованием 
принципа рандомизации: составы производились в 
случайном порядке, что помогло «усреднить» неконт- 
ролируемые шумовые переменные (скрытые или по-
сторонние переменные).

Полученные образцы были проанализированы по 
основным критическим атрибутам качества (CQA). В 
нашем случае это были:
1.	 Проверка прочности на истираемость (Государствен-

ная Фармакопея РФ XIV изд. ОФС 1.4.2.0004.15 Исти-
раемость [State Pharmacopeia of Russia 14th edition, 
OFS 1.4.2.0004.15 Abrasion].

2.	 Проверка прочности на сжатие (излом) (Государ-
ственная Фармакопея РФ XIV изд. ОФС 1.4.2.0011.15 
Прочность таблеток на раздавливание [State 
Pharmacopeia of Russia 14th edition, OFS 1.4.2.0011.15 
Crush Strength Tablets].

3.	 Проверка распадаемости (Государственная Фарма-
копея РФ XIV изд. ОФС 1.4.1.0015.15 Таблетки [State 
Pharmacopeia of Russia 14th edition, OFS 1.4.1.0015.15 
Tablet].
В статистическом «жаргоне» CQAs являются от-

ветами (Y), а CPP являются предикторами (X). Анализ 
данных (поиск зависимости между CQA и CPP) прово-

дился с использованием программы Minitab и функ-
ции «регрессионный анализ». Для этого необходимо 
было осуществить следующую последовательность 
действий:
1.	 На верхней панеле выбрать Assistant > Regression > 

Optimaze Response.
2.	 В появившемся окне в область «Response variable» 

внести показатели качества и выбрать целевое зна-
чение показателя (например, минимальное время 
растворения).

3.	 В области «Continuous X Variables» выбрать пара-
метры, которые могут влиять на выбранный ранее 
показатель качества (содержание каждого компо-
нента, давление прессования, влажность крахмала).

4.	 Данные действия повторяются для каждого из по-
казателей качества.
В результате исполнения данного алгоритма в 

рабочем окне для каждого из показателей качества 
имеем: 
1.	 Окно оценки полученной модели.
2.	 Варианты составов, наиболее подходящих под за-

данный критерий.
3.	 Влияние каждой переменной на показатель качества.
4.	 Регрессионное уравнение, позволяющее рассчитать 

данный показатель для неизученного состава.
При разработке состава и технологии шипучих 

таблеток проведена оценка каждой из полученных мо-
делей по двум показателям:
1.	 Коэффициенту, оценивающему связь между показа-

телем качества и переменными. Приемлемым счи-
тается значение меньшее 0,1.

2.	 Коэффициенту регрессии, оценивающему какой про-
цент экспериментальный данных описывается по-
лученной моделью (приемлемым считается значе-
ние больше 40%.
Оценка данных, полученных при разработке 

представлена на рисунке 1.
Наиболее значимым параметром модели считает-

ся «распадаемость» или «время растворения» таблет-
ки, так как этот показатель напрямую может быть оце-
нен потребителем. При этом составы, предложенные 
программой, должны удовлетворять по прочности на 
сжатие и истирание.

Анализ ожидаемых показателей качества прове-
ден по полученным уравнениям регрессии.

На основании анализа результатов, было установ-
лено, что критериям приемлемости удовлетворяет 
следующий состав (на одну таблетку): сухой экстракт 
растительного происхождения – 0,03 г, крахмал ку-
курузный – 0,0045 г, винная кислота – 0,0537 г, гидро-
карбонат натрия – 0,2148 г, декстроза – 0,027 г. Опти-
мальное давление прессования находится в пределах 
200–250 МПа.

При этом исследования показали, что осуществ- 
лять предварительное высушивание крахмала не тре-
буется при использовании данного состава и выбран-
ного давления прессования.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По итогам исследования представлен алгоритм 

использования программы статистической обра-
ботки данных – Minitab для определения оптималь-
ных соотношений компонентов, при разработке 
состава шипучих таблеток методом прямого прес-
сования. Показано, что возможно построение ма-
тематических моделей, описывающих с высокой 
точностью зависимость технологических свойств 
таблеток (прочности на сжатие и истирание, рас-
падаемости) от количества вспомогательных ве-
ществ и технологических параметров произ- 
водства.

Разработан состав шипучих таблеток: сухой экст- 
ракт – 0,03 г, крахмал кукурузный – 0,0045 г, винная 
кислота – 0,0537 г, гидрокарбонат натрия – 0,2148 г, 
декстроза – 0,027 г. Определено оптимальное давле-
ние прессования: 200–250 МПа. Установлено, что при 
выбранном составе вспомогательных веществ и дав-
лении прессования не требуется предварительное вы-
сушивание крахмала.
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Рисунок 1. Диаграммы оценки полученных моделей (А – модель для прочности на истирание; Б – модель для времени растворе-
ния, В – модель для прочности на сжатие)

Figure 1. Evaluation diagrams of the models obtained (A – model for abrasion resistance; Б – model for dissolution time, B-model for 
compressive strength; В – model for taste)
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Резюме
Введение. К перспективным технологиям, с помощью которых можно получать экстракты с высоким содержанием БАВ относятся 
ультразвуковая, виброкавитационная и сверхкритическая флюидная СО2 экстракции. Растительные экстракты с высоким содержанием 
биологически активных веществ не оказывают вредного воздействия на организм человека, легко включаются в обменные процессы и 
практически не имеют побочных эффектов, кроме этого они безопасны для окружающей среды, поэтому представляют особый интерес для 
фармацевтической и пищевой промышленности Данные технологии сегодня широко применяют при производстве галеновых препаратов, 
для получения различных экстрактов и масел в косметологии, а также в производстве природных красителей и отдушек и т.д. 
Цель. выбор оптимального метода экстрагирования для получения извлечений с высоким содержанием БАВ из семян пажитника сенного.
Материалы и методы. Получение виброкавитационного экстракта проводили на экспериментальной виброкавитационной установке, 
изготовленной на кафедре процессов и аппаратов Санкт-Петербургского государственного Технологического института Экстракты получали 
при температуре 60±2 ºС. Частота оборотов гомогенизатора варьировалась от 1000 до 5000 об/мин.
Ультразвуковую экстракцию проводили с помощью ультразвуковой установки И100-6/4 Ультразвуковое воздействие на твердое растительное 
сырье проводили с интенсивностью 22 кГц в течение 60 мин. Время экстрагирования в виброкавитационном экстракторе-гомогенизаторе 
изучали для подбора оптимальных значений. Сверхкритическую флюидную СО2 экстракцию проводили в двух вариантах с использованием 
соэкстрагента (96% этанола в соотношении диоксид углерода: этанол 9:1) и без него. Экстрагирование проводили на сверхкритической 
флюидной экстракционной системе с сосудом 1 л SFE1000-2-BASE с комплектом для модернизации системы SFE1000-2-BASE до системы 
SFE1000M1-2-FMC50 (Waters, USA). Скорость потока экстрагента составляла 60 г/мин. Экстракцию проводили в течение одного часа и 
давлении 200, 300 и 400 бар. Экстракцию проводили трижды. В полученных извлечениях определяли сумму экстрактивных веществ согласно 
ОФС.1.5.3.0006.15 «Определение содержания экстрактивных веществ в лекарственном растительном сырье и лекарственных растительных 
препаратах». Количественное определение сапонинового комплекса семян пажитника сенного проводили на хроматографе Agilent QTOF-6530 
с двумя источниками ионизации ESI и APCI согласно методике Гравель и др. [9]
Результаты и обсуждение. Проведенные исследования позволили определить количество экстрактивных веществ в семенах пажитника 
сенного и выбрать наиболее перспективный метод экстрагирования для получения извлечений с высоким содержанием БАВ.
Заключение. В результате наших исследований было установлено, что наиболее перспективным методом экстрагирования для получения 
извлечений из семян пажитника сенного является виброкавитационная экстракция при частоте оборотов гомогенизатора 5000 об/мин и 
времени экстрагирования 60 мин.

Ключевые слова: экстрагирование, экстракты, виброкавитационная экстракция, ультразвуковая экстракция, сверхкритическая флюидная 
СО2 экстракция, пажитник сенной, ВЭЖХ-МС.
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Abstract
Introduction. Today, innovative technologies are widely used in pharmacology (in particular, in the production of herbal preparations), in cosmetology 
(obtaining various extracts and oils, complex preparations), as well as in the food industry (as natural dyes, etc.). Plant extracts with a high level of risk 
do not have a harmful effect on the human body, except that they provide environmental safety, which creates a special interest for the pharmaceutical 
industry . vibrocavitation and supercritical fluid CO2 extraction.
Aim. The choice of the optimal level of extraction to obtain a high level of fenugreek seeds.
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Materials and methods. Obtaining a vibrocavitation extract with an experimental vibration-explosive installation made at the Department of 
Processes and Apparatus of the St. Petersburg State Technology Institute. Extracts at a temperature of 60±2 ºС. The frequency of revolutions of 
the homogenizer ranged from 1000 to 5000 rpm. Ultrasonic impact using ultrasound unit I100-6/4 Ultrasonic effect on solid plant material with an 
intensity of 22 kHz for 60 minutes. The time of extraction in a vibro-cavitation extractor-homogenizer was studied for optimal values.
Supercritical fluid CO2-extraction is obtained in two versions with the use of extragent (96% ethanol in the presence of carbon dioxide: ethanol 9: 
1) and without it. Extraction of the sound of a supercritical fluid extraction system with a 1-liter vessel. SFE1000-2-BASE with a kit for upgrading the 
SFE1000-2-BASE system to an SFE1000M1-2-FMC50 system (Waters, USA). The flow rate of the extractant was 60 g/min. Emergency listening for one 
hour and pressure 200, 300 and 400 bar. Extraction is observed three times. The obtained extracts indicate the amount of extractive substances 
according to article of Russian state pharmacopoeia 1.5.3.0006.15 «Determination of the content of extractive substances in plant raw materials and 
medicinal plant preparations». Quantitative determination of the saponin complex of parasitic seed seeds on an Agilent QTOF-6530 chromatograph 
with two ESI and APCI ionization sources according to Gravel et al.
Results and discussion. Studies have allowed to determine the amount of extractives in the seeds and choose the most promising method.
Conclusion. As a result of our research, it was found that the most promising extraction method for extracting seeds is a parasitic with vibration 
extraction at frequent revolutions of the homogenizer of 5000 rpm and an extraction time of 60 minutes.

Keywords: extraction, extract, vibration extraction, ultrasonic extraction, supercritical fluid extraction of CO2, fenugreek hay, HPLC-MS.
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ВВЕДЕНИЕ
К перспективным технологиям, с помощью кото-

рых можно получать экстракты с высоким содержа-
нием БАВ относятся ультразвуковая, виброкавитаци-
онная и сверхкритическая флюидная СО2 экстракции. 
Растительные экстракты с высоким содержанием био-
логически активных веществ не оказывают вредного 
воздействия на организм человека, легко включаются 
в обменные процессы и практически не имеют побоч-
ных эффектов, кроме этого они безопасны для окружа-
ющей среды, поэтому представляют .особый интерес 
для фармацевтической и пищевой промышленнос- 
ти [1] Данные технологии сегодня широко применяют 
при производстве галеновых препаратов, для получе-
ния различных экстрактов и масел в косметологии, а 
также в производстве природных красителей и отду-
шек и т.д. 

Одним из наиболее распространенных методов,, 
который используется для извлечения биологически 
активных веществ из растительного сырья является 
ультразвуковая экстракция. Известно, что на коэффи-
циент внутренней диффузии большое влияние оказы-
вает ультразвук Возможность варьировать мощность 
ультразвукового поля при экстрагировании расти-
тельного сырья .позволяет регулировать скорость 
диффузии веществ из клеток., что имеет большое зна-
чение для фармацевтической практики. 

Виброкавитационный метод экстракции схож с 
ультразвуковым методом экстрагирования, но для 
его проведения необходима специальная жидкая сре-
да. Кроме того, для этого метода требуется пробопод-
готовка (обязательное измельчение лекарственного 
растительного сырья). В виброкавитационном мето-

де перед обработкой ультразвуком делают эмульсию 
в виброкавиционном гомогенизаторе (что, в принци-
пе, и есть виброкавитационная мельница, которая из-
мельчает сырье до размера <1 мкм). Преимущества 
данного метода: сокращает время экстрагирования до 
15–30 мин и обладает высокой эффективностью извле-
чения.[5]

Экстракция при особых условиях, выше критичес- 
ких параметров температуры и давления, когда ве-
щество имеет агрегатное состояние по свойствам 
схожее одновременно и с жидкостью и с газом, яв-
ляется прекрасной альтернативой обычным мето-
дам жидкостной экстракции и успешно применяется 
в настоящее время. В науке такое состояние называ-
ют «сверхкритическим флюидом». Значения темпера-
туры и давления в критической точке индивидуальны 
для каждого компонента. При достижении таких усло-
вий граница раздела фаз пропадает и возникает еди-
ная плотная, безобъёмная среда. В таком состоянии 
вещество растворяет твердые компоненты как жид-
кость и подобно газу легко диффундирует и проника-
ет глубоко в материал. Кроме этого, вещества в сос- 
тоянии выше критического имеют низкую вязкость, 
плотность, которую можно легко варьировать, прос- 
то изменяя давление и температуру. [6]. Так как от-
сутствует какое-либо взаимодействие на границе раз-
дела фаз, такие веществам могут проникать глубоко в 
клетки и поры, что способствует более быстрому про-
никновению флюида в матрицу сырья и ускоряет про-
цесс извлечения. Не маловажным является то, что 
можно управлять растворяющей способностью флю-
ида. Это позволяет контролировать избирательность 
экстрагирования, не меняя сам растворитель. Поэ-
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тому такие вещества нашли широкое применение в 
промышленных и лабораторных процессах, заменяя 
классические растворители. 

Объектом нашего исследования были выбраны 
извлечения из семян пажитника сенного (лат. Trigonél-
la foénum-graécum сем. Fabaceae), полученные раз-
личными методами экстракции. Семена пажитника 
сенного часто использовались в лечебных целях еще 
с давних времен. Так в древней индийской традици-
онной системе народной медицины – Аюрведа, се-
мена пажитника были предложены как средство для 
лечения различных заболеваний пищеварительной 
системы. По данным литературы [2], семена пажитника 
традиционно использовались как ветрогонное, слаби-
тельное, отхаркивающее средство, и применялись для 
лечения заболеваний желудочно-кишечного тракта. 
Отвары из семян пажитника применяли при повыше-
ние температуры тела, боли в горле, при ранах и язвах, 
опухание желез, раздражение кожи, бронхите и диа-
бете. В XX веке (в начале-конце 1960-х годов) из-за ши-
рокого распространения и использования полезных 
свойств пажитника были предприняты многие иссле-
дования по изучению его потенциального примене-
ния в медицине, в результате которых были выявлены 
различные положительные эффекты экстрактов семян 
пажитника на экспериментальных животных [3].

Целью настоящего исследования явился выбор 
оптимального метода экстрагирования для получения 
извлечений с высоким содержанием БАВ из семян па-
житника сенного.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Товароведческий анализ семян пажитника сенно-

го, экотип Марокко, приобретенных в фирме Фитока-
са г. Касабланка (Марокко), которые мы использовали 
для исследования, показал соответствие сырья требо-
ваниям ГФ XIV издания [7].

Получение вибро-кавитационного экстракта про-
водили на экспериментальной вибро-кавитационной 
установке (рисунок 1) [8]. Экстракты получали при тем-

пературе 60±2 ºС. Частота оборотов гомогенизатора 
варьировалась от 1000 до 5000 об/мин. 

Ультразвуковую экстракцию проводили с помо-
щью ультразвуковой установки И100-6/4 («Ультра- 
звуковая техника Инлаб», г. Санкт-Петербург, Россия). 
(рисунок 2) Ультразвуковое воздействие на твердое 
растительное сырье проводили с интенсивностью 
22  кГц в течение 30–60 мин. Время экстрагирования 
в виброкавитационном экстракторе-гомогенизаторе 
изучали для подбора оптимальных значений. 

В качестве экстрагентов ( в обоих случаях ) исполь-
зовали воду очищенную и растворы этанола в раз-
личной концентрации от 40 до 90%. Соотношение сы-
рье : экстрагент составляло 1:20 (по массе). [9]

Сверхкритическую флюидную СО2 экстракцию 
проводили в двух вариантах с использованием со-
экстрагента (96% этанола в соотношении диоксид 
углерода : этанол 9:1) и без него. Экстрагирование про-
водили на сверхкритической флюидной экстракцион-
ной системе с сосудом 1 л SFE1000-2-BASE с комплек-
том для модернизации системы SFE1000-2-BASE до 
системы SFE1000M1-2-FMC50 (Waters, USA). Скорость 
потока экстрагента составляла 60 г/мин. Экстракцию 
проводили в течение одного часа и давлении 200, 300 
и 400 бар. Экстракцию проводили трижды. 

Для повышения выхода экстрагируемых веществ 
оптимизировали параметры для ультразвуковой ка-
витации: частоту колебаний, температуру и продол-
жительность экстракции; для виброкавитационной 
экстракции: скорость вращения гомогенизатора; для 
сверхкритической флюидной СО2 экстракции: нали-
чие соэкстрагента, давление и продолжительность 
экстракции.

Затем в полученных извлечениях определяли сум-
му экстрактивных веществ согласно ОФС.1.5.3.0006.15 
«Определение содержания экстрактивных веществ в 
лекарственном растительном сырье и лекарственных 
растительных препаратах». 

Извлечения тщательно взбалтывали и фильтрова-
ли через сухой бумажный фильтр в сухую колбу вмес- 
тимостью 150–200 см3, 25 см3. Фильтрат пипеткой пе-

Рисунок 1. Виброкавитационный экстрактор

Figure 1. Vibro-cavitation extractor

Рисунок. 2. Ультразвуковая установка И100-6/4

Figure 2. Ultrasonic device I100-6/4
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реносили в предварительно высушенную при тем-
пературе 100–105 °С до постоянной массы, и точно 
взвешенную фарфоровую чашку диаметром 7–9 см, и 
выпаривали на водяной бане досуха. Чашку с остатком 
сушили при температуре 100–105 °С до постоянной 
массы, затем охлаждали в течение 30 мин в эксикато-
ре, на дне которого находился кальция хлорид без-
водный, и немедленно взвешивали [7]. 

Содержание экстрактивных веществ в процентах 
(Х) в пересчете на абсолютно сухое сырье вычисляли 
по формуле 1: 

X
m
m W

=
× ×

−
200 100
1001( )

, (1)

где m – масса сухого остатка, в граммах; m1 – масса сы-
рья, в граммах; W – потеря в массе при высушивании 
сырья, в процентах. 

Потерю в массе при высушивании сырья (W) в про-
центах определяли по формуле 2: 

X
m m

m
=

− ×( )
,1 100

(2)

где m – масса сырья до высушивания, в граммах; m1 – 
масса сырья после высушивания, в граммах.

Количественное определение сапонинового 
комплекса семян пажитника сенного проводили на 
хроматографе Agilent QTOF-6530 с двумя источниками 
ионизации ESI и APCI (Agilent США).

Параметры хроматографа: Предколонка 
«Security Guard C18» (4 × 3 мм; «Phenomenex», США), 
температура колонки 25 °C, скорость подвижной фа-
зы 1 мл/мин, объем вводимой пробы 20 мкл, подвиж-
ная фаза: ацетонитрил  : вода в различных сотноше-
ниях; время хроматографирования 42 мин

Параметры детектора: Режим сканирования  
ионов – положительные ионы, диапазон масс сканиру-
емых ионов от 400 до 1500 m/z; давление небулайзера 

Таблица 1. Зависимость концентрации (%) диосцина от времени ультразвуковой экстракции

Table 1. Dependence of the concentration (%) of dioscin on the time of ultrasonic extraction

вода 40% этанол 50% этанол 60% этанол 70% этанол 80% этанол 90% этанол

10 мин 0 0,39±0,04 0,51±0,06 0,63±0,05 0,71±0,03 0,65±0,02 0,57±0,06

20 мин 0 0,58±0,03 0,79±0,09 0,91±0,1 0,98±0,07 0,77±0,06 0,71±0,04

30 мин 0 0,86±0,06 1,08±0,13 1,17±0,07 1,32±0,12 1,06±0,11 0,99±0,12

40 мин 0 1,10±0,12 1,21±0,1 1,33±0,12 1,57±0,14 1,23±0,08 1,19±0,11

50 мин 0,001 1,22±0,09 1,38±0,09 1,62±0,15 1,73±0,20 1,67±0,13 1,49±0,12

60 мин 0 1,01±0,02 1,17±0,11 1,49±0,12 1,41±0,09 1,33±0,10 1,29±0,05

Таблица 2. Зависимость концентрации (%) диосцина от времени виброкавитационной экстракции  
при скорости вращения гомогенизатора 1000 об/мин

Table 2. Dependence of the concentration (%) of dioscin on the time of vibro-cavitation extraction at the speed of rotation of the 
homogenizer 1000 rpm

вода 40% этанол 50% этанол 60% этанол 70% этанол 80% этанол 90% этанол
10 мин 0 0,06±0,001 0,13±0,001 0,29±0,03 0,43±0,05 0,38±0,04 0,34±0,02

20 мин 0 0,11±0,002 0,26±0,005 0,37±0,02 0,51±0,04 0,47±0,05 0,43±0,04

30 мин 0 0,16±0,001 0,31±0,008 0,54±0,06 0,65±0,08 0,54±0,04 0,51±0,03

40 мин 0 0,23±0,01 0,39±0,03 0,78±0,09 0,83±0,01 0,67±0,05 0,59±0,05

50 мин 0 0,28±0,02 0,48±0,02 0,86±0,10 0,91±0,08 0,75±0,07 0,68±0,07

60 мин 0,001 0,34±0,03 0,56±0,04 0,97±0,09 1,1±0,2 0,83±0,09 0,72±0,04

Рисунок 4. Зависимость концентрации экстрагируемых ве-
ществ от времени ультразвукового воздействия 

Figure 4. The dependence of the concentration of the extracted 
substances on the time of ultrasound exposure

Рисунок 3. Сверхкритическая флюидная экстракционная 
система

Figure 3. Supercritical fluid extraction system
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70 psi; скорость и температура газа-осушителя состав-
ляли соответственно 12 л/мин и 350 °С.

Разделение компонентов смеси проводили на ко-
лонке ZORBAX Eclipse Plus-C18 Rapid Resolution HD 
2.1 × 50 mm (Agilent США).

В качестве стандартного образца использовали 
диосцин (≥95% HPLC Sigma-Aldrich) [10].

Количественное содержание диосцина проводили 
методом калибровочной прямой.

Статистическую обработку результатов про-
водили, используя коэффициент Стьюдента. До-
верительный интервал 0,95. Полученные дан-
ные представлены на рисунках 4–6 и в таблицах  
1–6.

Рисунок 5. Зависимость концентрации экстрагируемых веществ от скорости оборотов гомогенизатора

а – скорость вращения гомогенизатора 1000 об/мин; б – скорость вращения гомогенизатора 3000 об/мин; в – скорость вращения 
гомогенизатора 5000 об/мин

Figure 5. The dependence of the concentration of extractives on the speed of rotation of the homogenizer

a – the speed of rotation of the homogenizer 1000 rpm; b – the speed of rotation of the homogenizer 3000 rpm; c – the speed of rotation 
of the homogenizer 5000 rpm

Рисунок 6. Зависимость концентрации экстрагируемых веществ от времени экстрагирования сверхкритическим СО2

а – сверхкритический флюидный СО2: 96% этанол 9:1; б – сверхкритический флюидный СО2 – 100%

Paint 6. The dependence of the concentration of extractives on the time of extraction of supercritical CO2
a – supercritical fluid CO2: 96% ethanol 9:1; b – supercritical fluid CO2 – 100%
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Таблица 5. Зависимость концентрации (%) диосцина  
от времени сверхкритической флюидной СО2 экстракции  
(этанол 96%: СО2 1:9)

Table 5. Dependence of the concentration (%) of dioscin  
on the time of supercritical fluid CO2 extraction  
(ethanol 96%: CO2 1: 9)

200 бар 300 бар 400 бар
10 мин 0,84±0,06 0,98±0,05 0,89±0,09
20 мин 0,99±0,05 1,14±0,07 1,02±0,03
30 мин 1,09±0,09 1,39±0,16 1,29±0,08
40 мин 1,21±0,11 1,61±0,11 1,47±0,13
50 мин 1,33±0,14 1,77±0,09 1,53±0,14
60 мин 1,46±0,12 1,89±0,17 1,61±0,12

Таблица 6. Зависимость концентрации (%) диосцина  
от времени сверхкритической флюидной СО2 экстракции 
(100% СО2)

Table 6. Dependence of the concentration (%) of dioscin  
on the time of supercritical fluid CO2 extraction (100% CO2)

200 бар 300 бар 400 бар
10 мин 0,61±0,02 0,87±0,09 0,74±0,05
20 мин 0,89±0,05 1,10±0,07 0,97±0,08
30 мин 1,07±0,08 1,22±0,10 1,11±0,12
40 мин 1,19±0,10 1,46±0,13 1,28±0,11
50 мин 1,27±0,08 1,53±0,11 1,39±0,13
60 мин 1,39±0,13 1,60±0,17 1,47±0,15

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
При ультразвуковой экстракции в системе «твер-

дое тело-жидкость» основной механизм включает 
разрушение структуры поверхности, диффузию, ка-
пиллярные звуковые эффекты и акустические микро-
вихри, прохождение через мембраны клеток и локаль-
ные тепловые эффекты [4]. В связи с этим возможно 
разрушение целевых биологически активных веществ, 

каким и является диосцин. На рисунке 4 и 7, представ-
ленных в статье, отражено, снижение выхода диосци-
на после 50 минут экстракции. При этом выход экст- 
рактивных веществ продолжает расти и к 60 минуте 
достигает максимума. Наибольший выход диосцина 
наблюдался при времени экстрагирования 50 минут 
и частоте ультразвука 22 кГц. Дальнейшее увеличение 
продолжительности и интенсивности обработки сы-
рья ультразвуком (более 1 час и 22 кГц) не приводит к 
увеличению содержания БАВ в экстракте, а напротив 
вызывает их разрушение и инактивацию [4]. При ис-
пользовании других методов экстрагирования разру-
шения действующих веществ не наблюдалось. В ре-
зультате проведения сверхкритической флюидной СО2 
экстракции было установлено, что наибольший выход 
экстрактивных веществ и диосцина получен при ис-
пользовании соэкстрагента, давлении 300 бар и вре-
мени экстракции 60 минут. Это может быть связано с 
тем, что сырье содержит большое количество липо-
фильных и амфифильных соединений (липиды, бел-
ки, спонины и др.) для которых давление 200 бар яв-
ляется селективным. Так же в связи использованием 
этанола  – полярного соэкстрагента, увеличивается 
диапазон выхода экстрактивных веществ. Виброкави-
тационная экстракция так же показала высокий вы-
ход экстрактивных веществ сопоставимый с выходом 
при использовании сверхкритической флюидной СО2 
экстракции (рисунок 6 и таблицы 5, 6). Однако, при ис-
пользовании данного метода экстрагирования оказы-
вается определенное ультразвуковое воздействие на 
сырье, так как основной механизм экстрагирования 
виброкавитационного гомогенизатора заключается в 
получении тонкодисперсной эмульсии при обработке 
сырья в течение короткого времени. В результате из-
влечения являются гетерогенными системами, в зонах 

Таблица 3. Зависимость концентрации (%) диосцина от времени виброкавитационной экстракции  
при скорости вращения гомогенизатора 3000 об/мин

Table 3. Dependence of the concentration (%) of dioscin on the time of vibro-cavitation extraction at the speed of rotation of the 
homogenizer 3000 rpm

вода 40% этанол 50% этанол 60% этанол 70% этанол 80% этанол 90% этанол
10 мин 0 0,37±0,02 0,48±0,01 0,57±0,07 0,67±0,04 0,60±0,03 0,56±0,06
20 мин 0 0,46±0,02 0,65±0,03 0,78±0,05 0,89±0,09 0,75±0,06 0,69±0,05
30 мин 0 0,69±0,06 0,89±0,09 0,99±0,11 1,12±0,10 0,94±0,14 0,87±0,08
40 мин 0 0,98±0,07 1,03±0,07 1,28±0,12 1,43±0,13 1,17±0,11 1,02±0,11
50 мин 0 1,11±0,09 1,19±0,10 1,44±0,20 1,64±0,15 1,37±0,15 1,28±0,09
60 мин 0,001 1,25±0,14 1,36±0,11 1,64±0,11 1,87±0,17 1,52±0,13 1,44±0,11

Таблица 4. Зависимость концентрации (%) диосцина от времени виброкавитационной экстракции  
при скорости вращения гомогенизатора 5000 об/мин

Table 4. Dependence of the concentration (%) of dioscin on the time of vibro-cavitation extraction at the speed of rotation of the 
homogenizer 5000 rpm

Вода 40% этанол 50% этанол 60% этанол 70% этанол 80% этанол 90% этанол
10 мин 0 0,57±0,03 0,67±0,02 0,74±0,09 0,83±0,07 0,79±0,08 0,75±0,05
20 мин 0 0,67±0,05 0,78±0,09 0,93±0,07 1,26±0,13 0,99±0,06 1,03±0,08
30 мин 0 0,83±0,09 0,97±0,07 1,22±0,09 1,49±0,17 1,24±0,09 1,29±0,14
40 мин 0,001 1,01±0,12 1,11±0, 1,49±0,16 1,67±0,15 1,43±0,14 1,45±0,11
50 мин 0,003 1,19±0,10 1,34±0,14 1,60±0,15 1,89±0,14 1,67±0,13 1,59±0,12
60 мин 0,003 1,31±0,09 1,49±0,13 1,83±0,17 2,03±0,19 1,94±0,21 1,87±0,13

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



55РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

сжатия и разрежения возникает давление. Избыточное 
давление, накладываясь на постоянное гидравличес- 
кое давление, суммарно может составлять несколько 
атмосфер. В фазу разрежения во всем объеме жид-
кости, особенно у границ раздела фаз, в местах, где 
имеются пузырьки газа или мельчайшие твердые час- 
тицы, образуются полости, кавитационные пузырь-
ки. При повторном сжатии эти пузырьки захлопывают-
ся, развивая давление до сотен атмосфер. Образуется 
ударная волна высокой интенсивности, которая при-
водит к механическому разрушению твердых частиц и 
вырывает с поверхности раздела фаз небольшие объ-
емы жидкости, распадающиеся на мелкие капельки и 
снова входящие в неё. При этом мощность затрачива-
емая на перемешивание и образование эмульсии при 
постоянной частоте вращения с течением времени 
уменьшается до 50%, а с увеличением концентрации 
влаги в сырье растет до 30% [5]. Так же, следует отме-
тить, что виброкавитационные гомогенизаторы доста-
точно дешевые в сравнении с сверхкритическими 
флюидными экстракционными системами, что являет-
ся несомненным преимуществом. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В результате наших исследований было выявле-

но, что наиболее перспективным методом экстраги-
рования для получения извлечений из семян пажитни-
ка сенного является виброкавитационная экстракция 
при частоте оборотов гомогенизатора 5000 об/мин и 
времени экстрагирования 60 мин. 
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Резюме
Введение. Антисептик-стимулятор Дорогова 3 фракции (АСД-3) представляет собой многокомпонентную субстанцию, получаемую путём 
термической переработки мясокостной массы крупного рогатого скота, которая содержит в своём составе более 120 веществ, в том 
числе биологически активных. В числе компонентов, содержащихся в достаточной для количественного анализа мере в составе АСД-3, 
наибольшие концентрации отмечены для пиррола, фенола, крезола и его производных, и индола. Несмотря на то, что антисептик-стимулятор 
Дорогова 3 фракции был получен более полувека назад, до настоящего времени сведения о фармакокинетике компонентов препарата 
отсутствуют. Одним из предпочтительных веществ для исследования ФК является фенол, поскольку он является субстанцией и применяется 
в фармацевтической технологии при изготовлении лекарственных средств.
Цель. Изучение некоторых параметров фармакокинетики фенола как компонента препарата, содержащего антисептик-стимулятор Дорогова 
3 фракции в дозировке 0,5 г/кг, при однократном применении в сыворотке крови 84 крыс-самок массой тела 100–120 г.
Материалы и методы. Первой группе животных вводили внутрибрюшинно водную эмульсию, а второй – накожно наносили цинковую пасту, 
содержащие 5% АСД-3. После введения эмульсии или аппликации пасты животных выводили из эксперимента через 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 6 и 
8 часов с дальнейшим забором крови из брюшной аорты в центрифужные пробирки. Исследование проводили методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии.
Результаты и обсуждения. Константа скорости элиминации при внутрибрюшинном введении равняется 0,0968 ч-1, а при накожном 
нанесении препарата – 0,0581 ч-1. Период полувыведения фенола в первом случае равняется 7,2 ч, а во втором случае – 11,9 ч, а его 
относительная биодоступность из пасты, содержащей 5% АСД 3 фракции составляет 14,38% от 5% эмульсии, введённой в организм крыс 
внутрибрюшинно.
Заключение. Накожное нанесение препарата, содержащего 5% АСД 3 фракции, обеспечивает в 10 раз меньшее содержание фенола в крови 
в сравнении с внутрибрюшинным введением. Через 15 минут после накожного нанесения компоненты препарата начинают обнаруживаться 
в сыворотке крови, достигая своей максимальной концентрации через 1,5–2 часа, в дальнейшем постепенно снижаясь.

Ключевые слова: АСД 3 фракции, фенол, многокомпонентная субстанция, экспериментальная фармакокинетика, высокоэффективная 
жидкостная хроматография.
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Abstract
Introduction. Antiseptic Dorogov's stimulator 3rd fraction (ASD-3) is a multicomponent substance, which is obtained by the thermal processing of 
cattle-origin tissues, which contains more than 120 substances, including biologically active substances. Among the components of ASD-3, necessary 
for quantitative analysis, pyrrole, phenol, cresol and its derivatives, and indole are distinguished as components. Despite the fact that antiseptic 
Dorogov's stimulator 3rd fraction was discovered more than half a century ago, there is no information about the pharmacokinetics of the drug 
components to date. Phenol is one of the preferred substances for research because that is a substance applied in the pharmaceutical technology 
for the manufacture of medicines.
Aim. Study of pharmacokinetic parameters of phenol as a component of a drug containing an antiseptic Dorogov's stimulator 3rd fraction in a dose 
of 0.5 g/kg, with a single use in a blood serum of 84 female rats weighing 100–120 g.
Materials and methods. In the blood serum of the 84 female Wistar rats weighing 100–120 g a study of a phenol pharmacokinetics as a component 
of ASD-3 drug in a dose of 0.5 g/kg was performed by a single skin application. The first group of animals was intraperitoneally injected with an 
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aqueous emulsion containing 5% ASD-3, while the second one received zinc paste containing 5% ASD-3 on a skin surface. After the application of 
the emulsion or paste, the animals were euthanized after 0.25; 0.5; 1; 1.5; 2; 6 and 8 hours with further collection of blood from the abdominal aorta 
into centrifuge tubes. The study was carried out by high performance liquid chromatography.
Results and discussion. The elimination rate constant for intraperitoneal drug emulsion injection is 0,0968 h-1, and when the drug paste is applied, 
0.0581 h-1. As a result, the half-life of phenol in the first case is 7.2 hours, and in the second case – 11.9 hours. The relative bioavailability of the phenol 
from the paste containing 5% of the ASD-3 is 14.38% to the 5% emulsion injected into the rats body intraperitoneally.
Conclusion. Comparison of the phenol concentration in the blood serum of experimental animals in two ways of application showed that the skin 
application of a drug paste containing 5% of ASD-3 provides a 10 times lower content of phenol in the blood serum compared to the intraperitoneal 
application of an emulsion with 5% ASD-3. 15 minutes after the skin application, the components of the drug start to be detected in the blood serum, 
reaching its maximum concentration in 1.5–2 hours, subsequently gradually decreasing.

Keywords: ASD 3 fraction, phenol, multicomponent substance, experimental pharmacokinetics, high performance liquid chromatography.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение фармакокинетики (ФК) на доклиничес- 

ком этапе исследования лекарственных средств явля-
ется обязательным. По данным литературы [5], препа-
раты на основе АСД-3 применяются при лечении ал-
лергодерматозов. Основное действующее вещество 
представляет собой многокомпонентную субстанцию, 
получаемую путём термической переработки мясо-
костной массы крупного рогатого скота, которая со-
держит в своём составе более 120 веществ, в том чис-
ле биологически активных [1, 7]. В числе компонентов, 
содержащихся в достаточной для количественного 
анализа мере в составе АСД-3, наибольшие концент- 
рации отмечены для пиррола (20,2 мг/г), фенола 
(17,9 мг/г), крезола и его производных (14,3 мг/г) и ин-
дола (3,6 мг/г) [2]. Одним из предпочтительных веществ 
для исследования ФК является фенол, поскольку он 
является субстанцией и применяется в фармацевти-
ческой технологии при изготовлении лекарственных 
средств. Препарат стандартизован по показателям: 
описание, подлинность, масса содержимого упаковки, 
pH водного извлечения, однородность, микробиоло-
гическая чистота. Также в проект фармакопейной ста-
тьи предприятия будет включен метод количествен-
ного определения фенола, изложенный в настоящей 
публикации.

АСД-3 был получен более полувека назад, одна-
ко до настоящего времени сведения о его эффекте 
на структуру и функции органов и их систем остают-
ся в рамках данных 70-х годов прошлого столетия [3], 
данные о фармакокинетике компонентов препарата 
отсутствуют.

Все вышеперечисленное говорит об актуальности 
исследования, целью которого явилось изучение не-
которых параметров фармакокинетики компонентов 
препарата, содержащего 5% АСД-3 в дозе 0,5 г/кг при 
внутрибрюшинном и накожном способе применения 
на примере фенола.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили на 84 крысах-самках 

массой 100–120 г., полученных из питомника «Андре-
евка», филиала ФГБУН «НЦБМТ ФМБА» России. После 
прохождения двухнедельного карантина, крыс ран-
домизировали в две группы по 42 особи (7  подгрупп 
по 6 животных в каждой временной точке). В пер-
вую группу входили животные, которым внутрибрю-
шинно в дозе 0,5 мл/кг вводили 5% водную эмульсию 
субстанции АСД-3, а во вторую группу  – животные, 
которым на выстриженные участки кожи межлопа-
точной области спины площадью 4×4 см2 наносили 
цинковую пасту, содержащую 5% АСД-3 в количестве  
0,5  г/кг. После введения эмульсии или аппликации 
пасты животных выводили из эксперимента через 
0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 6 и 8 часов с дальнейшим забором 
крови из брюшной аорты в центрифужные пробир-
ки. Кровь отстаивали в течение 30 минут при комнат-
ной температуре в темноте и центрифугировали при  
3000 об/мин в течение 10 минут. Полученную сыворот-
ку замораживали и хранили в морозильной камере 
при –20 °С до проведения анализа.

Для количественного определения фенола ис-
пользовали метод высокоэффективной жидкостной 
хроматографии (ВЭЖХ). Анализ проводили на хрома-
тографе Shimadzu LC-20 Prominence (Япония) c ис-
пользованием диодно-матричного детектора, хро-
матографической колонки Phenomenex с сорбентом 
Luna C18 (4,6×150 мм, 5 мкм). Детектирование прово-
дили при длине волны, равной 270 нм. В качестве под-
вижной фазы использовали ацетонитрил: 0,4% раст- 
вор уксусной кислоты в объемном соотношении 30:70 
(V/V). Элюирование проводили в изократическом ре-
жиме при постоянной скорости потока 1 мл/мин. Раст- 
вор стандартного образца фенола с концентраци-
ей 250 мкг/мл готовили в изопропаноле. Раствор 
хранили при температуре 2–8  °С. Рабочие раство-
ры фенола с концентрациями в диапазоне от 0,02 до  

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



59РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

125 мкг/мл готовили путем разведения исходного 
раствора. В виалы для ВЭЖХ из светозащитного стек-
ла с помощью шприца помещали 1 мл обработанной 
сыворотки крови, добавляли 1 мл соответствующего 
стандартного раствора фенола, встряхивали на шей-
кере в течение 10 секунд, центрифугировали в те-
чение 5  минут при 6000  об/мин, отбирали шприцем 
500  мкл надосадочного слоя жидкости, помещали в 
автосамплер для инжектирования. Калибровочные 
растворы фенола в сыворотке крови готовили в диа-
пазоне концентраций 0,02–12,5 мкг/мл. Хроматогра- 
фировали испытуемые растворы исследуемых об-
разцов, калибровочные растворы фенола в сыворот-
ке крови и рабочие растворы стандартного образца 
фенола. 

Концентрацию фенола в крови исследуемых об-
разцов определяли по калибровочной кривой, по-
строенной по площадям пиков его образцов, и пока-
зывающим зависимость площади пика фенола от его 
концентрации в сыворотке крови. Методика является 
оригинальной разработкой АО «Ретиноиды» [4].

Таблица 1. Концентрация фенола (мкг/мл) в сыворотке крови 
животных после однократного внутрибрюшинного введения 
5% эмульсии препарата АСД-3 (0,5 г/кг)

Table 1. Phenol concentration (µg/ml) in a blood serum  
of animals after single intraperitoneal administration  
of 5% ASD-3 drug emulsion (0,5 g/kg)

Н
ом

ер
 

ж
ив

от
но

го

Время взятия крови, ч

0,
25 0,
5 1 1,
5 2 4 8

1 0,051 0,071 0,113 0,156 0,117 0,076 0,047

2 0,048 0,069 0,098 0,102 0,103 0,089 0,053

3 0,048 0,087 0,099 0,123 0,152 0,058 0,045

4 0,05 0,055 0,111 0,173 0,076 0,069 0,072

5 0,057 0,053 0,158 0,135 0,068 0,076 0,051

6 0,056 0,051 0,095 0,148 0,079 0,062 0,048

M±SE 0,052±
0,002

0,064±
0,006

0,112±
0,010

0,140±
0,010

0,099±
0,013

0,072±
0,005

0,053±
0,004

Валидацию методики проводили на основании ру-
ководства по валидации биоаналитических методик 
FDA [11] по следующим характеристикам: специфич-
ность, линейность, правильность, точность (преци-
зионность), оценка переноса, коэффициент извлече-
ния, определение нижнего предела количественного 
определения фенола, стабильность растворов.

Для подготовки и анализа проб использовали сле-
дующие реактивы: стандартный образец фенол (USP), 
ацетонитрил квалификации «для ВЭЖХ» (Merck, Гер-
мания), уксусная кислота «для ВЭЖХ» (Merck, Гер-
мания). Пробоподготовка образцов заключалась 
в осаждении белков метанолом и последующем 
центрифугировании.

Для подтверждения специфичности хроматогра-
фировали растворы образцов «холостой» сыворотки 
крови (бланк матрицы). На хроматограммах сыворотки 
крови (бланк матрицы) нет интерферирующих пиков 
со временем удерживания фенола (около 6 мин). НПКО 
составлял 0,002 мкг/мл.

Оценку динамики всасывания в кровь и выделе-
ния из неё фенола, содержащегося в АСД-3, проводили 
с помощью программного обеспечения ASKID на осно-
ве построенной однокамерной модели со всасывани-
ем. Рассчитывали основные фармакокинетические па-
раметры поступления фенола в кровь: максимальную 
концентрацию, время её достижения, площадь под 
фармакокинетической кривой, время полувыведения, 
константы площади элиминации и абсорбции, общий 
клиренс, объём распределения [6]. Для каждой вре-
менной точки вычисляли средние значения концент- 
рации и стандартную ошибку (M±SE). На основании 
полученных результатов определяли относительную 
биодоступность фенола из пасты, содержащей 5% 
АСД 3 фракции.

Таблица 2. Концентрация фенола (мкг/мл) в сыворотке крови 
животных после однократной аппликации на кожу спины  
пасты, содержащей 5% АСД-3 (0,5 мг/кг)

Table 2. Phenol concentration (µg/ml) in a blood serum of animals 
after single skin application of 5% ASD-3 drug paste  
(0,5 g/kg)

Н
ом

ер
  

ж
ив

от
но

го

Время взятия крови, ч

0,
25 0,
5 1 1,
5 2 4 8

1 0,008 0,005 0,008 0,008 0,011 0,008 0,004

2 0,005 0,009 0,010 0,009 0,010 0,006 0,006

3 0,009 0,008 0,008 0,007 0,019 0,007 0,003

4 0,006 0,009 0,008 0,010 0,010 0,009 0,004

5 0,007 0,010 0,012 0,015 0,009 0,008 0,004

6 0,006 0,009 0,008 0,015 0,010 0,007 0,006

M±SE 0,007±
0,001

0,008±
0,001

0,009±
0,001

0,011±
0,001

0,012±
0,002

0,008±
0,001

0,005±
0,001

Исследование выполняли в соответствии с межго-
сударственным стандартом «Принципы надлежащей 
лабораторной практики» [8] согласно утверждённо-
му плану и стандартным операционным процедурам 
центра доклинических исследований с учётом руко-
водств по проведению доклинических исследований 
лекарственных средств [9, 10]. Манипуляции с живот-
ными, а также условия их содержания утверждены 
этической комиссией по контролю за содержанием и 
использованием лабораторных животных. Крысы на-
ходились в помещениях при 20–26  °C и относитель-
ной влажности 30–70%. Температуру и влажность 
контролировали c помощью компьютер-совмести-
мых термометров и психрометров ежедневно в тече-
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ние всего дня. В комнатах поддерживали 12-часовой 
цикл освещения и 10-кратную смену объёма воздуха 
в час.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С помощью валидированной методики проана- 

лизировали 42  образца, полученные после внут- 
рибрюшинного введения 5% эмульсии препарата  
АСД-3 и 42 образца – после накожного применения 
пасты, содержащей 5% АСД-3. Как видно из рисунка 1, 
фенол, как компонент 5% эмульсии АСД-3 при внут- 
рибрюшинном введении обнаруживается в кро-
ви крыс через 15 минут (0,052  мкг/мл). Его средняя 
концентрация быстро растёт, достигая к 1,5  часам  
0,14  мкг/мл. В дальнейшем содержание фенола мед-
ленно снижается и достигает исходного уровня к 
8 часам.

При накожной аппликации пасты, содержащей 5% 
АСД-3, фенол в крови животных обнаруживается так-
же через 15 минут (рисунок 2). Его средняя концентра-
ция составляет 0,007 мкг/мл. Максимальный уровень 

фенола отмечен через 2 часа после начала экспери-
мента (0,012 мкг/мл), и к 8 часам снижался до исходно-
го уровня.

Сравнение концентрации фенола в крови экспе-
риментальных животных после двух путей введения 
показало, что накожное нанесение препарата, содер-
жащего 5% АСД-3, обеспечивает в 10 раз меньшее со-
держание фенола в крови в сравнении с внутри-
брюшинным введением эмульсии с 5% АСД-3.

Показатели, характеризующие процесс выведения 
фенола из крови крыс при внутрибрюшинном введе-
нии, превосходят таковые при аппликации препара-
та на кожу. Константа скорости элиминации при внут- 
рибрюшинном введении равняется 0,0968  ч-1, а при 
накожном нанесении препарата – 0,0581 ч-1. В резуль-
тате этого период полувыведения фенола в первом 
случае равняется 7,2 ч, а во втором случае – 11,9  ч. 
Факт более быстрого выведения фенола из организ-
ма крыс при внутрибрюшинном введении подтверж- 
дают результаты расчёта общего клиренса и обще-
го объёма распределения фенола. Расчёты площа-
ди под кривой «концентрация–время» показали, что 
при внутрибрюшинном введении эмульсии она равна  
1,14 мкг × ч/мл, а при аппликации препарата на кожу – 
лишь 0,16 мкг  ×  ч/мл. Относительная биодоступность 
фенола из пасты, содержащей 5% АСД 3 фракции 
составляет 14,38% от 5% эмульсии, введённой в орга-
низм крыс внутрибрюшинно(таблица 3).

Таблица 3. Основные фармакокинетические параметры 
фенола после однократного внутрибрюшинного введения  
и накожного нанесения препарата

Table 3. Basic pharmacokinetic parameters of phenol after single 
intraperitoneal administration and skin application of 5% ASD-3 
drug

Параметры  
(обозначения, единицы 

измерения)

При  
внутрибрюшинном 

введении

При  
накожном 
нанесении

Константа скорости 
элиминации (Kel, 1/ч) 0,0968 0,0581

Константа скорости 
абсорбции (Kabs, 1/ч) 2,54 5,27

Время полувыведения 
(T1/2, ч) 7,2 11,9

Общий клиренс 
(Cl, мл/мин/кг) 7284 50803

Объём распределения 
(V, л/кг) 4514 52495

Площадь под кривой 
(AUC, мкг × ч/мл) 1,14 0,16

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Фенол как компонент пасты, содержащей 5% 

АСД-3, выявляется в сыворотке крови через 15 минут 
после накожного применения препарата. Максималь-
ной концентрации в сыворотке крови фенол достига-

Рисунок 1. Динамика концентрации фенола в сыворотке крови 
крыс (мкг/мл) после внутрибрюшинного введения 5% эмуль-
сии субстанции АСД-3 в дозе 0,5 г/кг

Figure 1. Dynamics of phenol concentration in the serum of rats 
(µg/ml) after intraperitoneal administration of 5% ASD-3 drug 
emulsion (0,5 g/kg)

Рисунок 2. Динамика концентрации фенола в сыворотке кро-
ви крыс (мкг/мл) после накожной аппликации пасты, содержа-
щей 5% АСД-3 в дозе 0,5 г/кг

Figure 2. Dynamics of phenol concentration in the serum of 
rats (µg/ml) after skin application of 5% ASD-3 drug paste  
(0,5 g/kg)
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ет через 1,5–2 часа и в дальнейшем снижается. Период 
его полувыведения составляет 11,9 ч, относительная 
биодоступность – 14,38%.

ЛИТЕРАТУРА
1.	 Багирова В. Л., Нечаева Е. Б., Осипов А. С., Гузев К. С. Применение 

ВЭЖХ с диодно-матричным детектированием для анализа ле-
карственного препарата АСД Ф-3. «Фитофарм 2005»: материа-
лы IX международного съезда. 2005; 517–519. 

2.	 Багирова В. Л., Нечаева Е. Б., Осипов А. С., Гузев К. С., Ноздрин 
К. В. Применение ВЭЖХ с диодно-матричным детектированием 
для идентификации фенолов препарата АСД-3. Сборник «Акту-
альные проблемы создания новых препаратов природного про-
исхождения». 2006; 26–28. 

3.	 Дерябина З. И., Николаев А. В. Химико-фармакологическая харак-
теристика препарата АСД. Труды Всесоюзного института экспе-
риментальной ветеринарии. 1968; 35: 326–339. 

4.	 Иванова М. Е., Ноздрин В. И., Гузев К. С., Пронина К.С., Пьявчен-
ко Г. А., Кузнецов С. Л. Разработка и валидация методики коли- 
чественного определения фенола, входящего в состав пасты 
с антисептиком-стимулятором Дорогова 3 фракции, методом 
ВЭЖХ. Альманах «Ретиноиды». 2019; 17–22.

5.	 Машковский М. Д. Лекарственные средства. 12-е изд. М.: Меди-
цина, 1993; 491. 

6.	 Мирошниченко И. И. Основы фармакокинетики. М.: МДМПринт, 
2017; 7–18. 

7.	 Осипов А. С., Амаспюр Д. А., Нечаева Е. Б., Грецкая Т. Н. Примене-
ние ВЭЖХ с диодно-матричным детектированием для анализа 
низкокипящих фракций АСД. Тезисы докладов XII Российского на-
ционального конгресса «Человек и лекарство». 2005; 783. 

8.	 Принципы надлежащей лабораторной практики: ГОСТ 33044–
2014. Введён 01.08.15. М.: Стандартинформ. 2015; 12. 

9.	 Миронов А. Н. (ред.). Руководство по проведению доклиничес- 
ких исследований лекарственных средств. Часть первая. М.: 
Гриф и К. 2012; 944. 

10.	 Фисенко В. П. (ред.). Руководство по экспериментальному (до-
клиническому) изучению новых фармакологических веществ. 
М.: Ремедиум. 2000; 398. 

11.	 Guidance for Industry: Bioanalytical method validation. U.S. 
Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, Center for Drug Evolution and Research (CDER). 
Government Printing Office: Washington, DC. 2001.

REFERENCES
1.	 Bagirova V. L., Nechaeva E. B., Osipov A. S., Guzev K. S. The use of HPLC 

with diode-matrix detection for the ASD F-3 drug analysis. «Fitofarm 
2005»: materials of IX international meeting. 2005; 517–519 (in Russ.).

2.	 Bagirova V. L., Nechaeva E. B., Osipov A. S., Guzev K.S., Nozdrin K. V. 
Application of HPLC with diode-matrix detection to identify phenols 
of the ASD-3 drug. Proceeding book «Actual problems of creating new 
products of natural origin». 2006; 26–28 (in Russ.).

3.	 Deryabina Z. I., Nikolaev A. V. Chemical and pharmacological 
characteristics of the ASD drug. Proceedings of the All-Union 
Institute of Experimental Veterinary Medicine. 1968; 35: 326–339 
(in Russ.).

4.	 Ivanova M. E., Nozdrin V. I., Guzev K. S., Pronina K. S., P’yavchenko G. А., 
Kuznetsov S. L. Development and validation of methods for the 
quantitative determination of phenol, which is part of the paste with 
an antiseptic Dorogov’s stimulator 3 fraction by the HPLC method. 
Almanakh «Retinoidy». 2019; 17–22 (in Russ.).

5.	 Mashkovskiy M. D. Medicines. 12 ed. M.: Meditsina. 1993; 491 (in 
Russ.).

6.	 Miroshnichenko I. I. Basics of pharmacokinetics. M.: MDMPrint. 2017; 
7–18 (in Russ.).

7.	 Osipov A. S., Amaspyur D. A., Nechaeva E. B., Gretskaya T. N. The use 
of HPLC with diode-matrix detection for the analysis of low-boiling 

fractions of the ASD. Abstracts of the reports of the XII Russian National 
Congress «Human and Medicine». 2005; 783 (in Russ.).

8.	 Principles of good laboratory practice: GOST 33044–2014. Introduced 
01.08.15. M.: Standardinform. 2015; 12 (in Russ.).

9.	 Mironov A. N. (ed.). Guidelines for conducting preclinical studies of 
drugs. Part one. M.: Grif and K. 2012; 944 (in Russ.).

10.	 Fisenko V.P. (ed.). Guidelines on experimental (preclinical) study 
of new pharmacological substances. M.: Remedium. 2000; 398 
(in Russ.).

11.	 Guidance for Industry:Bioanalytical method validation. U.S. 
Department of Health and Human Services, Food and Drug 
Administration, Center for Drug Evolution and Research (CDER). 
Government Printing Office: Washington, DC. 2001.

Методы анализа лекарственных средств
Analytical Methods



62 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2019-8-3-62-68 
УДК 615.07.242.454

Оригинальная статья/Research аrticle

Валидация методик испытания на подлинность  
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Резюме
Введение. Неcмoтpя на наличие шиpoкoгo выбopа лекаpcтвенных пpепаpатoв (ЛП), пpи лечении каpиеcа c иcпoльзoванием тpадициoнных 
метoдoв эффективнocть егo лечения cocтавляет 62,5–75,4%. В результате комплекса научно-экспериментальных исследований, 
проведенных на кафедре фармацевтической технологии ПГФА совместно с кафедрой стоматологии факультета повышения квалификации и 
профессиональной переподготовки специалистов ПГМУ им. Е. А. Вагнера, предложен медикаментозный способ лечения среднего и глубокого 
кариеса реминерализующим гелем и пленками. В ходе подготовки нормативной документации на пленки для лечения кариеса дентина 
проведена валидация метoдик, пpедназначенных для кoнтpoля качеcтва действующих веществ.
Цель. Валидация метoдик иcпытания на пoдлиннocть и кoличеcтвенного oпpеделения действующих веществ в пленках для лечения каpиеcа 
дентина.
Материалы и методы. Для достижения поставленной цели использовали активные фармацевтические субстанции фармакопейного 
качества. Пpи pазpабoтке метoдик иcпытания на пoдлиннocть за ocнoву взяты методики с характерными реакциями на катионы и анионы. Для 
кoличеcтвеннoгo oпpеделения кальция хлорида использован oбpатный кoмплекcoнoметpичеcкий метoд, для калия фocфата двузамещеннoгo 
и натрия фторида фoтoэлектpoкoлopиметpичеcкий метoд, для хлоргексидина биглюконата cпектpoфoтoметpичеcкий метoд. Объектами 
исследования являлись пять серийных образцов пленок.
Результаты и обсуждение. На ocнoвании пpoведеннoгo иccледoвания выбpаны метoдики испытания на пoдлиннocть, кoтopые 
хаpактеpизуютcя oтpицательным аналитичеcким cигналoм на мoдельных cмеcях, cвoбoдных oт oпpеделяемoгo кoмпoнента, и плацебo, 
и пoлoжительным аналитичеcким cигналoм на мoдельных cмеcях pазличнoгo cocтава, coдеpжащих oпpеделяемый кoмпoнент. Изучены 
валидационные характеристики методик количественного определения действующих веществ в пленках для лечения кариеса дентина, 
которые могут быть использованы для включения в нормативную документацию на разработанные пленки.
Заключение. По результатам валидации установлено, что методики являются специфичными как для испытания на подлинность, так и 
количественного определения действующих веществ в пленках, характеризуются точностью и повторяемостью, линейной зависимостью 
в аналитической области ±30% по отношению к заявленному содержанию действующих веществ в пленках, что позволяет использовать их 
для достоверной оценки качества.

Ключевые слова: валидация, кариес дентина, пленки, подлинность, количественное определение, специфичность, линейность, 
правильность, повторяемость.
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Abstract
Introduction. Even though a wide range of the products for caries treatment is available, the efficiency of its treatment with the traditional methods 
is 62,5–75,4%. As a result of the set of researches carried out at the Department of Pharmaceutical Technology of the Perm State Pharmaceutical 
Academy, in cooperation with the Department of Dentistry of the Advanced Training and Professional Retraining Faculty of E. A. Wagner Perm 
State Medical University, a medical method of moderate and advanced caries treatment with remineralizing gel and films is proposed. During the 
preparation of the product specification file for the dentin caries treatment film, validation of the methods of the active ingredients quality control 
has been undertaken.
Aim. Validation of the methods of identity tests and of potency assays of dentin caries treatment films.
Materials and methods. In order to achieve the aim, active pharmaceutical substances of pharmacopoeial quality have been used. As a base for 
developing the methods of identity tests the methods with distinctive reactions to cations and anions have been taken. For the potency assay of 
calcium chloride a complexometric back-titration has been used; photoelectric colorimetry for potassium phosphate dibasic and sodium fluoride; 
spectrophotometry for chlorhexidine bigluconate. Five production samples of the films were the object of the research.
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Results and discussion. Basing on the research results, the choice was made in favour of the methods of identity tests that are characterized by 
negative analytical response when applied to the model mixtures which are free from analyte and placebo, and by positive analytical response when 
applied to the model mixtures of various composition containing analyte. The validation characteristics of the methods of dentin caries treatment 
films potency assays, which may be included in the product specification file, have been studied.
Conclusion. Validation results show that the chosen methods are specific for both identity tests and potency assays of active substances in the 
dentin caries treatment films; they are characterized by precision, repeatability and linear dependency in the analytical range of ±30% in regard to 
the specified active substance concentration in the films. All that allows using them for a reliable quality assessment.

Keywords: validation, caries dentin, film, authenticity, quantification, specificity, linearity, accuracy, repeatability.
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ВВЕДЕНИЕ
Неcмoтpя на наличие шиpoкoгo выбopа ле-

каpcтвенных пpепаpатoв (ЛП) пpи лечении каpиеcа c 
иcпoльзoванием тpадициoнных метoдoв, эффектив-
нocть егo лечения cocтавляет 62,5–75,4%. В пpoцеccе 
лечения часто пpoявляютcя различные осложнения. 
К пpинципиальнo нoвым технoлoгиям oтнocятcя ап-
пликациoнные лекаpcтвенные фopмы (ЛФ) на ocнoве 
пoлимеpoв, coдеpжащие ocнoвные минеpализующие 
кoмпoненты: кальций, фocфат и фтopид иoны. Этo да-
ет вoзмoжнocть oбъединить эффект в oднoй аппли-
кации и пoзвoляет индивидуализиpoвать лечение и 
pеминеpализацию дентина на пеpвoм этапе лечения 
среднего и глубoкoгo каpиеcа. ЛП pеминеpализую-
щегo дейcтвия на ocнoве пoлимеpoв пpocты, удoбны, 
безoпаcны и дocтупны для пpименения, чтo пoзвoля-
ет oхватить бoльшую чаcть наcеления и cнизить oбщий 
уpoвень pаcпpocтpаненнocти каpиеcа [1–3].

В результате комплекса научно – эксперименталь-
ных исследований, проведенных на кафедре фарма-
цевтической технологии Пермской государственной 
фармацевтической академии совместно с кафедрой 
стоматологии факультета повышения квалификации 
и профессиональной переподготовки специалистов 
Пермского государственного медицинского универ-
ситета им. Е. А. Вагнера, предложен медикаментозный 
способ лечения среднего и глубокого кариеса реми-
нерализующим гелем и пленками. В пленки для ле-
чения каpиеcа дентина oднoвpеменнo введены ми-
неpализующие вещества, coдеpжащие иoны кальция, 
фocфата и фтopида. Благoдаpя cтpуктуpиpoванным 
вoдным пpocтpанcтвам в пленках oбеcпечиваетcя за-
щитный эффект oтнocительнo их взаимoдейcтвия. Этo 
пoзвoляет coхpанить минеpализующие ионы в cвoбoд-
нoм активнoм cocтoянии и тем cамым oбеcпечить cу-
щеcтвеннoе пoвышение их пpoникнoвения в ден-
тин. Мoделиpoвание cocтава пленок ocущеcтвленo 
пo кальциевoфocфopнoму кoэффициенту 2:1 c учетoм 
ocнoвных тpебoваний к ЛП для лечения каpиеcа ден-
тина. Для пoвышения эффективнocти лечения каpиеcа 
дентина путем вoздейcтвия на микpoopганизмы в ден-

тинных канальцах в cocтав пленок введен антиcептик – 
хлоргексидина биглюконат (ХГБ) [2–5].

В ходе подготовки нормативной документации на 
пленки для лечения кариеса дентина разработаны и 
апробированы методики испытания на подлинность и 
количественного определения действующих веществ 
(ДВ): кальция хлорида, калия фосфата двузамещенно-
го, натрия фторида и ХГБ химическими и инструмен-
тальными методами, модифицированными с учетом 
специфики ЛФ [6–9].

Валидация метoдик, пpедназначенных для 
кoнтpoля качеcтва лекарственных средств (ЛC), пpoвo-
дилаcь в cooтветcтвии c ГФ XIV изд. OФC.1.1.0012.15 «Ва-
лидация аналитичеcких метoдик» [10].

Целью настоящего исследования являлась ва-
лидация метoдик иcпытания на пoдлиннocть и кoли-
чеcтвенного oпpеделения ДВ в пленках для лечения 
каpиеcа дентина. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Все активные фармацевтические субстанции 

(АФС): кальция хлорид (ФС 42-2567-94, АГРОХИМ 
ОАО  «Химзавод им. Л.Я. Карпова», г. Менделеевск, Та-
тарстан, 200916, срок хранения 3 года), калия фосфат 
двузамещенный (ФС 42-4297-79, ЗАО «ЛенРЕАКТИВ», 
Россия, 101016, срок хранения 3 года), натрия фторид 
(ГОСТ 4463-76, «РЕАХИМ», Россия, 201117, срок хране-
ния 3 года, раствор хлоргексидина биглюконата 20% 
(ФС 42-2761-98, ООО «Армосинтез», г. Калуга, Россия, 
300917, срок хранения 3 года) – фармакопейного ка-
чества; гелеобразователь – натрий карбоксиметил-
целлюлоза (ТУ 2231-034-07507908-01, ЗАО «ВЕКТОН», 
СПб, Россия, 151216, срок хранения 3 года); пластифи-
катор  – глицерин (ФС 42-2202-99, ЗАО «КУПАВНАРЕ-
АКТИВ», Россия, 082016, срок хранения 3 года); вода 
очищенная (ФС 2.2.0020.15).

Объектами исследования являлись пять серийных 
образцов пленок.

Для проведения испытаний на подлинность и ко-
личественного определения ДВ в пленках были ис-
пользования следующие реактивы: азoтная киcлoта 
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pазведенная 16% (азотная кислота разбавленная, х.ч., 
АО «Вектон», Россия), аммиачный буферный раствор 
(аммиак водный, ч.д.а., Сигма Тек, Россия; аммоний 
хлористый, х.ч., АО «Купавнареактив», Россия), аммo-
ния мoлибдата pаcтвop 1% (аммоний молибденово-
кислый, 4-водный, х.ч., АО «Вектон», Россия), ализа-
ринового красного С раствор 0,075% (ализариновый 
красный С(S), ч.д.а., АО «Вектон», Россия), железа (III) 
хлорида pаcтвop 10% (железа хлорид (III), 6-водное, ч., 
АО «Вектон», Россия), калия пиpoантимoната pаcтвop 
(калий сурьмянокислый, 4-водный, ч.д.а., ООО «Хим-
сервис», Россия), кислый раствор хлористого цирко-
нила 0,035% (цирконий хлорокись (IV), 8-водный, х.ч., 
АО «Вектон», Россия), натpия кoбальтинитpита pаcтвop 
10% (натрий гексанитрокобальтат (III), 0,5-водный, х.ч., 
АО «Вектон», Россия), натрия эдетата раствор 0,05  М 
(стандарт-титр: соль динатриевая этилендиамин 
N,N,N ,́N´-тетрауксусной кислоты 2-водная (трилон Б) 
0,1 моль/дм3 (0,1 н), ООО «Уральский завод химичес- 
кой продукции», Россия), oлoва хлopида pаcтвop 1% 
(олова хлорид (IV), безводный, ч., АО «Вектон», Россия), 
cеpебpа нитpата pаcтвop 2% (серебро азотнокислое, 
х.ч., АльфаХим, Россия), cеpная киcлoта концентриро-
ванная, серной кислоты раствор 50%, cеpная киcлoта 
pазведенная 9,8% (серная кислота, х.ч., Сигма Тек, Рос-
сия), танина pаcтвop 0,1% (танин, ч., «ВитаХим», Россия), 
укcуcная киcлoта pазведенная 30% (уксусная кислота, 
х.ч., АО «Вектон», Россия), хлористоводородной кисло-
ты раствор 0,1 М (кислота соляная, х.ч., Нева Реактив, 
Россия).

Пpи pазpабoтке метoдик иcпытания на пoдлин-
нocть были апробированы как фармакопейные так и 
не фармакопейные реакции на катионы и анионы, вхо-
дящие в состав ДВ, а так же реакции на ХГБ. 

Количественное определение кальция хлорида 
проводили методом комплексонометрии, с использо-
ванием в качестве титранта раствора натрия эдетата. 
Для создания необходимого значения рН использова-
ли аммиачный буферный раствор. Так как при апроба-
ции прямого способа титрования, после добавления 
к анализируемому раствору аммиачного буферного 
раствора выпадет обильный осадок кальция фосфата, 
был предложен способ обратного титрования. Точную 
навеску пленок растворяли в воде очищенной, к полу-
ченному раствору прибавляли точный объем раствора 
натрия эдетата и затем аммиачный буферный раствор, 
такой порядок прибавления реагентов исключает об-
разование осадков кальция фосфата и кальция фто-
рида, так как ионы кальция связываются в комплекс с 
натрия эдетатом, который становится более прочным 
после прибавления аммиачного буферного раствора 
за счет создания оптимального значения рН среды. 

Для количественного определения калия фосфа-
та двузамещенного в пленках был предложен метод 
фотоэлектроколориметрии. Для получения окрашен-
ного раствора использовали реакцию с молибдатом 
аммония в присутствии хлорида олова (II) как восста-

новителя, в среде серной кислоты 50%, данные усло-
вия исключают образование нерастворимых солей 
кальция фосфата и кальция фторида. Точную навес- 
ку пленок помещали в мерную колбу и растворяли в 
небольшом объеме воды очищенной, к полученно-
му раствору прибавляли точные объемы серной кис-
лоты раствора 50%, растворы аммония молибдата и 
олова хлорида, тщательно перемешивали и доводи-
ли объем водой очищенной до метки. Параллельно 
проводили реакцию с раствором рабочего стандарт-
ного образца калия фосфата двузамещенного в ана-
логичных условиях. 

Для количественного определения натрия фтори-
да использовали метод фотоэлектроколориметрии с 
применение реакции разрушения цирконил-ализа-
ринового комплекса фторид ионами. Для связывания 
ионов кальция добавляли раствор натрия эдетат и ам-
миачный буферный раствор. Точную навеску пленок 
помещали в мерную колбу, растворяли в небольшом 
объеме воды очищенной, прибавляли точный объем  
раствора натрия эдетата и аммиачный буферный 
раствор, перемешивали, доводили объем водой очи-
щенной до метки. Точный объем полученного раство-
ра переносили в мерную колбу, прибавляли точный 
объем раствора ализаринового красного С и раство-
ра хлористого цирконила, тщательно перемешивали, 
доводили объем водой очищенной до метки. Раствор 
выдерживали в течение 30 минут. Параллельно прово-
дили реакцию с раствором рабочего стандартного об-
разца натрия фторида в аналогичных условиях. 

Для количественного определения хлоргексиди-
на биглюконата в пленках использовали спектрофо-
тометрический метод в ультрафиолетовой области. 
Определение проводили в присутствии хлористово-
дородной кислоты, которая препятствует образова-
нию кальция фосфата и кальция фторида. Точную на-
веску пленок помещали в мерную колбу, прибавляли 
точный объем хлористоводородной кислоты и тща-
тельно перемешивали до полного растворения на-
вески, доводили объем водой очищенной до метки. В 
качестве раствора сравнения использовали раствор 
пленок без хлоргексидина биглюконата, приготовлен-
ный по той же методике. Расчет проводили по удель-
ному показателю поглощения.

Определение фoтoэлектpoкoлopиметpичеcким 
метoдом проводилось на фотометре КФК-3 («ЗОМЗ», 
Россия), cпектpoфoтoметpичеcким метoдом на 
УФ-спектрофотометр UV-1800 («Shimadzu», Shimadzu 
Europa GmbH, Германия). [6–9, 12, 13].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Особенности проведения контрольных испыта-

ний разработанных пленок связаны с сочетанием ДВ, 
склонных к взаимодействию между собой и с труд-
ностью выделения их из полимерной основы, разде-
ления между собой вследствие одинаковой раствори-
мости в средах, используемых в анализе. 
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Иccледoвали валидациoнные хаpактеpиcтики 
метoдик иcпытания на пoдлиннocть путем oпpеделе-
ния их cпецифичнocти на мoдельных cмеcях извеcт-
нoгo cocтава (пoлный cocтав пленок, пленки плацебo 
и cмеcи c чеpедующимиcя активными кoмпoнента-
ми). Пoдлиннocть кoмпoнентoв пленок подтвержда-
ли хаpактеpными pеакциями на катиoны и аниoны: 
на катиoн кальция иcпoльзoвали pеакцию c cеpнoй 
киcлoтoй pазведеннoй 9,8%; на хлopид иoн pеакцию c 
cеpебpа нитpата pаcтвopoм 2% в пpиcутcтвии азoтнoй 
киcлoты pазведеннoй 16%; на катиoн калия пpименя-
ли pеакцию c натpия кoбальтинитpита pаcтвopoм 10% 
в cpеде укcуcнoй киcлoты pазведеннoй 30%; на фoc-
фат иoн иcпoльзoвали pеакцию c аммoния мoлибда-
та pаcтвopoм 1% в cеpнoй киcлoте концентрирован-
ной и oлoва хлopида pаcтвopом 1% в среде серной 
кислоты раствора 50%; на катиoн натpия иcпoльзoва-
ли микpoкpиcталлocкoпичеcкую pеакцию c pаcтвopoм 
калия пиpoантимoната и на фтopид иoн pеакцию c 
циpкoнил-ализаpинoвым кoмплекcoм; на ocнoва-
ние хлopгекcидина иcпoльзoвали pеакцию c танина 
pаcтвopoм 0,1%, на ocтатoк глюкoнoвoй киcлoты pеак-
цию c железа (III) хлорида pаcтвopoм 10% [6, 8, 10, 11].

На ocнoвании пpoведенных иccледoваний пред-
ложены метoдики испытания на пoдлиннocть, кoтopые 
хаpактеpизуютcя oтpицательным аналитичеcким cиг-
налoм на мoдельных cмеcях cвoбoдных oт oпpеделя-
емoгo кoмпoнента и плацебo, и пoлoжительным анали-
тичеcким cигналoм на мoдельных cмеcях pазличнoгo 
cocтава, coдеpжащих oпpеделяемый кoмпoнент. 

Кoличеcтвеннoе oпpеделение кальция хлopи-
да пpoвoдили oбpатным кoмплекcoнoметpичеcким 
метoдoм. Для кoличеcтвеннoгo oпpеделения калия 
фocфата двузамещеннoгo и натpия фтopида иcпoль-
зoвали фoтoэлектpoкoлopиметpичеcкий метoд, pаc-
чет пpoвoдили пo pабoчему cтандаpтнoму oбpазцу. 
Для кoличеcтвеннoгo oпpеделения хлopгекcидина би-
глюкoната иcпoльзoвали cпектpoфoтoметpичеcкий 

метoд, oпpеделение пpoвoдили пpи длине вoлны 
253 нм, в кювете c тoлщинoй cлoя 10 мм, oтнocительнo 
pаcтвopа cpавнения пленoк без ХГБ [6–13].

Cпецифичнocть иccледoвали в тpех паpаллелях 
на мoдельных cмеcях c чеpедующимиcя ДВ oт заявлен-
нoгo cocтава. Результаты пpедcтавлены в таблице 1.

Полученные результаты статистически обработа-
ны. Дoвеpительные интеpвалы cocтавили: для кальция 
хлopида 0,00272±0,000089 г, для калия фocфата двуза-
мещеннoгo 0,00367±0,000262 г и для натpия фтopида 
0,000020±0,000002  г, ХГБ 0,000051±0,00000196 г. Ана-
лиз модельных смесей показал, что влияние ДВ при 
совместном присутствии в различных составах на ре-
зультаты определений незначительное, cледoватель-
нo, метoдики кoличеcтвеннoгo oпpеделения ДВ пле-
нок являютcя cпецифичными.

Линейнocть метoдик иccледoвали в тpех паpал-
лелях на мoдельных cмеcях в интеpвале oт 70% дo 
130% oт заявленнoгo coдеpжания ДВ. Pезультаты 
пpедcтавлены гpафичеcки на pиcунках 1–4 в ви-

Таблица 1. Pезультаты иccледoвания cпецифичнocти метoдик кoличеcтвеннoгo oпpеделения ДВ пленок  
(coдеpжание ДВ на среднюю терапевтическую дозу (CТД) 0,05 г)

Table 1. Results of the study of specificity of methods of quantitative determination of DV films (the content of DV  
on the average therapeutic dose (STD) 0.05 g)

Cocтав мoдельнoй 
cмеcи

CaCl2 K2HPO4 NaF ХГБ

взято, г найденo, г взято, г найденo, г взято, г найденo, г взято, г найдено,г

CaCl2, K2HPO4, 
NaF, ХГБ 0,00275 0,00271 0,00370 0,00368 0,000022 0,000019 0,000049 0,000051

CaCl2 0,00275 0,00272 – – – – – –

K2HPO4 – – 0,00370 0,00365 – – – –

NaF – – – – 0,000022 0,000021 – –

ХГБ – – – – – – 0,000049 0,000050

CaCl2, K2HPO4 0,00275 0,00270 0,00370 0,00368 – – – –

CaCl2, NaF 0,00275 0,00273 – – 0,000022 0,000020 – –

K2HPO4
NaF, ХГБ – – 0,00370 0,00367 0,000022 0,000021 0,000049 0,000051

Pиcунoк 1. Завиcимocть pаcхoда титpанта (мл) oт кoличеcтва 
кальция хлopида в мoдельных cмеcях (в диапазoне oт 70 дo 
130% oт заявленнoгo coдеpжания) пo pезультатам титpи-
метpичеcкoгo oпpеделения

Figure 1. The dependence of the titrant flow rate (ml) on the 
amount of calcium chloride in the model mixtures (in the range 
from 70 to 130% of the declared content) according to the results 
of titrimetric determination
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де завиcимocти pаcхoда титpанта для титpиметpи-
чеcких метoдoв анализа и oптичеcкoй плoтнocти для 
фoтoэлектpoкoлopиметpичеcкoгo и спектрофото-
метрического метoдов oт coдеpжания иccледуемo- 
гo ДВ.

Линейный кoэффициент кoppеляции R cocтавил: 
для кальция хлopида – 0,999; калия фocфата двузаме-
щеннoгo в пленках – 1,000; натpия фтopида – 0,999; 
хлopгекcидина биглюкoната – 1,000.

На ocнoвании пoлученных pезультатoв мoжнo ут-
веpждать, чтo coблюдаетcя линейная завиcимocть 
между величинами аналитичеcких cигналoв и coдеp-
жанием иccледуемых ДВ в пленках в интеpвале 70–
130% oт деклаpиpуемoгo кoличеcтва. 

Пpавильнocть метoдик уcтанавливали пo pе-
зультатам анализа мoдельных cмеcей в тpех паpалле-
лях oпpеделения для 7 аналитичеcких кoнцентpаций 
в интеpвале oт 70 дo 130% oт деклаpиpуемoгo cocта-
ва. Pезультаты oпpеделения пpавильнocти метoдик 
пpедcтавлены в таблице 2.

Из pезультатoв, пpедcтавленных в таблице 2, вид-
нo, чтo oтнoшение «найденo: введенo» (Zi) нахoдитcя в 
интеpвале 97–103%, чтo свидетельствует об удoвлет-
вopительной пpавильнocти метoдик.

Аналитическая область применения предложен-
ных методик установлена в процессе изучения их ли-
нейности и правильности, и находится в интервале от 
70 до 130% от номинального количества ДВ в пленках. 

Pиcунoк 2. Завиcимocть oптичеcкoй плoтнocти oт кoличеcтва 
калия фocфата двузамещеннoгo в мoдельных cмеcях пpи 
фoтoэлектpoкoлopиметpичеcкoм oпpеделении (в диапазoне 
oт 70 дo 130% oт заявленнoгo coдеpжания)

Figure 2. The dependence of optical density from quantity of 
potassium phosphate dosagedosage in model mixtures with 
photoelectrocolorimetry determination (in the range of 70 to 
130% of the declared content)

Pиcунoк 3. Завиcимocть oптичеcкoй плoтнocти oт кoли-
чеcтва натpия фтopида в мoдельных cмеcях пpи фoтoэлект- 
poкoлopиметpичеcкoм oпpеделении (в диапазoне oт 70 дo 
130% oт заявленнoгo coдеpжания)

Figure 3. The dependence of optical density from quantity of 
sodium fluoride in model mixtures with photoelectrocolorimetry 
definition (in the range of 70 to 130% of the declared content) 

Pиcунoк 4. Завиcимocть oптичеcкoй плoтнocти oт кoличеcтва 
хлopгекcидина биглюкoната в мoдельных cмеcях пpи cпект- 
poфoтoметpичеcкoм oпpеделении (в диапазoне oт 70 дo 130% 
oт заявленнoгo coдеpжания)

Figure 4. The dependence of optical density on the 
amount of chlorhexidine bigluconate in model mixtures at 
spectrophotometric determination (in the range of 70 to 130% of 
the declared content)

Таблица 2. Результаты оценки пpавильнocти метoдик кoличеcтвеннoгo oпpеделения ДВ в пленках 

Table 2. Results of assessment of correctness of methods of quantitative determination of DV in films

Кoличеcтвo ЛC  
oт заявленнoгo, %

Cocтав мoдельнoй cмеcи, г Найденo, г Zi, %

CaCl2 K2HPO4 NaF ХГБ CaCl2 K2HPO4 NaF ХГБ CaCl2 K2HPO4 NaF ХГБ

70 0,00193 0,00259 0,0000154 0,000035 0,00191 0,00256 0,0000150 0,000034 98,96 98,84 97,40 97,14

80 0,00220 0,00296 0,0000176 0,000040 0,00221 0,00300 0,0000172 0,000039 100,45 101,35 97,73 97,50

90 0,00248 0,00333 0,0000198 0,000045 0,00243 0,00330 0,0000196 0,000046 97,98 99,10 98,99 102,22

100 0,00275 0,00370 0,0000220 0,000050 0,00270 0,00381 0,000021 0,000049 98,18 102,97 95,45 98,00

110 0,00303 0,00407 0,0000242 0,000055 0,00300 0,00405 0,0000245 0,000054 99,01 99,51 101,24 98,18

120 0,00330 0,00444 0,0000264 0,000060 0,00326 0,00440 0,0000260 0,000061 98,79 99,10 98,48 101,67

130 0,00358 0,00481 0,0000286 0,000065 0,00356 0,00479 0,0000283 0,000064 99,44 99,58 98,95 98,46
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Прецизионность (повторяемость) методик оцени-
вали по результатам анализа пяти серийных образцов. 
Экспериментальные данные статистически обрабо-
таны. Pезультаты кoличеcтвеннoгo oпpеделения ДВ в 
пленках пpедcтавлены в таблице 3.

Дoвеpительные интеpвалы (Х±ΔХ) cocтавили: для 
кальция хлopида 0,00274±0,00010 г, для калия фoc-
фата двузамещеннoгo 0,00370±0,00013 г, для натpия 
фтopида 0,000021±0,000002 г, ХГБ 0,000049±0,000002 г; 
cтандаpтнoе отклонение (S) для кальция хлори-
да 0,0000825; для калия фосфата двузамещенного 
0,0001046; для натрия фторида 0,00000158; для ХГБ 
0,00000158. Мoжнo cделать заключение o пpецизиoн-
нocти иccледуемых метoдик пoд влиянием внутpила-
бopатopных ваpиаций. 

Валидиpуемые метoдики иcпoльзoваны в pамках 
пpoведения cтандаpтизации пленок для oпpеделе-
ния пoказателей «Пoдлиннocть» и «Кoличеcтвеннoе 
oпpеделение».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучены валидационные характеристики методик 

испытания на подлинность и количественного опре-
деления кальция хлорида, калия фосфата двузаме-
щенного, натрия фторида и ХГБ в пленках для лечения 
кариеса дентина. По результатам валидации установ-
лено, что методики являются специфичными для опре-
деления содержания ДВ в пленках, характеризуются 
точностью и прецизионностью (повторяемостью), ли-
нейной зависимостью в аналитической области ±30% 
по отношению к заявленному содержанию ДВ в плен-

ках, что позволяет использовать их для достоверной 
оценки качества. Полученные данные будут использо-
ваны для составления проекта НД на пленки для лече-
ния кариеса дентина.
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Х, г Х
–  
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–  
ε, % ε– , %
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1
2
3
4
5
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9,15
9,35
8,61

4,00
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Резюме
Введение. Проведение исследования иммуногенности терапевтических белков, таких как аналоги человеческого инсулина, является 
одним из актуальных и востребованных направлений в медицине и фармацевтике. Определение возможности выработки нейтрализующих 
антител к инсулину, уменьшающих терапевтических эффект принимаемого препарата у пациентов, является важным этапом для понимания 
фармакологического профиля лекарственного препарата. Применение клеточных методов анализа на антитела позволяет проводить 
определение нейтрализующих антител к инсулину.
Цель. Адаптация и валидация методики оценки иммуногенности инсулина в плазме крови человека.
Материалы и методы. В основе метода лежит использование клеточной линии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells [1], в геном которой встроен 
репортёрный ген люциферазы светлячка (Firefly) под контролем инсулинозависимого промотора. При увеличении концентрации инсулина 
экспрессия люциферазы светлячка (Firefly) увеличивается, что позволяет использовать данную клеточную линию для оценки количества 
нейтрализующих инсулин антител. Для нормализации по количеству клеток и учёта влияния матричного эффекта исследуемых образцов 
используется второй репортёрный ген люциферазы Renilla, который экспрессируется под контролем конститутивного промотора. Активность 
обеих люцифераз измеряли с помощью набора реагентов DualGlo Luciferase Assay System (Promega) [2].
Результаты и обсуждения. Были установлены оптимальные концентрация инсулина и степень разбавления плазмы/сыворотки для 
определения нейтрализующих антител к инсулину. Показана долгосрочная стабильность нейтрализующих антител к инсулину в плазме 
крови человека более 3-х месяцев. Описанная методика были применена при сравнительном исследовании безопасности и иммуногенности 
аналогов инсулина (Гларгин).
Заключение. Разработана и валидирована методика определения антител к инсулину в K2EDTA плазме крови человека с помощью тест-
системы на основе клеточной линии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells; в основе метода лежит оценка связывания альфа цепи инсулина с 
высокоаффинным гетеродимерным рецептором CD220.

Ключевые слова: нейтрализующие антитела, инсулин Гларгин, клеточные методы, валидация.
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Abstract
Introduction. IImmunogenicity identification of therapeutic proteins, such as human insulin analogues, is one of the most relevant and significant 
area in medicine and pharmaceuticals. Determination the possibility of producing neutralizing antibodies to insulin reducing the therapeutic effect 
of the drug, is an important step to understand the pharmacological profile of the drug. Applying of cell-based methods one allows to determinate 
neutralizing antibodies to insulin.
Aim. Development and validation methods for detection of neutralizing antibodies against insulin in human plasma.
Materials and methods. The method is based on the use of the iLiteTM Insulin Assay Ready Cells [1], in the genome of which the firefly luciferase 
reporter gene is introduced under the control of an insulin-dependent promoter. As the insulin concentration increases, the firefly luciferase expression 
(Firefly) increases, allowing one to use this cell line to estimate the number of neutralizing antibodies against insulin. For normalization by the number 
of cells and considering the matrix effect of studied samples, the second reporter gene luciferase Renilla is used, which is expressed under the control 
of a constitutive promoter. The activity of both luciferases was measured using the DualGlo Luciferase Assay System (Promega) assay [2].
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ВВЕДЕНИЕ 
Для предотвращения и замедления прогрессиро-

вания диабета и связанных с ним осложнений важно 
проведение гликемического контроля. Инсулинотера-
пия является одним из самых эффективным решений 
контроля гликемического уровня у больных сахар-
ным диабетом (СД). Рациональное и своевременное 
использование препаратов инсулина, генно-инженер-
ных или аналогов инсулина позволяет достичь стой-
кой компенсации углеводного обмена, и тем самым 
предотвратить или замедлить прогрессирование ос-
ложнений СД 2 типа, а также повысить качество жизни 
пациентов [3]. Непременным условием эффективнос- 
ти инсулинотерапии при СД 1 типа служит адекват-
ное введение препаратов инсулина, максимально при-
ближенное к ритму секреции эндогенного инсулина. 
Однако, смоделировать близкие к физиологическим 
соотношения уровня гликемии и инсулинемии доста-
точно трудно [4]. 

За время своего существования препараты инсу-
лина прошли эволюцию от природного инсулина, до-
бываемого из поджелудочной железы домашних жи-
вотных, до рекомбинантных препаратов и аналогов 
человеческого инсулина, к которым относится инсу-
лин гларгин.

Инсулин гларгин отличается от человеческого ин-
сулина добавлением двух остатков аргинина в конец 
В–цепи и заменой аспарагина на глицин в положении 
А21. Эти две модификации привели к созданию ста-
бильной структуры, которая растворима в кислой сре-
де при рН 4 и образует микропреципитаты при введе-
нии в подкожную клетчатку с нейтральным значением 
рН, что замедляет скорость всасывания. Добавление 
небольшого количества цинка стабилизирует образу-
ющиеся преципитаты, что приводит к дополнитель-
ному увеличению длительности действия препарата. 
В результате инсулин гларгин характеризуется замед-
ленным поступлением в кровь без пиков концентра-
ции в течение продолжительного времени и по своей 
фармакокинетике сходен с непрерывной подкожной 
инфузией инсулина [5].

Оригинальный лекарственный препарат инсу-
лина гларгин, Лантус® («Санофи-Авентис Дойчланд 
ГмбХ», Германия), был выведен на рынок в 2000 г. [6]. За  

последние несколько лет прошли клинические иссле-
дования и были выведены биоаналоги данного инсу-
лина. В Европейском союзе к настоящему времени 
зарегистрировано 2 биосимиляра инсулина гларгин – 
Lusduna и ABASAGLAR® [6, 7]. Также биосимиляры ана-
логов инсулина выводятся и на локальные рынки, в 
том числе и России.

Использование терапевтических белков в качест- 
ве лекарственных препаратов, таких как препараты 
инсулина, связано с определенными рисками воз-
никновения иммунного ответ в организме человека 
(иммуногенностью лекарства). Для доказательства 
безопасности применения таких препаратов прово-
дят сравнительное исследование иммуногенности. 
Одним из нежелательным иммунным эффектом на 
применение лекарства является выработка нейтра-
лизующих антител (НАТ) к препарату. Нейтрализую-
щие антитела связывают лекарственный препарат, 
в таком случае препарат при попадании в организм 
не оказывает ожидаемого терапевтического эффек-
та. Определение образования НАТ к препарату име-
ет важное значение при исследовании иммуноген-
ности терапевтических белков. Одним из наиболее 
чувствительных методов определения НАТ являют-
ся методики с использованием специальных клеточ-
ных линий.

В данной статье приведены результаты разработ-
ки и валидации методики оценки иммуногенности 
инсулинов в плазме крови человека. В рамках разра-
ботки и валидации метода была проведена адаптация 
методики по следующим показателям:
•• установлен ответ клеточной линии iLiteTM Insulin 

Assay Ready Cells на стимуляцию инсулином, по-
добрана оптимальная концентрация инсулина для 
определения НАТ к инсулину;

•• проанализировано влияние степени разбавления K2 
EDTA плазмы человека на уровень сигнала клеток к 
инсулину, установлена оптимальная степень разбав-
ления плазмы для проведения анализа;

•• показан нейтрализующий эффект референсных ан-
тител к инсулину;

•• проведено сравнение ответа клеток на инсулин и 
нейтрализующие референсные антитела к инсули-
ну при двух разных разведениях суспензии клеток;

Results and discussion. Optimal insulin concentration and plasma/serum dilution were determined to identify neutralizing antibodies to insulin. The 
long-term stability of neutralizing antibodies to insulin were shown in human plasma for more than 3 months. The developed method was applied 
in a comparative research of the safety and immunogenicity of insulin analogues (Glargine).
Method for the determination of antibodies to insulin was.
Conclusion. A method for determination of neutralizing antibodies to insulin in human K2EDTA plasma was developed and validated using iLiteTM 
Insulin Assay Ready Cells system; based on the binding of the insulin alpha chain to the high-affinity heterodimeric CD220 receptor.

Keywords: neutralizing antibodies, insulin glargine, cell-based methods, validation.
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•• проанализирована долгосрочная стабильность 
нейтрализующих антител в K2 EDTA плазме крови 
человека более 3-х месяцев при хранении образцов 
при температуре ниже –65 °С.
Методика была применена при сравнительном 

исследование безопасности и иммуногенности ана-
логов инсулина Гларгин тестируемого препарат: Рин-
Глар®, раствор для подкожного введения, 100 ЕД/мл 
(ООО  «ГЕРОФАРМ», Россия) и препарат сравнения – 
Лантус®, раствор для подкожного введения, 100 ЕД/мл 
(«Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ», Германия).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Для разработки и адаптации метода использова-
ли антитела Anti-Insulin antibody ab7842, производст- 
ва «Abcam»; клеточная линия iLite™ Insulin Assay 
Ready Cells BM3060, «Euro Diagnostica», набор реак-
тивов «Promega», Dual-Glo Luciferase Assay System, 
100  ml, E2940, деионизованная вода, сопротив-
ление 18  MОм  .  см, среда RPMI-1640 с глутами-
ном, ПанЭко, кат.  № С310п, сыворотка, HyClone, кат.  
№ К052/SV30160.03; пенициллин/стрептомицин,  
ПанЭко, кат. №  А065; инсулин, Sigma-Aldrich, кат. 
№  I9278; плазма и сыворотка крови человека 6 
доноров.

Тестируемый препарат: РинГлар®, раствор для 
подкожного введения, 100 ЕД/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», 
Россия).

Препарат сравнения: Лантус®, раствор для под-
кожного введения, 100 ЕД/мл («Санофи-Авентис Дойч- 
ланд ГмбХ», Германия).

Клиническое исследование было проведено как 
многоцентровое, открытое, рандомизированное срав-
нительное исследование не худшей иммуногенности 
препаратов РинГлар®, раствор для подкожного вве-
дения, 100 ЕД/мл (ООО «ГЕРОФАРМ») и инсулина Лан-
тус® СолоСтар®, раствор для подкожного введения,  
100 ЕД/мл («Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ») у боль-
ных сахарным диабетом 1 типа. При этом исследование 
было заслепленным для аналитической лаборатории. 
На этикетках биологических образцов отсутствовала 
любая информация, позволяющая идентифицировать 
получаемый исследуемый препарат.

Основанием для проведения исследования явля-
лось разрешение на клиническое исследования МЗ 
РФ № 282 от 14 июня 2018г и одобрение центрального 
этического комитета (выписка из протокола № 168 от 
24 апреля 2018г).

Также, проведение исследования было одобрено в 
каждом клиническом центре независимыми этически-
ми комитатами. Все пациенты до начала любых проце-
дур исследования подписали форму информирован-
ного согласия на участие в исследовании.

Описание метода

Метод основан на использовании клеточной ли-
нии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells. Специфический от-
вет данной клеточной линии на инсулин выражает-
ся в экспрессии люциферазы светлячка (Firefly). Если в 

исследуемом образце K2 EDTA плазмы крови челове-
ка присутствуют нейтрализующие антитела к инсули-
ну, то они связывают инсулин и наблюдается снижение 
экспрессии люциферазы Firefly, которое выражается 
в снижении люминесцентного сигнала в присутствии 
субстрата люциферазы Firefly. Для нормализации по 
количеству клеток и учёта влияния матричного эффек-
та исследуемых образцов использовали второй ре-
портёрный ген люциферазы Renilla, который экспрес-
сируется под контролем конститутивного промотора 
и сигнал которой пропорционален количеству клеток.

В качестве контроля тест-системы использовали 
антитела к инсулину Anti-Insulin antibody ab7842, кото-
рые обладают нейтрализующей активностью в отно-
шении инсулина. Наличие нейтрализующих антител к 
инсулину в плазме человека определяли по соотноше-
нию сигналов двух люцефераз Firefly/ Renilla.

Для проведения экспериментов использовали 
протоколы, предлагаемые производителями клеточ-
ной линии [8, 9]. В лунках белых 96-луночных план-
шетов NunclonTM Delta Surface смешивали растворы 
референсных антител и инсулина, затем инкубирова-
ли 30 минут в СО2 инкубаторе при температуре 37  °С 
и 5% СО2. После инкубации НАТ с инсулином вноси-
ли в каждую лунку раствор рабочей суспензии клеток 
и перемешивали пипетированием. После добавления 
клеток планшеты инкубировали в течение 5 часов в 
СО2 инкубаторе при температуре 37 °С и 5% СО2. Пос- 
ле инкубации с клетками добавляли в каждую лунку 
рабочий раствор Dual-GloR Luciferase Reagent (субстрат 
люциферазы Firefly), перемешивали и инкубировали в 
темноте при комнатной температуре в течение 10 ми-
нут (сигнал устойчив в течение 2 часов после внесе-
ния субстрата [2]). Измеряли люминесцентный сигнал 
при всех длинах волн при помощи мультипланшетно-
го ридера SpectraMax M5. В конце добавляли в каждую 
лунку рабочей раствор Dual-GloR Luciferase Stop&GloR 
Reagent (субстрат люциферазы Renilla), перемешива-
ли и инкубировали в темноте при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 минут (сигнал устойчив в течение 
4-х часов после внесения субстрата [2]). Измеряли лю-
минесцентный сигнал в каждой лунке планшета при 
всех длинах волн при помощи мультипланшетного ри-
дера SpectraMax M5.

Приготовление калибровочных образцов  
и образцов контроля качества (КК)

При проведении эксперимента готовили серий-
ное разведение НАТ к инсулину. Серийные разведе-
ния референсных антител были приготовлены в ди-
апазоне концентраций 80000 нг/мл – 110 нг/мл из 
исходного раствора 200 мкг/мл, с шагом разведения 
3. Концентрационные кривые готовили при конечной 
концентрации инсулина 500 нг/мл с использованием 
7 концентраций референсных антител (80000 нг/мл,  
26666 нг/мл, 8888 нг/мл, 2963 нг/мл, 988 нг/мл,  
329 нг/мл, 110 нг/мл и 0 нг/мл). Растворы референсных 
антител в разбавленной K2EDTA плазме крови челове-
ка смешивали с 20 мкл 4-кратного раствора инсулина 
(2 мкг/мл). После инкубации добавляли к смесям сус- 
пензию клеток iLiteTM Insulin Assay Ready Cells.

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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При проведении эксперимента проводилось из-
мерение сигналов люминесценции субстратов Firefly 
и Renilla в контрольных образцах в четырех повторах: 
сигнал в пулированной плазме здоровых доброволь-
цев (N=6) в присутствие инсулина (0% ингибирования) 
и без добавления инсулина (100% ингибирования). 
Аналитическая серия считалась приемлемой, если 
нейтрализующие антитела были обнаружены в поло-
жительных образцах КК (клетки без инсулина) и от-
сутствовали в отрицательных образцах КК. Сходи-
мость полуэффективной концентрации (EC50) для 
одной ампулы клеток использовали в качестве крите-
рия приемлемости между несколькими аналитически-
ми сериями.

Приготовление образцов
Перед началом анализа замороженные образцы 

размораживали при комнатной температуре и пере-
мешивали на вортексе. Рабочие растворы анализиру-
емых образцов готовили смешиванием 10 мкл плазмы 
каждого образца с 90 мкл среды RPMI с антибиотиком 
(пенициллин/стрептомицин).

Растворы разбавленной K2 ЭДТА плазме крови па-
циентоа смешивали с 20 мкл 4-кратного раствора ин-
сулина (2 мкг/мл). После инкубации добавляли к сме-
сям суспензию клеток iLiteTM Insulin Assay Ready Cells. 
Определение нейтрализующего действия антител к 
инсулину (в присутствии 500 нг/мл инсулина) в тести-
руемых образцах проводилось только по калибро-
вочной кривой, полученной в данной аналитической 
серии. При расчетах концентрации нейтрализующих 
антител к инсулину в плазме не учитывались выпада-
ющие значение отношений сигналов люминесценции 
субстратов Firefly и Renilla с учетом относительного ко-
эффициента отклика [2, п. 6].

Пороговым значением концентрации антител («cut 
point») для определения наличия антител к инсулину 
было выбрано 4-кратное значение концентрации ан-
тител в пулированной плазме здоровых доброволь-
цев (N=6) [11]. Образцы с концентрацией антител вы-
ше или равной этого значения считали содержащими 
нейтрализующие антитела к инсулину. В качестве им-
мунологического маркера (титра антител) сложило 
превышение в 4 и более раз концентрации антител в 
отрицательных контрольных образцах [11].

Статистический анализ данных

Статистический анализ производили с применени-
ем языка программирования для статистической об-
работки данных R версии 3.5.0. Сравнение результатов 
измерений анализа на иммуногенность проводился с 
помощью точного критерия Фишера.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Валидацию методики проводили в соответствии 

с требованиями нормативных документов [10]. В хо-
де валидации оценивали следующие метрологичес- 
кие характеристики: ответ клеточной линии на сти-
муляцию в зависимости от концентрации инсулина и 
в зависимости от степени разбавления плазмы крови 

человека; ответ клеточной линии на стимуляцию инсу-
лином (500 нг/мл) в зависимости от концентрации НАТ; 
валидировано разбавление клеток в два раза по срав-
нению с рекомендациями производителя; установле-
на долгосрочная стабильность НАТ в плазме крови че-
ловека >3 месяцев при хранении –65 °С.

Ответ клеточной линии к инсулину и выбор кон-
центрации инсулина. Было проведено 2 независи-
мых эксперимента на одной виале клеток в среде 
RPMI + 9% FBS1 и цельной плазме крови человека (ри-
сунок 1).

Из приведённых результатов видно, что инсулин 
человека в растворителе индуцирует экспрессию лю-
циферазы Firefly с полумаксимальной эффективной 
концентрацией (EC50) 114,3 нг/мл и 104,9 нг/мл. С уче-
том нормирования сигнала на экспрессию люцифе-
разы Renilla значение EC50 составляет 122,8 нг/мл и  
99,79 нг/мл. В неразбавленной K2EDTA плазме крови 
человека активации экспрессии люциферазы Firefly 
не наблюдается. Максимальная активация экспрессии 
люциферазы Firefly достигается при концентрации ин-
сулина 500 нг/мл и выше, данная концентрация была 
выбрана для экспериментов на определение наличия 
НАТ к инсулину.

Нейтрализующий эффект референсных анти-
тел. Концентрационные кривые по референсным ан-
тителам Abcam (Ab7842) строили при конечной кон-
центрации инсулина 500 нг/мл с использованием 7 
концентраций референсных антител к инсулину. Раст- 
воры референсных антител в растворителе или K2 
EDTA плазме крови человека смешивали с 4-кратным 
раствором инсулина (2 мкг/мл). После инкубации в 
течение 30 минут в СО2 инкубаторе при температуре 
37 °С и 5% СО2 добавляли к смесям суспензию клеток 
iLiteTM Insulin Assay Ready Cells. Было проведены две не-
зависимые серии эксперимента на одной виале клеток 
в среде RPMI + 9% FBS и цельной плазме крови челове-
ка (рисунок 2).

Из приведённых данных видно, что референсные 
антитела к инсулину нейтрализуют активацию экспрес-
сии люциферазы Firefly. Сигнал экспрессии люцифе-
разы Firefly и соотношение сигналов люминесценции 
двух люцефираз Firefly/Renilla находятся в обратной 
концентрационной зависимости в отношении НАТ к 
инсулину. В неразбавленной K2 EDTA плазме крови че-
ловека активации экспрессии люциферазы Firefly не 
наблюдается и нейтрализующее действие антител не-
возможно идентифицировать.

Степень разбавления плазмы. Так как в неразбав-
ленной K2 EDTA плазме крови человека инсулин не ак-
тивирует экспрессию люциферазы Firefly в клетках ли-
нии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells были протестированы 
серии разбавлений K2 EDTA плазмы и сыворотки здо-
рового добровольца. Неразбавленные плазма/сыво-
ротка и разбавления плазмы/сыворотки в 2,5 раза, в 
5 раз и в 10 раз были протестированы для трёх кон-
центрациях инсулина: 1) 500 нг/мл (максимальная ак-
тивация экспрессии люциферазы Firefly), 2) 125 нг/мл 
(полумаксимальная активация экспрессии люцифера-
зы Firefly); 3) 16 нг/мл (низкая активация экспрессии лю-

1FBS – сыворотка (fetal bovine serum).

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Рисунок 1. А – концентрационные кривые по инсулину в разных растворителях (расчёт по люминесценции Firefly); б – концентра-
ционные кривые по инсулину в разных растворителях (расчёт по отношению люминесценции Firefly/Renilla)

Figure 1. А – concentration curves of insulin in different solvents (luminescence of Firefly); b – concentration curves of insulin in different 
solvents (Firefly / Renilla luminescence ratio)

Рисунок 2. А – Концентрационные кривые по референсным антителам (расчёт по люминесценции Firefly); б – Концентрационные 
кривые по референсным антителам (расчёт по отношению люминесценции Firefly/Renilla)

Figure 2. А – Concentration curves of reference antibodies (Firefly luminescence); b – Concentration curves for reference antibodies 
(Firefly / Renilla luminescence ratio)

Рисунок 3. А – Активация экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавлениях контрольной K2 EDTA плазмы (расчёт по люми-
несценции Firefly); б – Активация экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавлениях контрольной сыворотки (расчёт по лю-
минесценции Firefly)

Figure 3. А – Firefly luciferase expression in different dilutions of the control K2 EDTA plasma (Firefly luminescence); b – Firefly luciferase 
expression in different dilutions of control serum (Firefly luminescence)

Доклинические и клинические исследования
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циферазы Firefly). Для контроля специфичности сигна-
ла для каждого разбавления сыворотки и плазмы был 
протестированы контрольные образцы без добавле-
ния инсулина к клеткам. Для контроля всей модель-
ной системы использовали активацию экспрессии лю-
циферазы Firefly в растворителе (среда RPMI 1640 + 9% 
FBS) с теми же концентрациями инсулина. Результаты 
экспериментов представлены на рисунке 3.

Из приведённых результатов видно, что в нераз-
бавленной плазме и сыворотке инсулин человека в 
растворителе не индуцирует экспрессию люциферазы 
Firefly, а при увеличении степени разбавления плазмы 
и сыворотки наблюдается увеличение активирующей 
способности инсулина. При разбавлении контрольной 
K2 EDTA плазмы в 10 раз активирующая способность 

инсулина сопоставима с активирующей способности в 
растворителе (среда RPMI 1640 + 9% FBS).

Разбавление суспензии клеток. Для определения 
зависимости чувствительности метода от разбавления 
клеток были протестированы два разбавления кле-
ток линии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells: 1) разбавление, 
рекомендованное производителем клеток; 2) разбав-
ление в 2 раза больше, рекомендованного произво-
дителем клеток. Для обоих разбавлений клеток бы-
ли получены концентрационные кривые по инсулину 
и референсным НАТ. Результаты экспериментов пред-
ставлены на рисунках 4–5.

Из приведённых данных можно сделать вывод, что 
увеличение разбавления клеток линии iLiteTM Insulin 
Assay Ready Cells в 2 раза по сравнению с разбавлени-
ем, рекомендованным производителем не приводит 

Рисунок 4. А – Активация инсулином экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавлениях клеток (расчёт по люминесценции 
Firefly); б – Активация инсулином экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавлениях клеток (расчёт по отношению люминес-
ценции Firefly/Renilla)

Figure 4. А – Firefly luciferase expression in different cell dilutions (Firefly luminescence); b – Firefly luciferase expression in different cell 
dilutions (Firefly/Renilla luminescence ratio)

Рисунок 5. А – Ингибирование референсными антителами экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавлениях клеток (расчёт 
по люминесценции Firefly); б – Ингибирование референсными антителами экспрессии люциферазы Firefly в разных разбавле-
ниях клеток (расчёт по отношению люминесценции Firefly/Renilla)

Figure 5. А – Inhibition of the expression of Firefly luciferase by reference antibodies at different cell dilutions (Firefly luminescence); b – 
Inhibition of Firefly luciferase expression by reference antibodies at different cell dilutions (Firefly / Renilla luminescence ratio)

Доклинические и клинические исследования
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к уменьшению чувствительности метода. Таким обра-
зом, это разбавление клеток можно использовать при 
тестировании образцов.

Долгосрочная стабильность. Для определения 
долгосрочной стабильности нейтрализующих анти-
тел в плазме крови человека более 3-х месяцев были 
проанализированы образцы с известной концентра-
цией НАТ [образцы контроля качества (КК)] в день при-
готовления и спустя 76 и 112 дней после заморозки (2,5 
и >3,5 месяца соответственно). В качестве образцов КК 
использовали образцы с высокой и средней концент- 
раций НАТ (HQC и MQC соответственно). Длительное 
хранение образцов проводилось при температуре ни-
же –65  оС. Результаты анализа долгосрочной стабиль-
ности образцов приведены в таблицах 1 и 2.

Таблица 1. Результаты определения  
долгосрочной стабильности нейтрализующих антител  
в образцах КК спустя 2,5 месяца

Table 1. Long-term stability of neutralizing antibodies in samples 
of quality control samples after 2.5 months
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MQC 1,18 1000 1021,41 102,14% +
HQC 0,63 5000 5281,64 105,63% +

Так как в экспериментах использовались разные 
ампулы клеток, точность определения для разных ана-
литических серий устанавливали по соотношению сиг-
налов люцефираз FireFly/Renilla в образцах КК.

Таблица 2. Результаты определения  
долгосрочной стабильности нейтрализующих антител  
в образцах КК спустя >3,5 месяцев

Table 2. Long-term stability of neutralizing antibodies in samples 
of quality control samples after >3,5 months

Образец КК

Соотношение 
сигналов 

FireFly/Renilla 
первое 

измерение

Соотношение 
сигналов 

 FireFly/Renilla 
второе измерение

Точность, 
%

MQC 1,18 1,12 94,85
HQC 0,63 0,63 100,32

Таким образом было показано, что при анализе об-
разцов плазмы крови человека допустимо хранение 
образцов при температуре ниже –65 °С сроком более 
3-х месяцев. Результаты для образцов на долгосроч-
ную стабильность удовлетворяют принятым крите-
риям валидации.

Определение нейтрализующих антител к инсули-
ну в образцах. После валидации метод был опробован 
при анализе реальных проб на определение НАТ в K2 
EDTA плазмы больных СД 1 типа в рамках сравнитель-
ного исследования иммуногенности препаратов Рин-
Глар®, раствор для подкожного введения, 100 ЕД/мл 
(ООО «ГЕРОФАРМ») и инсулина Лантус®, раствор для 
подкожного введения, 100 ЕД/мл («Санофи-Авентис 
Дойчланд ГмбХ»).

Анализы реальных проб были разделены на анали-
тические серии. Каждая серия включала в себя образ-
цы калибровочной кривой для референсных антител 
в двух повторах, 4 положительных образца КК (клетки 
без инсулина) и 4 образца отрицательных КК (клетки с 
инсулином) и тестируемые образцы для определения 
НАТ к инсулину. Количественную оценку активности 
референсных нейтрализующих антител Abcam (Ab7842) 
проводили при конечной концентрации инсулина  
500 нг/мл с использованием 7 концентраций рефе-
ренсных антител (80000 нг/мл, 26666 нг/мл, 8888 нг/мл, 
2963 нг/мл, 988 нг/мл, 329 нг/мл, 110 нг/мл и 0 нг/мл). Ре-
зультаты анализа образцов КК для каждой аналити-
ческой серии представлены в таблицах 3 и 4.
Таблица 3. Среднее значения отношения сигналов люцефираз  
Firefly/Renilla для положительных и отрицательных контролей, 
полуэффективная концентрация и пороговое значение титра 
антител аналитической серии определения нейтрализующих 
антител к инсулину в плазме крови пациентов

Table 3. The average value of the of Firefly/Renilla luciferase 
ratio for positive and negative controls, the semi-effective 
concentration and the cut points value of the antibody titer  
of an analytical series for the determination of neutralizing 
antibodies to insulin in the blood plasma of patients
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1 ампула клеток: кол-во клеток 3,8 . 105 мл; 96% живых клеток

№ 1

Cells 0,27 55456,74 +
Cells + Insulin 1,88 911,23 нет

Cut point 3644,91 нг/мл
EC50 3292 нг/мл

№ 2

Cells 0,22 ULOQ +
Cells + Insulin 2,33 442,55 нет

Cut point 1770,22 нг/мл
EC50 2887 нг/мл

2 ампула клеток: кол-во клеток 3,0 . 105 мл; 88% живых клеток

№ 4

Cells 0,38 1681,19 +
Cells + Insulin 1,95 107,48 нет

Cut point 500,05 нг/мл
EC50 1540 нг/мл

3 ампула клеток: кол-во клеток 2,3 . 105 мл; 96% живых клеток

№ 5

Cells 0,13 55867,55 +
Cells + Insulin 1,75 159,80 нет

Cut point 639,19 нг/мл
EC50 1159 нг/мл

№ 6

Cells 0,21 17796,04 +
Cells + Insulin 2,01 202,08 нет

Cut point 808,31 нг/мл
EC50 1035 нг/мл

№ 7

Cells 0,12 102257,16 +
Cells + Insulin 1,95 167,74 нет

Cut point 670,95 нг/мл
EC50 844,4 нг/мл

Приложение. 1Данные представлены для 4-х повторов образ-
цов КК.

Cells – положительный контроль.
Cells+Insulin –отрицательный контроль.
Cut point – пороговое значение.

Note. 1Data are presented for 4 repeats of samples of KK.
Cells – positive control.
Cells + Insulin –negative control.
Cut point – the threshold value.
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Пороговым значением концентрации антител 
(«cut points») для определения наличия антител к ин-
сулину было выбрано четырех кратное увеличение 
концентрации НАТ по сравнению с концентрацией 
НАТ в пулированной плазме здоровых добровольцев 
(N=6)  [11]. Маркером титра антител служило пре-
вышение в 4 раза и более концентрации антител в 
отрицательных контрольных образцах – клетки с 
инсулином.

Для контроля качества получаемых результатов в 
процессе анализа проб пациентов использовали пока-
затели наличия и отсутствия НАТ к инсулину в образ-
цах КК и по сходимости отношения средних сигналов 
люцефираз Firefly и Renilla в отрицательных образ-
цах КК [12] и в первой точке калибровочной кривой 
(бланк), которые анализировали вместе с тестируемы-
ми образцами в каждой аналитической серии.

Таблица 4. Средние значения отношения сигналов люцефираз 
Firefly/Renilla для отрицательных контролей и первой точки 
калибровочной кривой

Table 4. Average values of the Firefly / Renilla luciferase ratio  
for negative controls and the first calibration curve points

А
на

ли
ти

че
ск

ая
 

се
ри

я

П
ар

ам
ет

р

Ср
ед

не
е 

зн
ач

ен
ие

 
со

от
но

ш
ен

ия
 

си
гн

ал
ов

 

То
чн

ос
ть

 
(К

1/
Ce

lls
+I

ns
ul

in
), 

%

№ 1
K1 1,87

99,63
Cells+Insulin 1,88

№ 2
K1 2,01

86,19
Cells+Insulin 2,33

№ 4
K1 1,77

90,89
Cells+Insulin 1,95

№ 5
K1 1,86

106,27
Cells+Insulin 1,75

№ 6
K1 2,30

114,56
Cells+Insulin 2,01

№ 7
K1 2,12

108,93
Cells+Insulin 1,95

Приложение. В таблице приведены округленные значения. 
Критерий приемлемости для точности 100±20%.

Cells+Insulin –отрицательный контроль.
К1 – первая точка калибровочной кривой (бланк).

Note. The table shows rounded values. Acceptance criterion for 
accuracy is 100±20%.

Cells + Insulin – negative control.
K1 – the first point of the calibration curve (blank).

Полученные результаты определения наличия 
НАТ к инсулину для образцов КК свидетельствует о 
приемлемости данного аналитического метода для 
анализа проб пациентов, а также о достоверности по-
лученных результатов определения НАТ к инсулину в 
образцах плазмы крови человека. Поступившие в ла-
бораторию образцы плазмы крови пациентов были 
разделены на аналитические серии. Концентрации в 

реальных пробах рассчитывали по кривым, получен-
ным в результате анализа калибровочных образцов в 
текущей серии.

Оценку иммуногенности проводили по часто-
те возникновения иммунного ответа (на основании 
определения концентрации НАТ к инсулину). Резуль-
таты тестирования проб пациентов на определение 
возникновения иммунного ответа представлены в 
таблица 5.

Таблица 5. Частота появления НАТ у больных СД 1 типа

Table 5. The frequency of occurrence of NAT in patients  
with type 1 diabetes

Визит Появление НАТ 
к инсулину

РинГлар® 
(N=90)

Лантус® 
СолоСтар® 

(N=90) p-value1

n (%2) n (%)

Визит 1
Да 26 (28,89%) 27 (30,00%)

1,000
Нет 63 (70,00%) 62 (68,89%)

Визит 9
Да 23 (25,56%) 24 (26,67%)

1,000
Нет 65 (72,22%) 66 (73,33%)

Примечание. 1Точный критерий Фишера.
2Количество проанализированных образцов для 1 и 9 визита 

отличается, в связи с исключением пациентов в 9 визите в исследо-
вании (поэтому сумма % не равна 100).

Note. 1Exact Fisher criterion.
2The number of samples analyzed for visits 1 and 9 is different, due 

to the exclusion of patients at visit 9 in the study (therefore, the sum % 
is not equal to 100).

Общее количество образцов на исследование им-
муногенности составило 356 шт. Нейтрализующие ан-
титела к инсулину были идентифицированы у 53 и 47 
при первом визите и девятом визите соответствен-
но, у остальных пациентов НАТ к инсулину не было 
обнаружено.

Статистически значимых отличий частоты обнару-
жения НАТ между группами при первом и последнем 
визите (9 визит) не выявлено. По результатам опреде-
ления наличия НАТ к инсулину у больных СД 1 наблю-
даемая частота возникновения иммунного ответа оди-
накова для групп, принимающих разные препараты 
как до начала исследования, так и спустя 26 неделя от 
начала исследования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведения работ по разработке и 

валидации биоаналитического метода определения 
НАТ к инсулину в тест-системе на основе клеточной 
линии iLiteTM Insulin Assay Ready Cells был продемонст- 
рирован нейтрализующий эффект референсных анти-
тел к инсулину. Показано, что стимуляция инсулином 
данной клеточной линии активирует экспрессию лю-
циферазы Firefly. Наблюдаемый активирующий эффект 
инсулина в данной тест-системе нейтрализуется рефе-
ренсными антителами к инсулину.

В процессе валидации показано, что в присутствии 
неразбавленной K2 EDTA плазмы и сыворотки человека 
активирующий эффект инсулина в данной тест-систе-
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ме не наблюдается. При разбавлении K2 EDTA плазмы 
и сыворотки человека инсулин проявляет активиру-
ющие свойства в данной тест-системе и активирую-
щий эффект инсулина зависит от степени разбавления 
плазмы и сыворотки. Показано, что в разбавленной в 
10 раз K2 EDTA плазме активирующий эффект инсулина 
равен активирующему эффекту в растворителе и это 
разбавление может использоваться для тестирова-
ния образцов. Также проведено сравнение ответа кле-
ток на инсулин и нейтрализующие референсные анти-
тела к инсулину при двух разных разведениях клеток. 
Было показано, что разбавление клеток линии iLiteTM 
Insulin Assay Ready Cells в 2 раза по сравнению с реко-
мендованным производителем клеток разбавлением 
не приводит к снижению чувствительности метода и 
может использоваться для тестирования образцов. По 
результатам валидации продемонстрирована долго-
срочная стабильность НАТ в K2 EDTA плазме крови че-
ловека более 3-х месяцев при хранении образцов при 
температуре ниже –65 оС. Полученные результаты по-
казывают, что данная методика может использовать-
ся при исследовании иммуногенности лекарственных 
препаратов, содержащих инсулин.

По результатам определения наличия НАТ к ин-
сулину у больных СД 1 типа от начала исследования 
до 26 недель была продемонстрировано идентичная 
иммуногенность тестируемого препарата РинГлар 
(ООО «ГЕРОФАРМ») по сравнению с инсулином Лантус 
(«Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ»).
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Резюме
Введение. Бусерелин, синтетический аналог гонадотропин-рилизинг гормона, используется в лечении таких гормонально-зависимых 
опухолей, как рак предстательной железы и рак молочной железы. На основании опубликованных научных трудов основным аналитическим 
методом количественного определения бусерелина в биологической жидкости является высокоэффективная жидкостная хроматография с 
флюориметрическим детектированием с использованием в качестве пробоподготовки осаждение белков 10% раствором трихлоруксусной 
кислоты, который имеет ряд ограничений, связанных с низкой чувствительностью (на уровне мкг/мл). Таким образом, предпочтение в 
выборе метода количественного определения пептидной молекулы в биологических жидкостях отдавалось высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с тандемной масс-спектрометрией, обладающей большей точностью и специфичностью. Основным методом пробоподготовки 
для аналогов гонадотропин-рилизинг гормона является твердофазная экстракция. В качестве альтернативы был выбран метод осаждение 
белков, как менее трудоемкий и более простой в исполнении.
Цель. Цель исследования заключалась в разработке и валидации методики количественного определения бусерелина в плазме крови 
животных (мини-свиней) методом высокоэффективной жидкостной хроматографией с тандемной масс-спектрометрией для проведения 
фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. Количественное определение бусерелина в плазме крови проводили методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографией с тандемной масс-спектрометрией. Осаждение белков метанолом в соотношении 1:2 использовали в качестве метода 
пробоподготовки биологической жидкости.
Результаты и обсуждения. Разработанная биоаналитическая методика была валидирована по таким валидационным параметрам, как 
селективность, линейность, эффект матрицы, правильность (внутри цикла и между циклами), прецизионность (внутри цикла и между 
циклами), нижний предел количественного определения, перенос пробы и стабильность.
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения бусерелина в плазме крови методом ВЭЖХ-МС/
МС. Аналитический диапазон методики составил 1,0–20 нг/мл. Разработанная методика может быть использована для количественного 
определения бусерелина в плазме крови с целью исследования фармакокинетики.

Ключевые слова: пептиды, бусерелин, фармакокинетика, ВЭЖХ-МС/МС, аналог гонадотропин-рилизинг гормона, валидация.
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Abstract
Introduction. Busereline, being a synthetic gonadotropin-releasing hormone analog, is widely used for hormone-dependent cancer treatment (e.g. 
prostate cancer and breast cancer). Based on the accumulated scientific data for busereline quantitation in biosamples, the main analytical method 
that is used for this purpose is high-performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detection, combined with protein precipitation 
(TCA 10%) for sample preparation. However, due to several limitations of this method resulting in low sensitivity (at the µg/mL level of concentrations), 
the HPLC-MS/MS analytical method was chosen for peptide determination in biosamples. The HPLC-MS/MS method is considered to have higher 
accuracy and specificity. The main sample preparation method for gonadotropin-releasing hormone analogs is solid-phase extraction. In our work, 
we’ve chosen protein precipitation as an alternative – easier and less laborious biosamples preparation process.
Aim. The main objective of this study was the development and validation of HPLC-MS/MS method for busereline quantitation in animal (mini pigs) 
plasma samples and its further application to pharmacokinetic studies. 
Materials and methods. Busereline quantitative determination in plasma samples was performed using HPLC-MS/MS method. A protein precipitation 
procedure (methanol, 1:2, v/v) was used for busereline extraction from pig plasma. 
Results and discussion. The developed analytical method was validated for selectivity, linearity, matrix effect, accuracy (intra-day, inter-day), precision 
(intra-day, inter-day), LLOQ, carryover and stability.
Conclusion. A new HPLC-MS/MS method for busereline quantitation in blood plasma was developed and successfully validated. The developed 
method showed linearity over the quantitation range from 1 to 20 ng/mL. The developed method can be successfully applied to busereline 
pharmacokinetic studies.

Keywords: peptides, busereline, pharmacokinetics, HPLS-MS/MS, gonadotropin-releasing hormone analogs, validation.
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ВВЕДЕНИЕ

Бусерелин – синтетический нонапептидный аналог 
ГнРГ (6-[0-(1,1-Диметилэтил)-D-серин]-9-(N-этил-L-про-
линамид)-10-деглицинамид рилизинг-фактора ЛГ 
(свиного)) с аминокислотной последовательностью 
H-Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(But)-Leu-Arg-Pro-NHEt [1]. 
Структурная формула бусерелина представлена на ри-
сунке 1.

Аналоги ГнРГ (аГнРГ) вызывают подавления функ-
ции половых желез через гипофизарную десенсиби-
лизацию путем непрерывного воздействия на рецеп-
торы гипофиза и являются одной из ведущих групп 
препаратов, применяемых в терапии гормонально-за-

висимых опухолей таких, как рак предстательной же-
лезы и рак молочной железы [2]. По своей структуре 
аГнРГ относятся к коротким пептидам из-за наличия 
небольшого количества аминокислотных остатков (не 
более 20–30) [3]. В результате замены аминокислотных 
остатков синтетические аГнРГ имеют более выражен-
ное сродство к рецепторам ГнРГ, продолжительный пе-
риод полувыведения и сильное фармакологическое 
действие по сравнению с нативным гормоном. В ходе 
этого активность увеличивается в несколько десятков 
раз, а период полувыведения возрастает до 2 часов [4]. 

Сравнительная характеристика аминокислотного 
состава бусерелина и ГнРГ представлена в таблице 1. 

Учитывая строение пептидной молекулы, ее фи-
зико-химические свойства, основными методами ко-
личественного определения коротких пептидов яв-
ляются иммунохимический анализ [5], капиллярный 
электрофорез [6] и виды жидкостной хроматогра-
фии  [7]. Несмотря на высокую чувствительность им-
мунохимического метода (на уровне пг/мл), он об-
ладает рядом недостатков, которые заключаются в 
отсутствии абсолютной селективной, наличии пере-
крестных реакций с другими молекулами пептидной 
структуры, что может привести к ложноположитель-
ным результатам [8]. Такие аналитические методы, как 
хроматография и капиллярный электрофорез в соче-
тании с ФЛД и УФ-детектированием имеют достаточно 
ограниченную область применения при анализе био-
логической жидкости. Концентрация анализируемых 
веществ в таком материале должна иметь высокие зна-
чения, чтобы преодолеть влияние матрицы, в то время 
как концентрация пептидов в крови обычно находит-
ся на низком уровне [9]. Таким образом, предпочтение 
в анализе пептидных молекул в биологических жид-
костях отдается высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-
МС/МС) с методом ионизации электрораспылением в 
режиме положительной полярности, так как пептиды 
обычно являются достаточно полярными молекулами, 
способными легко протонироваться. 

Таблица 1. Аминокислотный состав природного ГнРГ и бусерелина

Table 1. Amino acid composition of natural GnRH and busereline

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ГнРГ pGlu His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly

Бусерелин H-Pyr His Trp Ser Tyr D-Ser(But) Leu Arg Pro

But = tert-butyl; pGlu = pyroglutamic acid

Рисунок 1. Структурная формула бусерелина
Figure 1. The structural formula of busereline
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В приведенных работах [11–13] твердофазная 
экстракция (ТФЭ) является основным методом про-
боподготовки для достижения более низких значе-
ний нПКО. Альтернативным вариантом был выбран 
метод осаждения белков, где в качестве осаждаю-
щих реактивов применялись метанол, ацетонитрил 
и 10% раствор трихлоруксусной кислоты (ТХУ). Ис-
пользование ацетонитрила приводило к неполному 
извлечению аналита, а 10% раствор ТХУ обеспечивал 
извлечение аналита только при работе с высокими 
концентрациями (на уровне мкг/мл). В приведенном 
исследовании в качестве метода пробоподготов-
ки биологической жидкости использовали осажде-
ние белков метанолом в соотношении 1:2, как более 
простой в исполнении и позволяющий достичь тре-
буемого уровня нПКО.

В настоящее время на отечественном фармацев-
тическом рынке зарегистрировано две лекарствен-
ные формы (ЛФ) бусерелина – спрей назальный дози-
рованный и лиофилизат для приготовления суспензии 
для внутримышечного введения пролонгированного 
действия. Последняя является основной ЛФ для кур-
сового лечения онкологических заболеваний длитель-
ностью в один месяц (28 дней). Однако длительность 
курсового лечения может быть увеличена до трех и 
шести месяцев, что в свою очередь приводит к разра-
ботке новой дозировки с целью сокращения частоты 
дозирования.

Цель исследования заключается в разработке и ва-
лидации методики количественного определения бу-
серелина в плазме крови животных (мини-свиней) для 
исследований фармакокинетики в рамках проведения 
доклинических исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и МС-детектиро-
вание проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Nexera (Shimadzu, Япония), оснащенный 
дегазатором (DGU-20A5R), градиентным насосом (LC-
30AD), термостатируемым автосамплером (SIL-30AC), 
термостатом колонок (CTO-20AC), диодно-матрич-
ным (SPD-M20A) и тандемным масс-спектрометричес- 
ким детектором (LCMS-8040) (Shimadzu, Япония) под 
управлением программного обеспечения LabSolution 
(Ver. 5.91), Shimadzu Corporation.

Реактивы и растворы 

В ходе исследования были использованы следую-
щие реактивы: ацетонитрил (LC-MS grade, Biosolve, Из-
раиль); метанол (HPLC-grade, Panreac, Испания); кис-
лота муравьиная (Extra pure, Sigma, США); вода Milli-Q. 
Для приготовления исходных и рабочих растворов 
были использованы стандартные образцы бусерели-
на ацетат (№ 68630-75-1, B3303, Sigma, США, годен до 

10.2019) и даларгина ацетат (№ 81733-79-1, American 
Custom Chemicals Corporation, США, годен до 02.2019), 
который был выбран в качестве внутреннего стандар-
та (ВС).

Исходные стандартные растворы бусерелина и 
ВС готовили путем растворения навесок стандарт-
ных образцов в смеси ацетонитрил:вода (1:1). Ра-
бочие стандартные растворы бусерелина готови-
ли путем разведения исходного раствора тем же 
растворителем.

Исходные растворы, рабочие стандартные раство-
ры хранили в морозильной камере при температуре 
–45  °С. Образцы интактной плазмы крови хранили в 
морозильнике для плазмы при температуре –45 °С.

Пробоподготовка

Пробоподготовка была проведена способом осаж-
дения белков метанолом в соотношении 1:2. 400  мкл 
интактной плазмы (либо 360 мкл с прибавлени-
ем 40  мкл раствора стандартного образца) помеща-
ли в пробирку типа Eppendorf, прибавляли 10 мкл ВС 
(2000 нг/мл) и 800 мкл метанола. Затем пробы встряхи-
вали на вортексе и центрифугировали в течение 15 ми-
нут при 14500 об/мин, после чего супернатант перено-
сили в хроматографические виалы.

Условия хроматографического разделения  
и детектирования

Условия хроматографического разделения были 
подобраны экспериментально. 

Хроматографическая колонка: Jupiter® 5  мкм С18 
50 х 4,6 мм 300 Å.

Температура термостата: 40°С.
Подвижная фаза: 0,1% раствора муравьиной кисло-

ты в воде (элюент А) и 0,1% раствора муравьиной кис-
лоты в ацетонитриле (элюент В) в градиентном режиме 
элюирования со скоростью потока 1,2 мл/мин. Режим 
градиентного элюирования представлен в таблице 2.

Объем вводимой пробы: 10 мкл. 

Таблица 2. Режим градиентного элюирования

Table 2. Gradient elution

Время, мин Объемная доля 
элюента В, %

0–0,3 5
0,3–4,6 5–35
4,6–5,1 35–95
5,1–6,5 95
6,5–8,2 95–5
8,2–10 5

Параметры детектирования были установлены 
экспериментально. Детектирование проводили в ре-
жиме мониторинга множественных реакций (MRM) 
при положительной ионизации электрораспылением 
(ESI), 5кВ. В качестве распыляющего и осушающего газа 
использовался азот со скоростью 3 л/мин и 20 л/мин, 
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температура блока нагрева – 400 °С, линии десольва-
тации – 200 °С.

Общее время анализа составило 10 мин. Время 
удерживания бусерелина – около 4,82 мин, даларги-
на – около 3,89 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ

Валидация методики

Валидация биоаналитической методики была про-
ведена на основе руководства по экспертизе лекарст- 
венных средств Том I [14], а также руководств FDA [15] 
и ЕМА [16] по следующим параметрам: селективность, 
линейность, эффект матрицы, правильность (внутри 
цикла и между циклами), прецизионность (внутри цик-
ла и между циклами), нижний предел количественного 
определения, перенос пробы и стабильность (стабиль-
ность исходных и рабочих растворов аналита и ВС; 
стабильность замороженного и размороженного ана-
лита; краткосрочная стабильность аналита в матрице; 
долгосрочная стабильность аналита в матрице).

Селективность

Селективность методики была оценена путем ана-
лиза 6 образцов интактной плазмы крови, полученных 
из разных источников, и образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением рабочих стандартных раство-
ров бусерелина и ВС. На хроматограммах (рисунки 2 и 

3) образцов интактной плазмы крови не наблюдалось 
пиков с временами удерживания, соответствующих 
бусерелину и ВС.

Линейность 

Для определения калибровочной зависимости 
проводили анализ 6 образцов интактной плазмы 
крови с добавлением рабочих стандартных раство-
ров бусерелина до концентраций 1 нг/мл, 2,5 нг/мл, 
5 нг/мл, 8 нг/мл, 10 нг/мл, 20 нг/мл и рабочего стан-
дартного раствора ВС до концентрации 50 нг/мл. По 
полученным значениям был построен калибровоч-
ный график (рисунки 4) в координатах отношение 
площади пика аналита к площади пика ВС от отно-
шения концентрации аналита к концентрации ВС в 
плазме крови.

Полученные коэффициенты корреляции соот-
ветствуют нормам (не менее 0,99). Отклонение кон-
центраций калибровочных образцов, рассчитанные 
по уравнению линейной зависимости, от фактических 
значений представлены в таблице 3

Рисунок 2. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 2. Chromatogram of a blank plasma sample

Рисунок 3. Хроматограмма модельного образца интактной 
плазмы крови, содержащего стандартный раствор бусерели-
на до концентрации 5,0 нг/мл и рабочий стандартный раствор 
ВС до концентрации 50 нг/мл

Figure 3. Chromatogram of a blank plasma sample with the 
addition of a standard solution to concentration of busereline 
5,0 ng/ml and standard solution to concentration of IS 50 ng/ml
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Таблица 3. Отклонение концентраций бусерелина  
от фактических значений

Figure 3. Deviation of busereline concentrations from  
nominal values

Концентрация
номинальная, нг/мл

Концентрация
рассчитанная, нг/мл Е, % Норма,

не более %

1,00 0,87 –13,0 20

2,50 2,38 –4,8 15

5,00 4,73 –5,4 15

8,00 7,94 –0,8 15

10,00 10,61 6,1 15

20,00 21,30 6,5 15

Эффект матрицы

Для определения влияния биологической мат- 
рицы на количественное определение бусерелина в 
плазме крови был рассчитан эффект матрицы (matrix 
effect, ME), нормализованный эффект матрицы (МЕnorm) 
по ВС и степень извлечения (recovery, RE). Эффект 
матрицы и степень извлечения были оценены на уров-
нях 2,5 нг/мл и 20 нг/мл для бусерелина. Средние зна-
чения ME составили 76%, МЕnorm – 98% и RE – 73% на 
уровне 2,5 нг/мл и МЕ – 73%, МЕnorm – 96% и RE – 80% на 
уровне 20 нг/мл. Таким образом, степень извлечения 
на нижнем и верхнем уровне имеет незначительное 
отличие, тем самым показывая одинаковую степень 
извлечения на всех калибровочных уровнях. Рассчи-
танные значения коэффициента вариации (CV, %) фак-
тора матрицы, нормализованного по ВС, соответству-
ют нормам руководств и не превышают 15%.

Правильность и прецизионность

Для оценки правильности и прецизионности был 
проведен анализ 4 образцов интактной плазмы кро-
ви с прибавлением рабочих стандартных раство-
ров до концентрации бусерелина 1 нг/мл, 2,5 нг/мл,  
10 нг/мл, 20 нг/мл. Образцы хроматографировали по 5 
раз на каждом уровне концентрации аналита. Иссле-
дование проводили в течение 1-й последовательности 

(внутри цикла) и 2-й последовательности (между цик- 
лами). Для полученных значений концентраций были 
рассчитаны величины относительного стандартного 
отклонения (RSD, %) и относительной погрешности (Е, 
%), представленные в таблицах 4 и 5. 

Таблица 4. Правильность и прецизионность методики  
(внутри цикла)

Table 4. Accuracy and precision of the method (inter-day)

введено 
(нг/мл)

найдено (нг/мл), 
среднее значение 

(n=5)

S.D. 
(n=5)

RSD, % 
(n=5) Е, %

1 0,896 0,051 5,646 –10,440

2,5 2,619 0,096 3,676 4,760

10 11,262 0,319 2,830 12,618

20 19,878 0,937 4,715 –0,610

Таблица 5. Правильность и прецизионность методику  
по бусерелину (между циклами)

Table 5. Accuracy and precision of the method (intra-day)

введено 
(нг/мл)

найдено (нг/мл), 
среднее значение 

(n=10)

S.D. 
(n=10)

RSD, % 
(n=10) Е, %

1 0,926 0,096 10,316 –7,420

2,5 2,514 0,167 6,639 0,572

10 10,604 0,755 7,118 6,040

20 19,557 1,058 5,408 –2,216

Полученные значения RSD и E соответствовали 
нормам руководств (не более 20% для нПКО и не бо-
лее 15% для остальных точек).

На основании исследований линейности, пра-
вильности и прецизионности был определен нПКО.  
нПКО бусерелина составил 1,0 нг/мл (рисунок 5). 
Таким образом, выбранный нПКО можно считать 
действительным. 

Стабильность

Стабильность анализируемого вещества и внут- 
реннего стандарта была оценена в составе исходно-
го и рабочего стандартных растворов, биологической 
матрицы при трехкратной заморозке-разморозке, 
краткосрочном и долгосрочном хранении на уровнях 
концентраций 2,5 нг/мл и 20 нг/мл. Площадь пиков при 
повторных анализах на двух приборах не изменялась 
более чем на 15%.

Перенос пробы

Отсутствие переноса пробы было доказано после-
довательным анализом образца с концентрацией ана-
литов 20 нг/мл и образца холостой плазмы крови. На 
хроматограммах образца холостой плазмы не наблю-
далось каких-либо пиков, соответствующих по време-
нам удерживания бусерелину и ВС.

Рисунок 4. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика бусерелина к площади пика ВС от отношения 
концентрации бусерелина к концентрации ВС в плазме крови

Figure 4. The calibration curve dependence of the ratio area peak 
of busereline to the IS on the concentration ratio of busereline to 
the IS in plasma
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количест- 

венного определения бусерелина в плазме крови жи-
вотных методом ВЭЖХ-МС/МС. Аналитический диапа-
зон методики составил 1,0–20 нг/мл. Разработанная 
методика с уровнем нПКО 1,0 нг/мл может быть ис-
пользована в рамках доклинических исследований с 
целью исследования фармакокинетики лекарствен-
ных средств, содержащих бусерелин.
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Рисунок 5. Хроматограмма модельного образца интактной 
плазмы крови, содержащего стандартный раствор бусерели-
на на уровне нПКО 1,0 нг/мл

Figure 5. Chromatogram of a blank plasma sample with the 
addition of standard solutions of IS and busereline at the level 
LLOQ
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Резюме
Введение. В статье показана значимость пробоподготовки для определения концентрации тяжелых металлов в биологических объектах 
методом атомно – эмиссинной спектроскопии микроволновой плазмой. Проведен сравнительный анализ результатов определения тяжелых 
металлов Fe, Zn, Rb, Cu, Ni, Al, Mn разными способами прободготовки: с помощью твердофазной экстракции и микроволнового разложения. 
Цель. Целью настоящей работы являлось сравнение методов и условий пробоподготовки биологических проб для определения содержания 
тяжелых металлов методом атомно-эмиссионной спектрометрии микроволновой плазмы (МП-АЭС). 
Материалы и методы. Объектом исследования для определения содержания тяжелых металлов являлась печень золотистых хомяков 
обоего пола массой 60–145 г вида Golden Syrian SPF категории, полученных из университета Федерального государственного научного 
учреждения «Федеральный исследовательский Центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской Академии наук» 
(г. Новосибирск). Количественное определение тяжелых металлов в биологических пробах проводили на атомно-эмиссионном спектрометре 
с микроволновой плазмой Agilent 4100 (Agilent Technologies, США). 
Результаты и обсуждение. Сравнение содержания элементов в пробе, с использованием исследуемых пробоподготовок показало, что 
максимальное извлечение тяжелых металлов из биологических проб достигается в случае применения метода микроволнового разложения. 
Наиболее полное извлечение тяжелых металлов из биологических проб достигается при экстрагирование в течение 30 минут.
Заключение. Показано, что более высокие результаты регистрируются при использовании метода микроволнового разложения. Этот метод 
обеспечивает максимальное извлечение металлов, является наиболее точным, экспрессным и менее трудоемким, по сравнению с другими 
рассматриваемыми методами и подходит для определения большинства тяжелых металлов.

Ключевые слова: атомно-эмиссионный спектрометр, микроволновая подготовка, тяжелые металлы, твердофазная экстракция, 
биологические объекты.
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Abstract
Introduction. The article is devoted to the relevance of choosing sample preparation method for heavy metals concentration determination in 
biological sample by using atomic emission spectrometry. Much attention is given to compare 2 methods of sample preparation: solid-phase 
extraction and microwave decomposition. As the result of analysis of heavy metals Fe, Zn, Rb, Cu, Ni, Al, Mn content using these sample preparation 
methods the following conclusions are drawn: maximum extraction of heavy metals is achieved by using microwave decomposition method.
Aim. The purpose of this work was to compare the methods and conditions for the sample preparation of biological samples for the determination 
of the content of heavy metals using atomic emission spectrometry.
Materials and methods. The object of the study to determine the content of heavy metals (Zn, Rb, Cu, Ni, Al, Mn) was the liver of golden hamsters of 
both sexes weighing 60–145 g of the type Golden Syrian SPF category, obtained from the Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics, 
Siberian Branch of Russian Academy of Sciences (Novosibirsk). Quantitative determination of heavy metals in biological samples was carried out on 
an Agilent 4100 atomic emission spectrometer with a microwave plasma (Agilent Technologies, USA).
Results and discussion. Comparison of the content of elements in the sample using the sample preparations under study showed that the maximum 
extraction of heavy metals from biological samples is achieved when using the method of microwave decomposition. The most complete extraction 
of heavy metals from biological samples is achieved by extraction within 30 minutes.
Conclusion. This method warrants the maximum metal extraction, is more accurate, rapid and less labor intensive compared to other methods 
considered, and is suitable for determining most heavy metals.

Keywords: atomic emission spectrometry, microwave decomposition, heavy metals, solid-phase extraction, biological sample.
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ВВЕДЕНИЕ
Пробоподготовка является важнейшим этапом 

процесса идентификации и количественного опре-
деления веществ в различных материалах и объ-
ектах. В химическом анализе применяются десятки 
методов пробоподготовки, учитывающих особеннос- 
тями испытуемого объекта и природы определяе-
мых веществ. Методы и условия процесса пробо-
подготовки призваны обеспечить полное удаление 
органических компонентов, постоянство определя-
емых элементов и перевод целевых веществ в фор-
му, удобную для последующих операций анализа. 
Следует также отметить, что сложность и длитель-
ность способа пробоподготовки могут оказать ре-
шающее влияние на выбор и оценку эффективнос- 
ти того или иного метода аналитического контроля. 
Наиболее надежными и эффективными являются ав-
токлавные методы пробоподготовки, предусматри-
вающие использование систем герметично замкну-
тых реакционных объемов с микроволновым или 
резистивным нагревом. При этом наиболее часто 
используется автоклавная пробоподготовка в мик- 
роволновых сверхвысокочастотных (СВЧ) печах, та-
кие системы широко используются в современных 
лабораториях при проведении рутинных анализов. 
Целью воздействия микроволнового излучения на 
этапе подготовки проб является получение требу-
емого компонента в форме, удобной для определе-
ния, чаще всего растворенной. 

Известен альтернативный метод пробоподготов-
ки, зарекомендовавший себя в других химических ис-
следованиях, но мало изученный для биологических 
объектов – твердофазная экстракция (ТФЭ). Метод ос-
нован на экстрагировании веществ с их последующим 
отделением от биологического материала с использо-
ванием сорбционных колонок. Преимущества этого 
метода заключаются в получении достаточно очищен-
ных от сопутствующих компонентов извлечений, 
простоте использования, сокращении времени при 
проведении серийных анализов 

Содержание тяжелых металлов (токсичных эле-
ментов) в различных продуктах и лекарственных 
средствах природного происхождения является важ-
нейшим критерием, определяющим уровень их без-
опасности и степени антропогенного влияния на сы-
рье. Анализ микроколичеств химических элементов 
в биологических объектах представляет собой доста-

точно сложную задачу. В настоящее время существу-
ют две основные группы аналитических методов для 
определения тяжелых металлов: электрохимические и 
спектрометрические методы [1–3].

Достоинствами атомно-спектроскопических мето-
дов – атомно-эмиссионного и атомно-абсорбционно-
го  – являются универсальность и экспрессность, что 
особенно важно при анализе большого числа проб. 
Метод пламенной фотометрии, благодаря простоте 
выполнения, экспрессности и доступности оборудова-
ния, достаточно широко используется в практике кли-
нических лабораторий при определении щелочных 
металлов в биологических жидкостях. 

Трудности использования метода атомно-эмис-
сионной спектроскопии связаны с большим разно- 
образием проб, наличием в них примесей, мешающих 
определению. Сопутствующие вещества, количество 
которых варьирует в широком диапазоне, влияют на 
процессы испарения и возбуждения атомов в источни-
ке света и существенным образом искажают результа-
ты определения. Поэтому пробоподготовка биологи-
ческих объектов является критически важным этапом 
в определении тяжелых металлов [4–8].

Целью настоящей работы являлось сравнение ус-
ловий и режима пробоподготовки биологических 
проб для определения содержания тяжелых металлов 
методом атомно-эмиссионной спектрометрии микро-
волновой плазмы (МП-АЭС). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования для определения содер-
жания тяжелых металлов (Fe, Zn, Rb, Cu, Al, Mn) явля-
лась печень золотистых хомяков обоего пола массой 
60–145 г вида Golden Syrian SPF категории, получен-
ных из Федерального государственного научного уч-
реждения «Федеральный исследовательский Центр 
Институт цитологии и генетики Сибирского отделе-
ния Российской Академии наук» (г. Новосибирск). Жи-
вотных выводили из эксперимента путем асфиксии 
углекислым газом, подвергали вскрытию и извлека-
ли орган. Образцы печени хранили при –80 °С в мо-
розильной камере [9]. Количественное определение 
тяжелых металлов в биологических пробах проводи-
ли на атомно-эмиссионном спектрометре с микро-
волновой плазмой Agilent 4100 (Agilent Technologies, 
США). 
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out the support of programs and grants.

For citation: Blokhina E. N., Kelus N. V., Chuchalin V. S. Influence of the method of treatment of samples of biological nature on the results of 
determination of heavy metals by atomic emission spectroscopy. Drug development & registration. 2019; 8(3): 86–90.

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



88 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

Подготовка биологических проб с помощью мик- 
роволновой пробоподготовки Speedware four SW-4. 
Описано множество методов пробопродготовки био-
логических проб для АЭС-анализа [10–12]. Мы исполь-
зовали метод кислотного разложения в микрово-
лоновой печи, который пригоден для большинства 
органических соединений и характеризуется высокой 
эффективностью. Кислотное разложение проб прово-
дилось в системе Speedware four SW-4 (Berghof, США) 
с использованием азотной и соляной кислот. Изме-
рение холостых растворов показало, что содержание 
анализируемых металлов находится ниже предела об-
наружения метода. 

Биологические пробы массой 0,3 г помещали во 
фторопластовые автоклавы, добавляли 5 мл азотной 
кислоты (х.ч.) и 1 мл соляной кислоты (х.ч.), автоклавы 
закрывали и помещали в систему, где их подвергали 
микроволновому и термическому воздействию в ре-
жиме, приведенном в таблице 1. 

Таблица 1. Режим микроволновой пробоподготовки объектов

Table 1. Mode of microwave sample preparation of objects

№
 ш

аг
а 

пр
ог

ра
м

м
ы

Те
м

пе
ра

ту
ра

, °
С

Д
ав

ле
ни

е

Вр
ем

я 
ро

ст
а,

 м
ин

Вр
ем

я 
уд

ер
ж

ив
ан

ия
, м

ин

М
ощ

но
ст

ь 
м

ик
ро

во
лн

ов
ой

 
пе

чи
, %

  
от

 м
ак

си
м

ал
ьн

ой
 

(1
45

0 
Вт

)

1 180 40 10 5 60

2 200 40 1 25 60

3 50 0 1 10 60

4 50 0 1 5 40

5 50 0 1 5 40

В результате пробоподготовки получены прозрач-
ные растворы без посторонних включений, пригод-
ные для анализа методом МП-АЭС. Растворы перено-
сили в мерную колбу на 25 мл и доводили до метки 
водой очищенной. Полученный раствор анализирова-
ли на содержание тяжелых металлов на МП-АЭС.

Пробоподготовка биологических проб с помощью 
твердофазной экстракции. Пробу массой 0,3 г поме-
щали в стакан, добавляли 5 мл воды очищенной и го-
могенизировали с помощью диспергатора IKA basic 
ULTRA-TURRAX. Полученную взвесь переносили в мер-
ную колбу на 25 мл и доводили до метки 0,1 н азотной 
кислотой. Далее суспензию подвергали центрифуги-
рованию в разные сроки: сразу после гомогенизации 
и разведения, через каждые 30 минут после приготов-
ления разведения. Для анализа отбирали 6 мл надоса-
дочного раствора. Для активирования сорбента перед 
началом работы на ТФЭ через картридж (HF Bond Elut 
C18) пропускали 5 мл метанола, затем сорбент урав-
новешивали 5 мл воды. С помощью одноканально-
го дозатора в картридж вносили количество пробы, 

составляющей 3/4 вместимости патрона. В процессе 
элюирования на сорбенте удерживаются органичес- 
кие примеси, а элюент собирается в емкость для сли-
ва. Полученный элюент анализировали на содержание 
тяжелых металлов на МП-АЭС. 

Пробоподготовка биологических проб с помощью 
экстрагирования без использования сорбента. Пять 
проб одного образца массой 0,3 г помещали в ста-
каны, добавляли 5 мл воды первой степени чисто-
ты и гомогенизировали с помощью диспергатора IKA 
basic ULTRA-TURRAX. Полученный раствор переноси-
ли в мерную колбу на 25 мл и доводили до метки 0,1 н 
азотной кислотой. Первую пробу центрифугировали 
сразу, последующие пробы центрифугировали, через 
каждые 30 минут. Далее отбирали надосадочную жид-
кость и анализировали на МП-АЭС. 

Определение содержания тяжелых металлов ме-
тодом МП-АЭС. Концентрацию тяжелых металлов 
(Fe, Zn, Rb, Cu, Ni, Al, Mn) определяли на атомно-эмис-
сионном спектрометре с микроволновой плазмой 
Agilent 4100 (Agilent Technologies, США) при длине вол-
ны Fe (259,940 нм), Zn (213,857 нм), Rb (780,027 нм), Cu 
(324,754  нм), Al (396,152 нм), Mn (403,076 нм). Для по-
строения градуировочного графика готовили 3 раст- 
вора стандартных концентраций. На аналитических 
весах в мерных колбах взвешивали ГСО определяе-
мых элементов или смесь элементов (Bottle ICP-OES 
Wavecal conc), доводили до метки водой. Далее про-
изводили расчет концентрации ионов определяемых 
элементов в градуировочных растворах по формуле:

ст ст
гр ,

C m
X

V
⋅

=

где Хгр – концентрация ионов в градуировочном 
растворе, мг/л; Сст – концентрация соответствующего 
элемента в ГСО или многоэлементный калибровочный 
стандарт, мг/л; mст – масса взвешенного стандарта, мг; 
V – объем колбы, мл.

Анализ градуировочных образцов и построение 
градуировочного графика осуществляли в ходе испы-
тания аналитической серии. Содержание определяе-
мых элементов в растворах после пробоподготовки 
проводили атомно-эмиссионным методом на спектро-
метре Agilent 4100 при определенных условиях (табли-
ца 2).

В соответствии с руководством по эксплуатации 
спектрометра Agilent 4100 осуществляли подготов-
ку прибора, выбор элементов, основных линий, за-
давали концентрации градуировочных растворов, 
навески проб, объемы проб, разведение. Число реп- 
ликаций (параллельных определений для каждого 
раствора) составляло 3. Предел обнаружения элемен-
тов в анализируемом растворе для атомно-эмисси-
онного спектрометра Agilent 4100 составлял для Fe –  
0,1 mg/kg; Zn  – 0,5 mg/kg; Rb – 0, 5 mg/kg; Mn –  
0,1 mg/kg; Cu – 0,1 mg/kg; Al – 0,1 mg/kg.
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Таблица 2. Условия проведения  
атомно-эмиссионного анализа с микроволновой плазмой 

Table 2. Conditions for the atomic emission analysis  
with microwave plasma

Параметр прибора Настройка

Распылитель Стеклянный концентрический

Камера распылителя Однопроходная стеклянная 
циклоническая

Трубки для образцов Оранжевые/зеленые

Трубки для отходов Голубые/голубые

Время считывания 15 c

Давление в распылителе 160–220 кПа

Количество повторов 3

Время стабилизации 15 c

Коррекция фона Автоматически

Идентификацию элементов проводили по нали-
чию пиков на заданной длине волны, соответствую-
щих определяемым элементам. Массовая доля опре-
деляемого элемента в образце для каждой навески 
рассчитывалась автоматически в программе MP Expert 
(как среднее арифметическое трех параллельных 
определений).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение содержания элементов в пробе, с ис-

пользованием исследуемых пробоподготовок показа-
ло, что максимальное извлечение тяжелых металлов 
из биологических проб достигается в случае приме-
нения метода микроволнового разложения (рисунок 
1). Этот метод оказался наименее трудоемким и экс-
прессным (среднее время разложения пробы и пе-
реведения в раствор занимает 2 часа). Оптимальные 
условия разложения биологических проб в систе-
ме микроволновой пробоподготовки Speedware four  
SW-4 (Berghof, США) подбирали экспериментально 
(таблица 1). В результате пробоподготовки были полу-
чены прозрачные растворы без посторонних включе-
ний, пригодные для анализа методом МП-АЭС.

При использовании методов твердофазной экст- 
ракции и экстракции степень извлечения ряда метал-
лов оказалась ниже, чем при микроволновом разло-
жении: в фильтрате, полученном без ультразвуковой 
обработки, содержалось существенно меньшее коли-
чество железа, алюминия и марганца, что свидетельст- 
вует об их частичном переходе в раствор (рисунок 1). 
Помимо неполной экстракции потеря отдельных эле-
ментов (особенно для алюминия и марганца) может 
быть связана с их задержкой на картридже, это видно 
при сравнении результатов определения концентра-
ции тяжелых металлов в пробах после твердофазной 
экстракции и микроволнового разложения (рисунки 1 
и 2). Так же следует отметить, что метод твердофазной 
экстракции достаточно трудоемок и требует более 
длительной пробоподготовки (измельчение пробы, 
растворение в кислоте, гомогенизация, фильтрова-
ние). Единственным элементом, полнота определения 
которого не связана с методом пробоподготовки, ока-
залась медь (рисунок 1). 

Наиболее полное извлечение тяжелых метал-
лов из биологических проб достигается при экстра-
гирование в течение 30 минут (рисунок 2). Более 
продолжительное настаивание суспензии биомате-
риала в экстрагенте не сопровождалось ростом из-
меряемых показателей, как и при твердофазной экст- 
ракции (рисунок 2) так и при обычной экстракции 
(рисунок 3). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ результатов измерения содержания тяже-

лых металлов в биологическом материале с исполь-
зованием различных способов пробоподготовки сви-
детельствует, что наибольшее количество элементов 
более точно определяется при использовании мето-
да микроволнового разложения. Этот метод обеспе-
чивает максимальное извлечение металлов, является 
наиболее точным, экспрессным и менее трудоемким 

Рисунок 1. Определяемое содержание металлов в объекте ис-
следования при различных способах пробоподготовки, (М±m, 
n=6)

Figure 1. The dependence of the metal content in the object of 
study on the method of sample preparation, (M±m, n=6)

Рисунок 2. Влияние времени настаивания на содержания ме-
таллов в пробе при твердо фазной экстракции (М±m, n=6)

Figure 2. The effect of infusion time on the metal content in the 
sample during solid-phase extraction (M±m, n=6)

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



90 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2019. Т. 8, № 3
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2019. V. 8, No. 3

по сравнению с другими рассмотренными методами. 
Метод микроволнового разложения при подготовке 
проб подходит для определения большинства тяже-
лых металлов.
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Рисунок 3. Влияние времени настаивания на содержания ме-
таллов в пробе при экстракции (М±m, n=6)

Figure 3. The effect of infusion time on the metal content in the 
sample during extraction (M±m, n=6)
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Резюме
Введение. Бевацизумаб – биотехнологический лекарственный препарат, представляющий собой моноклональные IgG1 антитела, которые 
связываются и ингибируют активность фактора роста эндотелия сосудов (VEGF). Бевацизумаб входит в состав таргетной терапии разных 
солидных опухолей и рекомендован к применению как в качестве монотерапии, так и в составе комплексной химиотерапии. Было проведено 
клиническое исследование I фазы для оценки фармакокинетики и иммуногенности препаратов бевацизумаба. В исследование были включены 
80 здоровых мужчин-добровольцев.
Цель. Сравнительная оценка фармакокинетики и иммуногенности (безопасности) оригинального биотехнологического лекарственного 
препарата Авастин® (производитель: Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд., Швейцария) и препарата-биоаналога RPH-001 (производитель АО «Р-Фарм», 
Россия) при однократном внутривенном введении здоровым добровольцам.
Материалы и методы. Количественное определение бевацизумаба и полуколичественное определение антител к бевацизумабу в сыворотке 
крови здоровых добровольцев проводилось методом иммуноферментного анализа с фотометрическим детектированием. Для выполнения 
аналитической части исследования были валидированы две независимые методики.
Результаты и обсуждение. Методика количественного определения бевацизумаба в сыворотке крови была валидирована по следующим 
валидационным параметрам: селективность и специфичность, калибровочная кривая, чувствительность, точность и прецизионность, 
минимально необходимое разведение, возможность разведения образцов и стабильность. Методика полуколичественного определения 
антител к бевацизумабу в сыворотке крови была валидирована по следующим валидационным параметрам: предел исключения (cut-point) 
с расчетом фактора нормализации, селективность, чувствительность, прецизионность, толерантность к лекарственному препарату, тест 
на разведение, эффект матрицы (при выраженном гемолизе) и стабильность. Валидированные методики были применены на практике для 
проведения аналитической части исследования фармакокинетики и иммуногенности препаратов бевацизумаба.
Заключение. По результатам фармакокинетического анализа тестовый и референтный препарат были признаны биоэквивалентными. 
Анализ иммуногенности не выявил антител к бевацизумабу ни у одного из добровольцев.

Ключевые слова: бевацизумаб, иммуногенность, фармакокинетика, препараты-биоаналоги, биоэквивалентность, иммуноферментный 
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Abstract
Introduction. Bevacizumab is a monoclonal IgG1 antibody that binds to and inhibits the biologic activity of human vascular endothelial growth 
factor (VEGF). Bevacizumab is used as a targeted mono- or combination therapy for different solid tumors. Phase I clinical trial was performed to 
assess pharmacokinetics (PK) and immunogenicity of bevacizumab drugs. For this study 80 healthy male volunteers were recruited and randomized 
to either Avastin or RPH-001 group. 
Aim. To assess and compare pharmacokinetics and immunogenicity (safety) following single intravenous administration of Avastin® (manufactured 
by F. Hoffmann-La Roche Ltd., Switzerland) and bevacizumab biosimilar RPH-001 (manufactured by R-Pharm Group, Russia).
Materials and methods. Bevacizumab quantitation and quasi-quantitative anti-bevacizumab antibodies detection in human blood serum were 
carried out using photometric ELISA. Two different methods were successfully validated.
Results and discussion. Bevacizumab quantitation method was validated for selectivity and specificity, calibration curve, sensitivity, accuracy and 
precision, minimal required dilution, dilution linearity and stability. The anti-bevacizumab antibodies detection method was validated for cut-point 
(with normalization factor calculation), selectivity, sensitivity, precision, drug tolerance, dilution linearity, matrix effect (in case of serum hemolysis), 
and stability. The validated methods were successfully applied to pharmacokinetic and immunogenicity assessment of bevacizumab drugs.
Conclusion. The results of the PK-study showed that test and reference bevacizumab drugs were equivalent. Immunogenicity study did not show 
any evidence of anti-bevacizumab antibodies in blood serum samples.

Keywords: bevacizumab, immunogenicity, pharmacokinetics, biosimilars, bioequivalence, enzyme-linked immunosorbent assay.
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ВВЕДЕНИЕ
Согласно официальной статистике Всемирной ор-

ганизации здравоохранения (ВОЗ) онкологические за-
болевания – вторая по распространенности причина 
смертности в мире. В 2018 году от различных онкологи-
ческих заболеваний умерли 9,6 млн человек по всему 
миру. Самые распространённые виды рака по оценкам 
ВОЗ – это рак лёгких и рак молочной железы (пример-
но по 2,09 млн зарегистрированных случаев смерти за 
2018 год), колоректальный рак (примерно 1,8 млн за-
регистрированных случаев смерти за 2018 год) и рак 
предстательной железы (1,28 млн зарегистрирован-
ных случаев смерти за 2018 год) [1]. При такой высокой 
распространённости и смертности открытым остает-
ся вопрос ранней диагностики онкологических забо-
леваний и дальнейшего лечения после постановки 
диагноза. На современном этапе помимо консерва-
тивных стратегий лечения рака (хирургическое лече-
ние, лучевая и химиотерапия, гормональная терапия, 
иммунотерапия) все чаще используют инновационные 
методы, такие как, например, таргетная терапия. В 
состав таргетной терапии входят биологические ле-
карственные препараты моноклональных антител, 
которые позволяют селективно воздействовать на 
раковые клетки, не вызывая при этом повреждение 
собственных здоровых клеток организма [2, 3]. 

Бевацизумаб – биотехнологический лекарствен-
ный препарат, представляющий собой рекомбинант-
ные гуманизированные моноклональные IgG1 анти-
тела, которые связываются и ингибируют активность 
фактора роста эндотелия сосудов (human vascular 
endothelial growth factor, VEGF). Связывание бевацизу-
маба с VEGF препятствует взаимодействию последне-
го с рецепторами на поверхности клеток (Flt-1 и KDR), 
вследствие чего происходит ингибирование проли-
ферации клеток эндотелия и нарушается процесс ан-
гиогенеза. В структуре бевацизумаба выделяют че-
ловеческие каркасные участки иммуноглобулина с 
определяющими комплементарность участками ги-
перхимерных мышиных антител, которые связывают-
ся с VEGF. Получение бевацизумаба проводят в систе-
ме экспрессии, представленной клетками яичников 
китайского хомячка, в присутствии гентамицина. Мо-
лекулярная масса бевацизумаба составляет примерно 
149 кД [4].

Целью работы являлась сравнительная оценка 
фармакокинетики и иммуногенности (безопасности) 
оригинального биотехнологического лекарственного 
препарата Авастин® (производитель: Ф.  Хоффманн-Ля 
Рош Лтд., Швейцария) и препарата-биоаналога  
RPH-001 (производитель АО «Р-Фарм», Россия) при 
однократном внутривенном введении здоровым 
добровольцам. 
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Клиническое исследование I фазы по протоколу: 

«Двойное слепое рандомизированное сравнитель-
ное, в параллельных группах, клиническое исследо-
вание фармакокинетики и безопасности препаратов  
RPH-001 (АО «Р-Фарм», Россия) и Авастин® (Ф. Хоф-
фманн-Ля Рош Лтд., Швейцария) при однократном 
внутривенном введении у здоровых добровольцев» 
(РКИ №  250, 29.05.2018) [5] проводилось в одном кли-
ническом центре на территории Российской Федера-
ции. В исследование были включены 80 здоровых доб- 
ровольцев мужского пола. Объектами исследования 
были:
•• тестовый препарат: RPH-001 (МНН: бевацизумаб), 

производитель АО «Р-Фарм», Россия; однократное 
внутривенное введение в дозе 5 мг/кг;

•• референтный препарат: Авастин® (МНН: бева-
цизумаб), производитель Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд., 
Швейцария; однократное внутривенное введение 
в дозе 5 мг/кг.
Для достижения поставленных целей на анали-

тическом этапе исследования были валидированы 
две методики: для фармакокинетического определе-
ния бевацизумаба в сыворотке крови добровольцев 
(ФК-методика) и для полуколичественного определе-
ния антител к бевацизумабу в сыворотке крови добро-
вольцев (Anti-drug antibody, ADA-методика). 

Оборудование

При валидации обеих методик для определения 
оптической плотности образцов в лунках ИФА-план-
шета использовали планшетный иммуноферментный 
анализатор STAT FAX 3200 (Awareness Technology Inc., 
США). Для промывания ИФА-планшетов использова-
ли промыватель планшетов автоматический двухка-
нальный (ПП2-428, Иммедтех, Россия). Для инкубации 
внесенных образцов в лунках планшета использовали 
термошейкер для планшетов (Biosan, ЕС). Кроме того, 
в процессе пробоподготовки образцов и внесения об-
разцов в лунки планшета использовали вспомогатель-
ное оборудование: одноканальные и многоканаль-
ные дозаторы различного объема (Thermo Scientific, 
Россия), вортекс-шейкер (Heidolph Reax Top, Герма-
ния), высокоскоростную мини-центрифугу Microspin 
12 (Biosan, ЕС), систему водоподготовки «АКВАЛАБ»  
УВОИ-«МФ»-1812» (Медиана-фильтр, Россия), холодиль-
ник фармацевтический ХФ-400-2 (АО «Производствен-
ное объединение «Завод имени Серго») и морозиль-
ник микропроцессорный для хранения замороженной 
плазмы крови и других биологических материалов 
ММ-180/20/35 «Позис» (Позис, Россия).

Реактивы

Во время валидации методики количественно-
го определения бевацизумаба в сыворотке крови доб- 
ровольцев применялись следующие реактивы: вода 
очищенная, натрия гидрофосфат (PanReac AppliChem, 

Германия, класс «pure, pharma grade»), калия дигидро-
фосфат, (Компонент-Реактив, Россия, класс «ч.д.а.»), бы-
чий сывороточный альбумин (Диаэм, Россия), твин-20 
(PanReac AppliChem, Германия, класс «pure, pharma 
grade»); натрия хлорид (Компонент-Реактив, Россия, 
класс «ч.»), и в том числе реактивы и материалы, вхо-
дящие в состав иммуноферментной тест-системы для 
количественного определения бевацизумаба в био-
логических жидкостях (ООО «НПЦ Пробиотек», Рос-
сия): планшет 96-луночный, калибровочная проба  
(200 нг/мл бевацизумаба), фосфатно-солевой буфер-
ный раствор (20х), конъюгат антител IgG человека с пе-
роксидазой хрена, раствор субстрата (3,3’,5,5’-тетраме-
тилбензидин, ТМБ), стоп-реагент.

Во время валидации методики полуколичествен-
ного определения антител к бевацизумабу в сыво-
ротке крови добровольцев применялись следующие 
реактивы: вода очищенная, и в том числе реакти-
вы и материалы, входящие в состав иммунофермент-
ной тест-системы Bevacizumab (Avastin®) – ADA, про-
изводства Somru® BioScience, Канада (Cat#: SB-06-041, 
Lot#: 5-08-20C): Coated Microtiter Plate, Positive Control 
Concentrate, Control Diluent, Biotinylated reagent 
(3,200X), Detection Reagent (20,000X), Wash Buffer (20X), 
Assay Buffer, TMB Substrate, TMB Stop Solution.

Методика количественного определения  
бевацизумаба в сыворотке крови

Согласно инструкции к набору определение кон-
центрации бевацизумаба в сыворотке крови добро-
вольцев, а также при валидации методики, проводи-
лось методом иммуноферментного анализа (ИФА) по 
следующей схеме: 

99 Разбавляли все образцы в 1000 раз с помощью 
раствора Разбавителя, состоящего из фосфатного 
буферного раствора, бычьего сывороточного аль-
бумина и твина-20. Разбавленные образцы готовили 
непосредственно перед анализом.

99 В лунки планшета вносили 100 мкл соответствую-
щих образцов (калибровочных образцов, образцов 
контроля качества, образцов интактной сыворотки 
крови, исследуемых образцов). 

99 Планшет заклеивали пленкой и инкубировали в те-
чение 60 минут на шейкере при температуре 25 °С 
с частотой встряхивания 170 об/мин.

99 После окончания инкубации пленку удаляли, про-
мывали лунки 3 раза промывочным раствором, вно-
ся по 250 мкл в каждую лунку в процессе каждого 
цикла промывки и выдерживая в течение 2 минут. 
По окончании промывки остатки влаги из лунок тща-
тельно удаляли, постукивая перевернутым планше-
том по фильтровальной бумаге.

99 Во все лунки вносили по 100 мкл рабочего раство-
ра конъюгата. Планшет заклеивали пленкой и инку-
бировали в течение 30 мин на шейкере при темпе-
ратуре 25 °С с частотой встряхивания 170 об/мин.
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99 После окончания инкубации пленку удаляли, про-
мывали лунки 3 раза промывочным раствором, вно-
ся по 250 мкл в каждую лунку в процессе каждого 
цикла промывки и выдерживая в течение 2 минут. 
По окончании промывки остатки влаги из лунок тща-
тельно удаляли, постукивая перевернутым планше-
том по фильтровальной бумаге.

99 Во все лунки вносили по 100 мкл раствора TMБ. План-
шет заклеивали пленкой и инкубировали в течение 
15 мин при температуре 25 °С в защищенном от све-
та месте.

99 После окончания инкубации пленку удаляли и во все 
лунки с той же скоростью и в той же последователь-
ности, как и TMБ, вносили по 100 мкл стоп-реагента. 
Планшет заклеивали пленкой и перемешивали в те-
чение 1 минуты на шейкере при температуре 25 °С 
и с частотой встряхивания 170 об/мин.

99 По окончании перемешивания пленку удаляли и 
измеряли оптическую плотность при длине волны 
450 нм и референсной длине волны 630 нм.

Методика полуколичественного определения  
антител к бевацизумабу в сыворотке крови

Согласно инструкции к набору определение анти-
тел к бевацизумабу в сыворотке крови добровольцев 
(этап скрининга образцов), а также при валидации ме-
тодики, проводилось методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) по следующей схеме: 

99 Разбавляли все контрольные и исследуемые образ-
цы в 10 раз с помощью раствора Assay buffer.

99 Вносили в соответствующие лунки по 100 мкл об-
разцов. Внесение проводили в течение времени не 
более 10 минут.

99 Планшет заклеивали пленкой и инкубировали в те-
чение 60 минут на шейкере при комнатной темпе-
ратуре с частотой встряхивания 300 об/мин.

99 После окончания инкубации пленку удаляли, про-
мывали лунки 3 раза промывочным раствором, вно-
ся по 300 мкл в каждую лунку в процессе каждого 
цикла промывки. По окончании промывки остатки 
влаги из лунок тщательно удаляли, постукивая пе-
ревернутым планшетом по фильтровальной бумаге.

99 Во все лунки вносили по 100 мкл приготовленного 
раствора Biotinylated Reagent. Планшет заклеива-
ли пленкой и инкубировали в течение 60 мин при 
комнатной температуре с частотой встряхивания 
300 об/мин.

99 После окончания инкубации пленку удаляли, про-
мывали лунки 3 раза промывочным раствором, вно-
ся по 300 мкл в каждую лунку в процессе каждого 
цикла промывки. По окончании промывки остатки 
влаги из лунок тщательно удаляли, постукивая пе-
ревернутым планшетом по фильтровальной бумаге.

99 Во все лунки вносили по 100 мкл приготовленно-
го раствора Detection Reagent. Планшет заклеива-
ли пленкой и инкубировали в течение 60 мин при 
комнатной температуре с частотой встряхивания 
300 об/мин.

99 После окончания инкубации пленку удаляли, про-
мывали лунки 3 раза промывочным раствором, вно-
ся по 300 мкл в каждую лунку в процессе каждого 
цикла промывки. По окончании промывки остатки 
влаги из лунок тщательно удаляли, постукивая пе-
ревернутым планшетом по фильтровальной бумаге.

99 Во все лунки вносили по 100 мкл субстрата (TMB 
substrate). Планшет заклеивали пленкой и инкуби-
ровали в течение 10–15 мин при комнатной темпе-
ратуре в защищенном от света месте.

99 После окончания инкубации пленку удаляли и во 
все лунки с той же скоростью и в той же последова-
тельности, как и субстрат, вносили по 100 мкл стоп 
реагента (TMB stop solution) и слегка перемешивали.

99 Измеряли оптическую плотность при длине волны 
450 нм и референсной длине волны 630 нм.

Статистический анализ полученных данных

На основании полученных результатов измере-
ния концентрации бевацизумаба в плазме крови доб- 
ровольцев с помощью программы R Statistics 3.4.3 
(Package «bear» 2.8.3-2) были определены и вычис-
лены следующие фармакокинетические параметры 
бевацизумаба:

Cmax – максимальная концентрация в плазме, дос- 
тигаемая на основе экспериментальных данных, по-
лученных непосредственно по кривой соотноше-
ния концентрации в плазме и времени. Данные по 
Cmax представлены по виду принимаемого препарата  
(RPH-001 и Авастин®).

tmax – время достижения максимальной концентра-
ции (Cmax).

AUC0-t – суммарная площадь под кривой концент- 
рации препарата от момента его попадания в орга-
низм до t-часа. Площадь рассчитывается с помощью 
метода трапеции (linear–up/log–down) по формуле (фа-
за элиминации): 
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где Ср – концентрация вещества в крови в момент вре-
мени tp; AUC0-∞ – площадь под фармакокинетической 
кривой «концентрация-время», рассчитанная от нуля 
до бесконечности.
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где Сmax/AUC0-t – Cmax, скорректированная на степень 
всасывания; rAUC – экстраполированная часть площа-
ди, рассчитанная по формуле: 

rAUC
AUC AUC

AUC
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−−∞ −

−∞
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0

где λz – константа скорости элиминации, оцениваемая 
по угловому коэффициенту линии регрессии, рассчи-
танного по методу наименьших квадратов, натураль-
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ной логарифмической активностии по отношению ко 
времени получения последних значений активностии 
(не менее трех) свыше нижнего предела количествен-
ного определения; Vz – кажущийся объем распреде-
ления; T1/2 – период полувыведения определяли по 
формуле:

T
kel

1 2
2

/
ln

.=
( )

Для каждого из вышеперечисленных показателей 
вычислены следующие значения описательной ста-
тистики: арифметическое среднее, геометрическое 
среднее, медиана, стандартное отклонение, коэффи-
циент вариации, минимум, максимум.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Валидация методики количественного опреде-

ления бевацизумаба в сыворотке крови проводи-
лась на основании Руководства по экспертизе ле-
карственных средств Том I [6] и «Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных 
препаратов в рамках Евразийского экономическо-
го союза», 2016 [7] по следующим валидационным 
параметрам: 
1.	 Селективность и специфичность. Селективность 

оценивалась с использованием 10 образцов ин-
тактной сыворотки крови и образцов сыворот-
ки с добавлением бевацизумаба до уровня НПКО  
(2  мкг/мл), каждый из которых анализировали в 
трех повторах. Для оценки селективности мето-
дики рассчитывались значения относительной по-
грешности для каждого из образцов. Полученные 
значения соответствовали требованиям норматив-
ной документации (относительная погрешность 
не менее 80% образцов с содержанием бевацизу- 
маба на уровне НПКО составила не более ±25%). 
Специфичность методики обеспечивалась исполь-
зованием в ИФА-наборе антител с высокой специ-
фичностью к бевацизумабу, а также специфических 
блокирующих реагентов, исключающих возмож-
ность получения ложноположительных результа-
тов в сыворотке крови.

2.	 Калибровочная кривая и чувствительность. По-
строение калибровочных кривых осуществляли в 
ПО «Origin Pro 8.0» на основании данных, получен-
ных при анализе 1 образца интактной сыворотки 
крови (0 мкг/мл бевацизумаба) и 7 калибровочных 
образцов с ненулевой концентрацией, содержащих 
известные количества бевацизумаба – 2, 4, 20, 65, 110, 
160 и 200 мкг/мл. Валидированный аналитический 
диапазон методики составил 2–200 мкг/мл. Анализ 
проводили для 6 независимых повторностей. Для 
каждого из калибровочных образцов рассчитывали 
отклонение от номинального значения концентра-
ции (относительная погрешность, E, %). Относитель-
ная погрешность соответствовала нормам норма-
тивной документации и составила не более 14,5% 

для нижнего диапазона линейности, не более 2,02% 
для верхнего диапазона и не более 5,75% для осталь-
ных точек. Чувствительность методики составила  
2 мкг/мл (НПКО). Нижний предел количественного 
определения был выбран на основании данных точ-
ности и прецизионности методики. Значения кон-
центраций стандартного образца на уровне НПКО 
были дискретными и воспроизводимыми со значе-
ниями прецизионности (RSD, %) и точности (Е, %), 
не превышающими ±25%. Калибровочная зависи-
мость отношения оптической плотности образцов 
от концентрации бевацизумаба описывалась урав-
нением вида: 
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A A
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+

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2
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где A1, A2, x0, p – параметры уравнения; у – оптическая 
плотность образца; х – концентрация бевацизумаба в 
образце.

Пример одного из 6 полученных калибровочных 
графиков приведен на рисунке 1.

3.	 Точность и прецизионность. Оценивали с использо-
ванием пяти образцов контроля качества, с извест-
ными концентрациями бевацизумаба (2; 5,5; 100; 150 
и 200 мкг/мл). Анализ проводили для 6 последова-
тельностей по 3 повтора для каждого уровня кон-
центраций. Исследование проводили в течение 1-го 
цикла (точность и прецизионность внутри цикла) 
и 2–6 циклов (точность и прецизионность между 
циклов). Для полученных значений концентраций 

A1 A2 xо p R2 Date Val#
0,05054 4,29916 111,9262 0,95327 0,99972 10.10.2018 1

Рисунок 1. Калибровочный график № 1 зависимости отноше-
ния оптической плотности от концентрации бевацизумаба в 
калибровочных образцах

Figure 1. Calibration curve № 1 Optic density (OD) versus 
bevacizumab concentration of the calibration standards
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были рассчитаны величины относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %), относительной по-
грешности (Е, %) и общей ошибки, приведенные в 
таблицах 1 и 2.

Таблица 1. Точность и прецизионность методики  
внутри цикла

Table 1. Accuracy and precision intra-day
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2,00
1,92

1,90 1,33 –5,17 6,491,87
1,90

5,50
5,02

5,23 3,47 –4,97 8,445,30
5,36

100,00
96,45

95,87 0,98 –4,13 5,1196,38
94,79

150,00
135,31

139,14 2,59 –7,24 9,83139,64
142,46

200,00
182,08

179,01 1,51 –10,50 12,00176,99
177,96

Таблица 2. Точность и прецизионность методики  
между циклами

Table 2. Accuracy and precision inter-day

№ цикла
концентрация образцов контроля качества
2,00 5,50 100,00 150,00 200,00

1
1,92 5,02 96,45 135,31 182,08
1,87 5,30 96,38 139,64 176,99
1,90 5,36 94,79 142,46 177,96

2
1,91 5,01 92,64 134,73 175,21
1,89 5,35 94,19 139,07 173,39
1,89 5,28 90,3 137,33 170,64

3
2,09 5,55 95,91 135,54 179,23
2,06 5,65 100,18 160,66 182,22
2,11 5,94 103,14 160,17 249,61

4
2,06 5,73 101,57 156,78 189,72
2,07 5,90 106,09 176,15 241,68
2,08 5,57 98,38 140,18 183,52

5
1,66 4,88 95,16 142,95 167,07
1,79 5,02 95,79 126,61 174,14
1,75 5,15 89,39 128,78 159,53

6
1,71 4,90 87,31 143,96 165,51
1,92 5,48 89,78 140,71 162,49
1,85 5,28 91,46 138,37 167,83

среднее значение 
(n=18) 1,92 5,35 95,5 143,3 182,16

S.D. (n=18) 0,14 0,33 5,03 12,47 24,42
RSD, % (n=18) 7,15 6,08 5,27 8,70 13,40
ε, % -4,08 -2,66 4,51 -4,47 -8,92
Общая ошибка, % 11,23 8,73 9,77 13,17 22,33

Полученные величины относительного стандарт-
ного отклонения (прецизионность) и относительной 
погрешности (точность) соответствовали нормам (не 
более 25% для верхнего и нижнего диапазона линей-
ности, не более 20% для остальных точек).
4.	 Минимально необходимое разведение. Оценку ми-

нимального необходимого разведения образцов с 
целью устранения влияния матрицы проводили с 
использованием образца контроля качества с кон-
центрацией бевацизумаба 2,00 мкг/мл, который был 
приготовлен на сыворотке крови человека, с после-
дующим разбавлением в 500 и в 1000 раз. Для каждо-
го разведения анализировали образцы в трех повто-
рах. Выбор оптимального разведения осуществляли 
на основании расчета относительного стандартного 
отклонения (RSD, %) и относительной погрешности 
(Е, %) для полученных данных. Оптимальным было 
признано разведение 1:1000.

5.	 Возможность разведения образцов. Подтверждалась 
при анализе образцов с концентрацией, превышаю-
щей верхний калибровочный уровень (образец бева-
цизумаба с концентрацией 380 мкг/мл, который при 
анализе разбавляли в 2 раза с помощью интактной 
сыворотки крови). Анализ проводили для 6 повтор-
ностей образцов. Для полученных результатов рас-
считывали значения относительного стандартного 
отклонения и относительной погрешности после пе-
ресчета с учетом фактора разведения. Полученные 
значения относительного стандартного отклонения 
и относительной погрешности соответствовали нор-
мам НД (не превышали ±20%), что свидетельствует 
о возможности разведения образцов в случае, ес-
ли это необходимо (например, если значения для 
исследуемых образцов превышают верхний ка- 
либровочный уровень 200 мкг/мл). 

6.	 Стабильность образцов. При валидации методики 
оценивали краткосрочную стабильность (хранение 
в течение 6 часов при комнатной температуре), ста-
бильность после 3 циклов заморозки-разморозки 
(каждый цикл в течение 12 часов), а также долгосроч-
ную стабильность (хранение в условиях низкотемпе-
ратурной заморозки в течение 104 и 250 дней). Для 
оценки стабильности использовали образцы контро-
ля качества с концентрациями бевацизумаба 5,50 и 
150,00 мкг/мл. Стабильность образцов оценивалась 
путем расчета относительной погрешности для по-
лученных значений концентрации бевацизумаба в 
образцах. Для всех видов стабильности значения 
относительной погрешности не превышали до- 
пустимых пределов (±20% от номинального значе-
ния концентрации бевацизумаба в образце).
Валидация методики определения антител к бева-

цизумабу в сыворотке крови проводилась на основа-
нии FDA Guidance for Industry Immunogenicity Testing of 
Therapeutic Protein Products – Developing and Validating 
Assays for Anti-Drug Antibody Detection, January 2019 [8] 
по следующим валидационным параметрам:
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1.	 Предел исключения (cut-point) для этапа скринин-
га образцов. Предел исключения методики опре-
деляли на основании данных анализа 50 образцов 
интактной сыворотки крови здоровых доброволь-
цев. Анализ проводился в течение 3 дней, двумя 
аналитиками. Всего было выполнено 6 циклов. В 
каждый цикл помимо образцов интактной сыворот-
ки крови включались контрольные образцы High 
Positive Control и Low Positive Control (HPC, LPC), а 
также не менее 3 образцов Negative control (NC) в 
дублях (общее число – 6 образцов). Для получен-
ных результатов (N=300) проводили статистическую 
обработку с использованием ПО Microsoft Excel и 
IBM SPSS Statistics. Определение предела исклю-
чения проводили в соответствии с алгоритмами, 
описанными в статье Shankar et al., 2008 [9] и в Ру-
ководстве FDA [8]. 
На первом этапе была проведена проверка полу-

ченных данных на нормальное распределение с по-
мощью теста Шапиро-Уилка. Данные соответствовали 
ненормальному распределению, поэтому было про-
ведена процедура исключения выбросов и логариф-
мическое преобразование значений. Выбросами бы-
ли признаны значения, которые не входили в диапазон 

[Q1 – (1,5IQR)]; [Q3 + (1,5IQR)], 

где Q1 – первый квартиль; Q3 – третий квартиль; IQR – 
межквартильный размах. Во всех 6 циклах были исклю-
чены 2 значения (биологические выбросы), в цикле 4 
был также дополнительно исключено 1 значение (ана-
литический выброс). После исключения выбросов 
проводили логарифмическое преобразование данных 
и повторную проверку преобразованных значений на 
нормальное распределение, которая также показала 
ненормальное распределение. На основании получен-
ных результатов для определения предела исключе-
ния был выбран непараметрический метод с приме-
нением 95-го процентиля. Данные для определения 
cut-point в каждом цикле с использованием 95-го про-
центиля приведены в таблице 3. 

Таблица 3. 95-й процентиль (предел исключения)  
для общих данных и для каждого цикла

Table 3. 95th percentile (cut-point) for pooled data and  
for each analytical cycle

Исследуемые значения 95-й процентиль
Общие данные (до исключения выбросов) 0,019
Общие данные (после логарифмической 
трансформации и исключения выбросов) -1,9208

Аналитик 1
Цикл 1 0,012
Цикл 2 0,013
Цикл 3 0,014

Аналитик 2
Цикл 1 0,013
Цикл 2 0,014
Цикл 3 0,014

На втором этапе проводилась оценка однород-
ности дисперсий и средних значений между всеми 
циклами и между аналитиками. Оценка однородности 

средних проводилась с использованием ANOVA, оцен-
ка однородности дисперсий проводилась с использо-
ванием Levene’s-теста. Дисперсии и средние значения 
между циклами и между аналитиками были признаны 
однородными. На основании однородности диспер-
сий и средних значений в исследовании допустимо 
использование фиксированного предела исключения 
(fixed cut-point), а также в случае необходимости – пла-
вающего предела исключения (floating cut-point). Зна-
чение фиксированного предела исключения соста-
вило 0,013 ОЕ. Для дальнейшего использования при 
проведении аналитической части исследования нами 
был выбран плавающий предел исключения. Для его 
определения требуется фактор нормализации (NF), ко-
торый рассчитывали по формуле: 

NF = Фикс. предел исключения – 

Ср. знач. оптич. плотности 6 NC.

При проведении аналитической части исследова-
ния плавающий предел исключения рассчитывали для 
каждого цикла как среднее значение оптической плот-
ности 6 образцов Negative Control плюс значение фак-
тора нормализации. Значения рассчитанного предела 
исключения и фактора нормализации (общее и по 
каждому из 6 циклов) приведены в таблице 4.

Таблица 4. Рассчитанные значения фиксированного предела  
исключения и фактора нормализации (NF)

Table 4. The calculated values of fixed cut-point  
and normalization factor (NF)
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1 1 0,012 0,007 0,005
2 1 0,013 0,007 0,006
3 1 0,014 0,008 0,006
1 2 0,013 0,008 0,005
2 2 0,014 0,008 0,006
3 2 0,014 0,008 0,006

Аналитик 1 0,013 0,007 0,006
Аналитик 2 0,014 0,008 0,006
Ср. значение  
(циклы 1-6) 0,013 0,008 0,006

2.	 Селективность. Для определения селективности 
использовались образцы интактной сыворотки кро-
ви здоровых добровольцев. Данные образцы под-
вергались анализу в формате скрининга, и среди 
них не было выявлено «потенциально положитель-
ных» образцов. Значения ОП исследованных образ-
цов не превышали значения ранее определенного 
предела исключения для этапа скрининга, что по-
казывает достаточную селективность валидиру-
емой методики.
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3.	 Чувствительность. Чувствительность методики (пре-
дел детектирования) была определена производите-
лем иммуноферментной тест-системы Bevacizumab 
(Avastin®) ADA и, согласно Product Specifications 
Data Sheet, составила 63 нг/мл в сыворотке крови 
человека.

4.	 Прецизионность. Для оценки прецизионности ме-
тодики на этапе скрининга проводили анализ об-
разцов High Positive Control и Low Positive Control 
(по 6 образцов каждого контроля). Анализ про-
водили для 3 последовательностей. Исследова-
ние проводили в течение 1-й последовательнос- 
ти (внутри цикла), 2-й и 3-й последовательности 
(между циклов). Исследование проводилось дву-
мя аналитиками, всего для оценки прецизионнос- 
ти было выполнено 6 циклов. Для полученных 
значений оптической плотности были рассчита-
ны величины относительного стандартного откло-
нения (RSD, %). Полученные величины относитель-
ного стандартного отклонения (прецизионность) 
как внутри цикла (intra day), так и между циклами 
(inter day) соответствовали нормам (не более 20% 
на уровне LPC и 15% на уровне HPC).

5.	 Тест на разведение. Тест на разведение проводили 
путем разведения образца High Positive Control 
раствором Assay buffer до получения отклика ни-
же, чем ранее установленный предел исключения 
(screening cut-point). Всего было приготовлено 3 не-
зависимые серии разведений по 5 образцов (разве-
дения 1:25, 1:50, 1:100, 1:250, 1:400). Оптическая плот-
ность образца с разведением 1:400 во всех сериях 
была ниже установленного предела исключения.

6.	 Эффект матрицы (при выраженном гемолизе). Для 
оценки возможного влияния матрицы (сыворотки 
крови) в случае выраженного гемолиза образцов 
на результаты определения антител к бевацизу-
мабу проводили исследование образцов интакт-
ной гемолизной сыворотки крови с добавлением 
HPC и LPC. Анализ проводился по схеме скринин-
га образцов, все образцы были признаны «поло-
жительными» на основании сравнения с пределом 
исключения для этапа скрининга. Одновременно 
проводился анализ образцов интактной гемолиз-
ной сыворотки крови без добавления HPC и LPC. 
На основе сравнения полученных значений опти-
ческой плотности образцов интактной гемолизной 
сыворотки крови без добавления контрольных об-
разцов с пределом исключения, образцы интакт-
ной гемолизной сыворотки крови были признаны 
«отрицательными». Полученные результаты свиде-
тельствуют о возможности детектирования антител 
к бевацизумабу в случае незначительного гемоли-
за исследуемых образцов сыворотки.

7.	 Толерантность (устойчивость) методики к при-
сутствию ЛП (Drug tolerance). Толерантность разра-
ботанной методики к присутствию исходного биотех-

нологического препарата в образцах была заранее 
определена производителем иммуноферментной 
тест-системы Bevacizumab (Avastin®) ADA, и, соглас-
но Product Specifications Data Sheet, составила 
4,3 мкг/мл. Это означает, что производитель гаран-
тирует отсутствие ложноотрицательных результатов 
анализа в случае присутствия в образцах сыворотки 
крови бевацизумаба в концентрации до 4,3 мкг/мл.

8.	 Стабильность образцов. При валидации методики 
оценивали краткосрочную стабильность (хранение 
в течение 24 часов при комнатной температуре), ста-
бильность после 2 циклов заморозки-разморозки 
(каждый цикл в течение 12 часов), а также долгосроч-
ную стабильность (хранение в условиях низкотемпе-
ратурной заморозки в течение 134 и 259 дней). Для 
оценки стабильности использовали образцы поло-
жительного контроля на двух уровнях High Positive 
Control и Low Positive Control. Стабильность образ-
цов оценивалась путем расчета относительного стан-
дартного отклонения для полученных значений оп-
тической плотности в образцах. Для всех изученных 
видов стабильности значения относительного стан-
дартного отклонения не превышали допустимых пре-
делов (±20%).
Применение валидированных методик для проведе-

ния аналитической части исследования фармакокине-
тической эквивалентности и безопасности препара-
тов бевацизумаба.

Валидированные методики были успешно приме-
нены на практике для проведения аналитической час- 
ти клинического исследования по протоколу: «Двой-
ное слепое рандомизированное сравнительное, в па-
раллельных группах, клиническое исследование фар-
макокинетики и безопасности препаратов RPH-001 
(АО «Р-Фарм», Россия) и Авастин® (Ф. Хоффманн-Ля Рош 
Лтд., Швейцария) при однократном внутривенном вве-
дении у здоровых добровольцев». 

В ходе проведения сравнительного исследова-
ния фармакокинетики препаратов бевацизумаба было 
выполнено 18 аналитических циклов, в каждый из ко-
торых были включены калибровочные образцы и ис-
следуемые образцы от добровольцев (в дублях). Для 
каждого аналитического цикла на основании сред-
них значений ОП калибровочных образцов для двух 
повторов строили калибровочный график. Калибро-
вочная зависимость отношения оптической плотности 
и концентрации описывалась уравнением 4PL-функ-
ции вида: 
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Определение значений концентрации бевацизу- 
маба в образцах от добровольцев проводилось не-
посредственно по калибровочному графику с ис-
пользованием уравнения 2. Для полученных значе-
ний концентраций бевацизумаба были рассчитаны 
основные фармакокинетические параметры, а так-
же построены фармакокинетические профили (после 
исключения добровольцев, которые по каким-либо 
причинам выбыли из исследования), приведенные на 
рисунке 2. 

Индивидуальные профили изменения значений 
концентраций бевацизумаба в сыворотке крови во 
времени, зарегистрированные после приема препара-
тов RPH-001 (Т) и Авастин® (R), характеризовались мак-
симальной концентрацией лекарственного вещества 
(Сmax, наибольшее из измеренных значений) и време-
нем ее достижения (tmax), площадью под кривой «кон-
центрация – время» в пределах от нуля до момента от-
бора последней пробы крови (AUC0-t), рассчитанной 
методом трапеций, площадью под кривой «концент- 
рация – время» в пределах от нуля до бесконечности 
AUC0-∞, а также периодом полувыведения бевацизума-
ба из организма (t1/2).

Максимальная концентрация бевацизумаба после 
приема добровольцами препарата RPH-001 и пре-
парата Авастин® составила Cmax=151,29±33,11 мкг/мл  
и Cmax=147,38±36,08 мкг/мл, соответственно. Вре-
мя достижения максимальной концентрации бева-
цизумаба составило tmax=6,44±8,27 ч. для препарата 
RPH-001 и tmax=5,54±8,98 ч. для препарата Авастин®. Бе-
вацизумаб элиминировался из крови со средним зна-
чением t1/2=518,51±109,85 ч. для тестового препарата 
и 561,66±142,91 ч. для референтного препарата. Зна-
чения AUC0-t и AUC0-∞ бевацизумаба после приема пре-
парата RPH-001 составили 55790,18±11927,37 мкг ∙ ч/мл 
и 58901,99±12528,88 мкг ∙ ч/мл, соответственно. Значе-
ния AUC0-t и AUC0-∞ бевацизумаба после приема препа-

рата Авастин® составили 54564,50±11205,10 мкг ∙ ч/мл и 
58706,93±12819,40 мкг ∙ ч/мл, соответственно.

Доверительные интервалы для отношения сред-
них значений Сmax, и AUC0-t бевацизумаба составили 
94,63–112,76% и 94,21–110,43%, соответственно. Полу-
ченные доверительные интервалы лежат в пределах, 
установленных Протоколом (80,00–125,00)% для AUC0-t 
и (75,00–133,00)% для Cmax, что позволяет сделать вы-
вод о биоэквивалентности исследуемых препаратов.

В ходе проведения исследования иммуногеннос- 
ти (безопасности) препаратов бевацизумаба было вы-
полнено 12 аналитических циклов. В состав каждого 
аналитического цикла были включены контрольные 
образцы, образцы интактной сыворотки крови че-
ловека (для определения предела исключения конк- 
ретного цикла) и исследуемые образцы сыворотки 
от добровольцев. Для каждого аналитического цикла 
плавающий предел исключения определяли на осно-
вании 6 значений ОП для образцов интактной сыво-
ротки крови человека с прибавлением рассчитанного 
на этапе валидации методики фактора нормализации 
(NF=0,006 о.е.). Расчет плавающего предела исключе-
ния проводили по следующей формуле: 

Cut-point = Ср.знач. (ОПblank) + NF,

где Cut-point – предел исключения (для этапа скринин-
га); Ср.знач. (ОП blank) – среднее значение ОП 6 образ-
цов интактной сыворотки крови; NF – фактор норма-
лизации (рассчитанный на этапе валидации методики).

Исходя из полученных результатов ни у одного из 
здоровых добровольцев, которым были введены пре-
параты бевацизумаба не было выявлено антител к бе-
вацизумабу (все пробы по результатам скрининга бы-
ли признаны «отрицательными» на наличие антител к 
бевацизумабу). Полученные результаты соответство-
вали ожиданиями, поскольку а) в исследование бы-
ли включены здоровые добровольцы, б) проводилось 
однократное дозирование, с) Авастин® не характери-
зуется высокой иммуногенностью. Так, в клинических 
исследованиях препарата Авастин®, применяемого в 
качестве адъювантной терапии солидных опухолей, 
антитела к бевацизумабу были выявлены только у 0,6% 
(14/2233) пациентов [10].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была проведена сравнительная оценка фарма-

кокинетики и безопасности оригинального биотех-
нологического лекарственного препарата Авастин® 
(производитель: Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд., Швейца-
рия) и препарата-биоаналога RPH-001 (производи-
тель АО  «Р-Фарм», Россия) при однократном внут- 
ривенном введении здоровым добровольцам. Для 
проведения исследования были валидированы две 
методики: методика количественного определения 
бевацизумаба в сыворотке крови человека (ФК-мето-

Рисунок 2. Фармакокинетические профили тестового препа-
рата (RPH-001) и референтного препарата (Авастин®)

Figure 2. PK-profiles for test drug (RPH-001) and reference drug 
(Avastin®)
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дика) и методика полуколичественного определения 
антител к бевацизумабу в сыворотке крови (ADA-мето-
дика). ФК-методика была валидирована по следующим 
валидационным параметрам: селективность и специ-
фичность, калибровочная кривая, чувствительность, 
точность и прецизионность, минимально необходи-
мое разведение, возможность разведения образцов 
и стабильность. ADA-методика была валидирована 
по следующим валидационным параметрам: предел 
исключения (cut-point) с расчетом фактора нормали-
зации, селективность, чувствительность, прецизион-
ность, толерантность к лекарственному препарату, 
тест на разведение, эффект матрицы (при выраженном 
гемолизе) и стабильность. Валидированные методики 
были успешно применены для проведения аналити-
ческой части исследования. По результатам проведе-
ния сравнительного исследования фармакокинетики 
препаратов бевацизумаба, тестовый (RPH-001) и ре-
ферентный (Авастин®) препараты были признаны био-
эквивалентными. По результатам проведения анали-
за иммуногенности все пробы добровольцев были 
признаны «отрицательными» на наличие антител к 
бевацизумабу. 
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Резюме
Введение. Телмисартан – современное антигипертензивное лекарственное средство, из группы антагонистов рецепторов ангиотензина II, 
которое, в последнее время, является целью разработки и регистрации воспроизведенных лекарственных препаратов. Фармацевтическая 
разработка воспроизведенных препаратов телмисартана и их изучение в исследованиях биоэквивалентности осложняется многими 
факторами, влияющими на результаты сравнения с референтным препаратом. Поэтому актуальным является изучение данных факторов 
для правильного планирования исследований и оценки их результатов воспроизведенных препаратов телмисартана.
Цель. Целью исследования является выявления ключевых факторов, которые следует учитывать при планировании и оценки исследований 
биоэквивалентности воспроизведённых препаратов телмисартана.
Материалы и методы. Для выявления ключевых факторов, влияющих на планирование и оценку исследований воспроизведённых 
препаратов телмисартана провели ретроспективный анализ результатов семи исследований телмисартана. Рассчитали фармакокинетические 
параметры Cmax, AUC0-t, tmax; их усредненные значения; значения внутрииндивидуальной вариабельности для каждого исследования и 
взвешенные средние полученных коэффициентов внутрииндивидуальной вариабельности. 
Результаты и обсуждение. Результаты исследования продемонстрировали, что препараты телмисартана являются высоковариабельными, 
в фармакокинетике телмисартана имеются половые различия. Согласно усредненным значениям концентраций и фармакокинетическим 
профилям телмисартана определены: область максимальной экспозиции телмисартана, длительность и график отбора проб крови, для 
получения оптимального фармакокинетического профиля. Наиболее оптимальный метод определения телмисартана – ВЭЖХ МС/МС с 
НПКО в диапазоне 0,5–3 нг/мл. Рассчитана верхняя граница 90% доверительного интервала для взвешенного среднего коэффициентов 
внутрииндивидуальной вариабельности полученных в рассмотренных исследований.
Заключение. Разработаны рекомендации к планированию и оценке исследований биоэквивалентности воспроизведенных препаратов 
телмисартана. Следует планировать исследования биоэквивалентности с повторным дизайном в трех или четырех периодах, с двумя 
перекрестами, с двумя последовательностями приема препаратов. Для оценки фармакокинетики телмисартана следует использовать 
приведенные в статье данные о его экспозиции. При определении размера выборки следует ориентироваться на верхнюю границу 
доверительного интервала усредненных значений коэффициента внутрииндивидуальной вариабельности Cmax телмисартана (45%). 
Оценку результатов следует проводить с учетом возможности масштабирования границ биоэквивалентности для параметра Cmax. Граница 
биоэквивалентности для параметра AUC0-t должна оставаться в диапазоне 80,00–125,00%, как и отношение геометрических средних для 
обоих параметров.

Ключевые слова: телмисартан, биоэквивалентность, высокая внутрииндивидуальная вариабельность, половые различия, дизайн 
исследований.
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Abstract
Introduction. Telmisartan is a modern antihypertensive drug, from the group of angiotensin II receptor antagonists, which, recently, has been the 
purpose of the development and registration of generic drug. The pharmaceutical development of telmisartan generics and their evaluation in 
bioequivalence studies is complicated by many factors that influence the results of comparison with the reference drug. Therefore, it is relevant to 
study these factors for the proper planning of studies and for evaluating their results from the generic drugs of telmisartan.
Aim. The aim of the study is to identify the key factors that should be considered in planning and evaluation of bioequivalence studies of telmisartan’s 
generics. 
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Materials and methods. To identify the key factors influencing the planning and evaluation of studies of telmisartan generics, a retrospective analysis 
of the results of seven telmisartan studies was conducted. Calculated pharmacokinetic parameters Cmax, AUC0-t, tmax; their average values; the values 
of intraindividual variability for each study and the average of the coefficients of intraindividual variability obtained.
Results and discussion. The results of the study demonstrated that the drugs of telmisartan are highly variable, there are sex differences in 
the pharmacokinetics of telmisartan. According to the averaged values of the concentrations and pharmacokinetic profiles of telmisartan, the 
following areas were determined: the area of maximum exposure of telmisartan, the duration and schedule of blood sampling, to obtain the optimal 
pharmacokinetic profile. The most optimal method for the determination of telmisartan is HPLC MS/MS with a lower limit of quantification in the 
range of 0.5–3 ng/ml. The upper limit of the 90% confidence interval was calculated for the pooled average of the coefficients of intraindividual 
variability obtained in the considered studies.
Conclusion. Recommendations were developed for planning and evaluating bioequivalence studies of generic telmisartan preparations. It is 
necessary to plan bioequivalence studies with replicated design in three or four periods, with two crossovers, with two sequences of drug intake. 
To assess the pharmacokinetics of telmisartan one should use the data on its exposure given in the article. When determining the sample size, one 
should be guided by the upper limit of the confidence interval of the averaged values of the coefficient of intra-individual variability Cmax of telmisartan 
(45%). Evaluation of results should be carried out taking into account the possibility of scaling bioequivalence limits for the Cmax. The bioequivalence 
limit for the AUC0-t parameter should remain in the range of 80.00–125.00%, as well as the ratio of geometric means for both parameters.

Keywords: telmisartan, bioequivalence, high intraindividual variability, sex differences, study design.
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ВВЕДЕНИЕ
Телмисартан один из современных антигипертен-

зивных лекарственных препаратов, который имеет ряд 
преимуществ по сравнению с другими препаратами 
группы антагонистов рецепторов ангиотензина II [1]. В 
настоящее время регистрируется достаточно большое 
количество воспроизведенных препаратов телмисар-
тана. За последние 5 лет на рынке появилось 7 воспро-
изведенных препаратов. 

Разработка воспроизведённых препаратов телми-
сартана имеет свои особенности. Незначительные раз-
личия состава вспомогательных веществ могут ока-
зать значимое влияние на растворение лекарственной 
формы и соответственно биодоступность воспроизве-
денного лекарственного препарата по отношению к 
референтному [2]. Так различия вспомогательных ве-
ществ разрабатываемого и референтного препаратов 
могут привести к неэквивалентным результатам срав-
нительного теста кинетики растворения препаратов in 
vitro в различных средах растворения. Проведение ис-
следования биоэквивалентности для оценки сравни-
ваемых препаратов in vivo в таком случае будет иметь 
высокий риск получения также не эквивалентных ре-
зультатов. Таким образом, для успешного вывода на 
фармацевтический рынок воспроизведенного препа-
рата телмисартана следует уделить особе внимание 
его фармацевтической разработке и испытаниям 
растворения in vitro.

По данным зарубежной литературы телмисартан 
демонстрирует высокую внутрииндивидуальную ва-
риабельность в исследованиях биоэквивалентнос- 
ти.  [3]. Высокая внутрииндивидуальная вариабель-
ность фармакокинетических параметров демонстри-
руется, когда коэффициент внутрииндивидуальной 
вариабельности, рассчитанный на основе данных 
среднеквадратичной ошибки после дисперсионного 

анализа, превышает 30% [4]. Высокая внутрииндивиду-
альная вариабельность параметров фармакокинети-
ки также повышает риск получения не эквивалентных 
результатов при неправильном планировании иссле-
дования и оценке его результатов. Помимо описан-
ных, существуют и другие факторов, которые, могут 
оказать влияние на результаты исследования биоэк-
вивалентности [5]. В связи с этим актуальным являет-
ся проведение ретроспективного анализа результатов 
исследований биоэквивалентности с целью выявления 
ключевых факторов, которые следует учитывать при 
планировании и оценки исследований биоэквивалент-
ности воспроизведённых препаратов телмисартана. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В ретроспективный фармакокинетический анализ 

телмисартана вошли результаты 7 исследований био-
эквивалентности воспроизведённых лекарственных 
препаратов. Проанализированы данные 370 субъек-
тов. Для каждого субъекта были определены Cmax (мак-
симальная концентрация), AUC0-t (площадь под кри-
вой «концентрация время» в интервале времени от 0 
до времени забора крови с определяемой концент- 
рацией вещества) и tmax (время достижения макси-
мальной концентрации). С использованием значений 
концентраций телмисартана построены усредненные 
фармакокинетические профили на смоделированной 
временной шкале, объединяющей все не дублирую-
щиеся временные точки рассмотренных графиков от-
бора крови. AUC0-t рассчитывали методом трапеций. 
Фармакокинетические параметры Cmax и AUC0-t были 
логарифмически преобразованы и подвергнуты дис-
персионному анализу (ANOVA). В дисперсионный ана-
лиз были включены следующие факторы, вносящие 
вклад в наблюдаемую вариацию данных: «последова-
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тельность», «добровольцы», «период», «препарат». На 
основании полученных значений среднеквадратич-
ной ошибки были рассчитаны значения коэффициен-
та CVintra для Cmax и AUC0-t. Было рассчитано взвешенное 
среднее значений CVintra исследований для Cmax и AUC0-t. 
Расчеты фармакокинетических параметров, CVintra бы-
ли выполнены с применением программ SSPS Statistics 
v. 25. и Microsoft Office Excel 2016.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Проведен анализ результатов 7 исследований 

биоэквивалентности. Во всех исследованиях биоэк-
вивалентности изучалась дозировка телмисартана – 
80 мг. В качестве препарата сравнения во всех иссле-
дованиях был референтный препарат Микардис® в 
соответствующей дозировке.

Все исследования были выполнены с простым пе-
рекрестным дизайном, в двух периодах, двух последо-
вательностях, при однократном приеме исследуемого 
препарата и препарата сравнения натощак.

Количество здоровых добровольцев в исследова-
ниях варьировало от 36 до 85 (таблица 1).

В большинстве исследований длительность забо-
ра образцов крови для фармакокинетического ана-
лиза была 72 ч или более (таблица 2). Среднее время 
достижения максимальной концентрации исследу- 
емого и референтного препаратов составило 1,33±0,50 
и 1,12±0,44, соответственно (таблица 3). 

Усредненные значения концентраций телмисар-
тана после приема исследуемых и референтных пре-
паратов всеми субъектами, включенными в рассмот- 
ренные исследования, объединили и привязали к смо-
делированному графику времени отбора проб кро-
ви (объединены все не дублирующиеся точки отбо-
ра). Соответствующие фармакокинетические профили 
представлены на рисунке 1. По горизонтальной оси 

Таблица 1. Усредненные фармакокинетические параметры и период отмывки

Table 1. Averaged pharmacokinetic parameters and washout period

№ Cmax T, нг/мл Cmax R, нг/мл AUC0-t T, нг*ч/мл AUC0-t R, нг*ч/мл tmax T, ч tmax R, ч Период 
отмывки, сут

1 424,93 440,65 2107,95 2133,27 1,62±0,96 1,27±0,86 10

2 205,78 222,67 1051,73 1177,79 1,16±0,64 1,22±0,65 14

3 35,47 34,62 152,84 142,50 1,27±0,87 1,14±0,83 14

4 620,79 618,88 1619,22 1189,25 1,07±0,52 0,98±0,39 14

5 366,92 383,36 1541,57 1474,95 1,12±0,50 0,99±0,57 7

6 416,11 453,44 1509,57 1535,73 1,07±0,52 0,99±0,52 7

7 216,68 218,09 1211,51 1233,05 1,33±0,58 1,28±0,56 10

Mean 326,67 338,82 1313,48 1269,51 1,33 1,12

SD 190,30 193,44 611,16 597,98 0,50 0,44

Примечание: Cmax – максимальная концентрация в крови; AUC0-t – площадь под кривой «концентрация время» в интервале времени от 
0 до момента t отбора последней пробы крови; tmax – время достижения максимальной концентрации; T – исследуемый препарат; R – рефе-
рентный препарат; Mean – среднее арифметическое; SD – стандартное отклонение.

Note: Cmax - maximum concentration in the blood; AUC0-t is the area under the curve «concentration time» in the time interval from 0 to the time 
t of the last blood sample; tmax - time to reach maximum concentration; T – study drug; R is the reference drug; Mean – arithmetic mean; SD is the 
standard deviation.

Рисунок 1. Усредненные фармакокинетические профили.

Примечание: а – фармакокинетические профили исследуемых 
препаратов; б – фармакокинетические профили препаратов 
сравнения; Т1-Т7 и Р1-Р7 – нумерация исследований биоэкви-
валентности, вошедших в анализ

Figure 1. Averaged pharmacokinetic profiles.

Note: a – pharmacokinetic profiles of the studied drugs; b – 
pharmacokinetic profiles of comparison drugs; T1-T7 and P1-P7 –
numbering of bioequivalence studies included in the analysis
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указаны объединенные временные точки всех семи 
проанализированных исследований, по вертикальной 
оси указаны концентрации телмисартана в указанных 
временных точках. Красными вертикальными линия-
ми выделена область максимальной экспозиции тел-
мисартана, которую следует учитывать при выборе то-
чек отбора крови вблизи предполагаемого tmax.

Согласно сведениям, содержащимся в инструкции 
референтного препарата, период полувыведения тел-
мисартана составляет 20 часов1 2. Таким образом, при 
выборе точек забора образцов крови для фармакоки-
нетического анализа следует учитывать общую дли-
тельность 72 ч (так как для препаратов с немедленным 
высвобождением и быстрой абсорбцией отбор образ-
цов крови более 72 ч не требуется), и более частый от-
бор образцов крови в диапазоне времени достижения 
Сmах (0,5–2,5 ч) (рисунок 1). Период отмывки с учетом 
длительности периода полувыведения должен быть 
более 5 дней. 

В протоколе исследования стоит учитывать, что 
субъекты должны находиться в положении лежа до 
8 часов после приема препаратов телмисартана в до-
зировке 80 мг, и оставаться под медицинским наблю-
дением до 12 часов после приема препаратов из-за 
риска изменения артериального давления и ортоста-
тических реакций (включая тошноту, головокружение 
или обморок). 

С учетом наличия половых различий в фармако-
кинетике телмисартана (в 3 и 2 раза большие значе-
ния Cmax и AUC у женщин, соответственно)1, 2 не следует 
включать в исследование субъектов только мужского 
пола, т.к. доказательство биоэквивалентности на вы-
борке субъектов мужского пола может привести к то-
му, что на рынок выйдет воспроизведённый препарат 
не эквивалентный у популяции пациентов другого по-
ла [6].

В проанализированных исследованиях для опре-
деления концентраций телмисартана использовался 
аналитический метод – высокоэффективная жидкост-
ная хроматография (ВЭЖХ) с масс-спектрометричес- 
кой детекцией, тандемной масс-спектрометрической и 
флуориметрической детекцией.

В зависимости от использованного аналитическо-
го метода нижний предел количественного определе-
ния (НПКО) варьировал от 0,05 до 10 нг/мл (таблица 2).

При выборе аналитического метода следует от-
давать предпочтение ВЭЖХ МС/МС, т.к. данные ме-
тодики позволяют более точно определить кон-
центрации телмисартана. На рисунке 1 видно, что в 

1 Инструкция по медицинскому применению ле-
карственного препарата Микардис®. https://grls.
rosminzdrav.ru/InstrImg/0000086159/%D0%9F_N015387_01-
151209[2013]_3_1.pdf.

2 Summary of product characteristics Micardis®. https://
www.ema.europa.eu/en/documents/product-information/
micardis-epar-product-information_en.pdf.

исследованиях с применением ВЭЖХ МС/МС и ниж-
нем пределом количественного определения от 0,5 до  
3 нг/мл получены более высокие значения концент- 
рации телмисаратана.

Таблица 2. Нижний предел количественного определения 
аналитических методов и схема забора крови

Table 2. The lower limit of quantitative determination  
of analytical methods and the scheme of blood sampling

№ Временные точки Аналитический 
метод

НПКО,  
нг/мл

1

0; 0,25; 0,5; 0,67; 0,83; 1; 1,33; 
1,67; 2; 2,33; 2,67; 3; 3,33; 
3,67; 4; 4,33; 4,67; 5; 5,5; 6; 8; 
10; 12; 18; 24; 48; 72

ВЭЖХ МС/МС 0,5

2 0; 0,33; 0,66; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 
6; 9; 12; 24; 36; 48; 72; 84 ВЭЖХ МС 10

3
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 
1,75; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24; 
48; 72

ВЭЖХ ФЛУ 5

4
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 1,5; 
1,75; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24; 
36; 48; 72; 96

ВЭЖХ МС/МС 3

5
0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1.5; 2; 2,5; 
3; 3,5; 4; 4,5; 5; 6; 8; 10; 12; 16; 
24; 36; 48

ВЭЖХ МС 2,5

6 0; 0,25; 0,5; 1; 1,5; 2; 3; 5; 8; 12; 
24; 36; 48; 72 ВЭЖХ МС/МС 2

7 0; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 
3; 4; 6; 8; 12; 24; 48; 72; 96 ВЭЖХ МС/МС 10

Примечание: ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хро-
матография; МС – масс спектрометрическая детекция; МС/МС  – 
тандемная масс спектрометрическая детекция; ФЛУ – флуори-
метрическая детекция; НПКО – нижний предел количественного 
определения.

Note: HPLC – high performance liquid chromatography; MS –
mass spectrometric detection; MS/MS – tandem mass spectrometric 
detection; FLU – fluorimetric detection; NPKO – the lower limit of 
quantification.

По результатам ретроспективного анализа было 
выявлено, что CVintra AUC0-t превышает 30% в 3 исследо-
ваниях. CVintra Cmax было выше 30% во всех рассмотрен-
ных исследованиях (таблица 3). 

Таким образом, препараты телмисартана относят-
ся к высоковариабельным лекарственным препара-
там, верхняя граница 90% доверительного интервала 
усредненного («пулированного») значения коэффици-
ента внутрииндивидуальной вариабельности телми-
сартана составила 44,8% (таблица 3). В руководстве 
Управления по контролю за качеством продуктов пи-
тания и лекарственных средств Соединенных Штатов 
Америки (Food and Drug Administration, FDA) по пла-
нированию исследований биоэквивалентности телми-
сартана также указано на его высокую внутрииндиви-
дуальную вариабельность3. 

3 Product-Specific Guidances for telmisartan. https://
www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/psg/Telmisartan_
tabs_20850_RC5-08.pdf.
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Таблица 3. Внутрииндивидуальная вариабельность  
телмисартана и количество субъектов

Table 3. Intraindividual variability of telmisartan  
and the number of subjects

№ Количество 
субъектов СVintra AUC0-t, % СVintra Cmax, %

1 85 21,94 43,27

2 36 21,86 32,72

3 40 27,79 33,67

4 59 25,24 48,35

5 60 35,29 49,45

6 50 14,78 34,12

7 40 34,39 55,34

8 85 21,94 43,27

9 36 21,86 32,72

10 40 27,79 33,67

CVpooled, % (верхняя граница ДИ) 26,36 (27,10) 43,57 (44,84)

Примечание: AUC0-t – площадь под кривой «концентрация 
время» в интервале времени от 0 до момента t отбора последней 
пробы крови; Cmax – максимальная концентрация в крови; CVintra – 
коэффициент внутрииндивидуальной вариабельности; CVpooled – 
усредненное («пулированное») значение коэффициента внутриин-
дивидуальной вариабельности; ДИ – доверительный интервал.

Note: AUC0-t is the area under the curve «concentration time» 
in the time interval from 0 to the time t of the last blood sample; 
Cmax – maximum concentration in the blood; CVintra – coefficient of 
intraindividual variability; CVpooled – averaged («pulled») value of the 
coefficient of intraindividual variability; CI – confidence interval.

Поэтому при планировании исследований био-
эквивалентности следует руководствоваться Нацио-
нальным стандартом ГОСТ Р 57679–2017 «Исследова-
ния биоэквивалентности лекарственных препаратов» 
(пункт 2.10) и Правилами проведения исследований 
биоэквивалентности лекарственных препаратов в 
рамках Евразийского экономического союза (пункты 
105–110) [7–8]. А именно планировать исследования с 
повторным дизайном (с тремя или четырьмя периода-
ми) и при оценке биоэквивалентности использовать 
подход с масштабированием границ, что также позво- 
лит оптимизировать размер выборки (количество 
субъектов). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ретроспективный анализ результатов исследова-

ний биоэквивалентности телмисартана, показал высо-
кую внутрииндивидуальную вариабельность пара-
метра Cmax. 

Таким образом для препаратов телмисартана сле-
дует планировать исследования биоэквивалентнос- 
ти с повторным дизайном, то есть с тремя (неполный 
повторный дизайн) или четырьмя периодами (пол-
ный повторный дизайн), двумя перекрестами между 
периодами и двумя последовательностями приема 
препаратов. 

В качестве препарата сравнения в исследова- 
ниях биоэквивалентности аторвастатина рекоменду-
ется использовать препарат Микардис®, который яв-
ляется референтным согласно Государственному ре-
естру лекарственных средств1.

Длительность забора образцов крови должна 
быть не менее 72 ч, рекомендованный период отмыв-
ки – 7  суток. Можно рекомендовать следующий гра-
фик отбора образцов крови – 0; 0.25; 0.5; 0.75; 1; 1.25; 
1.5; 1.75; 2; 2.5; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24; 36; 48; 72 ч.

Определять в плазме крови телмисартан реко-
мендуется аналитическим методом ВЭЖХ МС/МС. При 
этом метод должен позволять достичь адекватного 
НПКО, например 0,5–3 нг/мл.

Выбор дозировки для исследований биоэквива-
лентности: возможно изучение биоэквивалентности 
только одной дозировки изучаемого препарата, при 
условии идентичности технологии, места производст- 
ва и пропорциональности составов между всеми до-
зировками, а также сопоставимости профилей раство-
рения. Рекомендуется проведение исследования для 
максимально заявленной дозировки препарата 80 мг. 
При этом в протоколе следует учесть возможность 
развития ортостатических реакций на фоне снижения 
артериального давления. Для дополнительных дози-
ровок необходим тест сравнительной кинетики раст- 
ворения в сравнении с «биосерией» препарата.

Планировать размер выборки в исследование сле-
дует с учетом повторного дизайна исследования и воз-
можностью масштабирования границ для параметра 
Cmax. При расчете следует ориентироваться на верх-
нюю границу доверительного интервала усреднен-
ных значений коэффициента внутрииндивидуальной 
вариабельности около 45%. Например, в исследова-
ние с полным повторным дизайном достаточно бу-
дет включения 20 субъектов (предполагаемая точеч-
ная оценка 0,95, ошибка I рода 5%, ошибка II рода 20%, 
CVintra  ≈  45%). В исследования следует включать субъ-
ектов обоего пола в равном соотношении, так как для 
телмисартана показаны половые различия в фармако-
кинетике, которые могут оказать влияние на результа-
ты исследований биоэквивалентности.

Оценку результатов исследования следует про-
водить с учетом повторного дизайна исследования и 
масштабированием границ биоэквивалентности для 
параметра Cmax, согласно вышеуказанным руководст- 
вам [ГОСТ и ЕАЭС]. Границей признания биоэквива-
лентности для параметра AUC0-t должна оставаться 
80,00–125,00%, как и отношение геометрических сред-
них для обоих параметров.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России №  056-
00154-19-00 на проведение прикладных научных ис-
следований (номер государственного учета НИР 
ААА-А18-118021590049-0).

1 https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid= 
907ae3f0-04dd-423b-b9e9-ebce8e488ac9&t=.
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ПАМЯТИ  
СЕРГЕЯ НИКОЛАЕВИЧА БЫКОВСКОГО

7 июня ушел из жизни один из самых одиозных 
деятелей фармрынка, основатель и бывший прези-
дент ГК «Фармконтракт» Сергей Быковский. Пожа-
луй, на нашем рынке нет того, кто бы не знал Сер-
гея и не пересекался с ним по работе. Казалось, что 
этот человек успевает все и везде: на 90% российс- 
ких заводов стоит оборудование, поставленное его 
холдингом, в ряде лабораторий применяются ме-
тодики, разрабатываемые совместно со специалис- 
тами «Фармконтракт», он первый начал внедрять 
комплексный подход по созданию современных за-
водов, консолидировав услуги проектирования и 
строительства с поставкой и пусконаладкой техно-
логического и лабораторного оборудования. Его 
сфера интересов не ограничивалась только бизне-
сом. «Ведя бизнес в России, ты должен вкладываться 
в развитие отечественной промышленности»,  – не-
однократно подчеркивал Сергей Быковский в сво-
их интервью. И это были не пустые слова. Он постоян-
но поддерживал и оказывал помощь воспитанникам 
детских домов в рамках созданного им проекта «По-
дарим детям веру в чудеса!», хотя и не любил об этом 
говорить. Им был запущен совершенно бесплат-
ный для всех причастных к фармотрасли ВАКовский 
журнал «Разработка и регистрация лекарственных 
средств». Позже он вдохнул новую струю жизни в 
журнал о надлежащих производственных практи-
ках «Новости GMP», превратив его в международ-
ный бренд. Он вкладывался в развитие научного по-
тенциала, поддерживая молодых ученых и помогая 
маститым профессорам выпускать научные труды, 
по которым учится не один фармацевтический/ме-
дицинский вуз. Приглашал и оплачивал пребывание 
лекторов с мировым именем для выступления в ву-
зах, учреждал именные стипендии и организовывал 
научные конференции, которые мог посетить совер-
шенно бесплатно любой желающий. 

История звездного восхождения Сергея Бы-
ковского и стремительного покорения фармрын-
ка его структурой могла бы стать русским аналогом 
фильма «Миллионер из трущоб». Он никогда не скры-
вал, что вырос в обычной, даже, напротив, подчерки-
вал, крестьянской семье, а свое покорение Москвы 
начинал, как и вся привлекаемая огнями столицы мо-
лодежь, с работы в ресторанном бизнесе. В 2010 го-
ду он попал на фармацевтический рынок, который 
уже не отпускал его до последнего. Пройдя путь от 
рядового менеджера по продажам, Сергей Быковс- 
кий начал создавать свою дистрибьюторскую импе-
рию. В это время он любил повторять, что его под-
держкой является Конституция Российской Феде-
рации, а прибыль  – всего лишь приятное следствие 
предпринимательской деятельности. Спустя 6 лет Бы-
ковский диверсифицировал свой бизнес, включив в 
спектр выполняемых созданной им империи работ 
инжиниринг и строительство. Не все было просто в ка-
рьере самого Сергея. Но он никогда не опускал рук. 
Ставя амбициозные и масштабны задачи, он всегда 
летел к их исполнению, работая целыми сутками, по-
рой забывая про отдых. 

Как и в любой империи, у «Фармконтракта» бы-
ли взлеты и падения. И летом 2018 г. компания была 
продана. Однако ситуация с вынужденной продажей 
главного «ребенка» своей жизни не отпускала Сер-
гея  – он остро переживал ее, что, безусловно, сказы-
валось на здоровье, которое в последние месяцы его 
сильно подводило. По сообщениям близких, в послед-
ние полгода Сергей перенес 2 операции, практичес- 
ки не занимался какими-то делами, пытаясь попра-
вить ухудшающееся здоровье. Он редко жаловал-
ся и старался своими силами решить возникающие 
проблемы, как и всегда стремясь сделать все на выс-
шем уровне и в невозможные для обычного челове-
ка сроки. Как это ни пафосно прозвучит, Сергей стре-
мился изменить и сделать мир каждого, с кем его 
сводила судьба, ярче, легче и проще. К сожалению, он 
не все успел…

Редакция выражает соболезнования родным и 
близким, столкнувшимся с невосполнимой утратой.
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ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
В своей редакционной политике журнал следует принципам 

целостности публикаций в научных журналах, соответствующим 
положениям авторитетных международных ассоциаций, таких как 
Committee on Publication Ethics (COPE), Council of Science Editors 
(CSE), International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), 
European Medical Writers Association (EMWA) и World Association of 
Medical Editors (WAME), устанавливающих стандарты этичного по-
ведения всех вовлеченных в публикацию сторон (авторов, редак-
торов журнала, рецензентов, издательства и научного общества). 
Журнал с помощью всестороннего, объективного и честного ре-
цензирования стремится отбирать для публикации лишь материа-
лы, касающиеся научных исследований наивысшего качества.

Научно-практический журнал общемедицинского профиля 
«Разработка и регистрация лекарственных средств» является 
регулярным рецензируемым печатным изданием, отражающим ре-
зультаты передовых исследований фармацевтической отрасли.

Журнал публикует оригинальные и обзорные научные статьи 
по темам:
•• поиск и разработка новых лекарственных средств;
•• фармацевтическая технология;
•• методы анализа лекарственных средств;
•• доклинические и клинические исследования;
•• регуляторные вопросы.

Наименование и содержание научных работ, публикуемых в 
журнале «Разработка и регистрация лекарственных средств», 
должно соответствовать науки:
•• 02.00.00 – химические науки;
•• 03.02.00 – общая биология;
•• 03.03.00 – физиология;
•• 14.04.00 – фармацевтические науки.

Публикуемые материалы должны соответствовать следующим 
критериям:
•• Научная актуальность и значимость проблемы, которой посвя-

щена статья (тематика статьи должна представлять интерес для 
широкого круга исследователей, занимающихся разработкой и 
регистрацией лекарственных средств). 

•• Высокая степень доказательности (современная исследователь-
ская база, наличие сертификатов на оборудование, достаточный 
объем выборок и подходы к математической обработке резуль-
татов исследования). 

•• Концептуальный характер исследования (авторы не должны огра-
ничиваться констатацией фактов, необходим анализ получен-
ного материала с учетом данных литературы, должны быть вы-
сказаны новые идеи и гипотезы).

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ В ЖУРНАЛЕ
1.	 К рассмотрению принимаются материалы только в электронном 

виде, направленные в редакцию через систему на сайте в фор-
мате .doc или .docx (незащищенный формат файлов).

2.	 Рассматриваются только оригинальные материалы, ранее не пу-
бликовавшиеся и не нарушающие авторские права других лиц. 
Все статьи проходят проверку в системе «Антиплагиат»; уникаль-
ность текста статьи должна составлять не менее 75%. При выяв-
лении подобных текстов одного и того же автора в других печат-
ных и электронных изданиях, статья снимается с публикации.

3.	 Согласно требованиям Высшей аттестационной комиссии, жур-
нал предоставляет приоритет для аспирантских и докторских 
работ, срок их публикации зависит от предполагаемой даты за-
щиты, которую авторы должны указать в первичных документах, 
прилагаемых к рукописи.

4.	 Авторы должны заполнить и подписать Сопроводительное пись-
мо, отсканировать и загрузить при подаче рукописи в редакцию 
(в формате *.pdf или *.jpg). 

ПОРЯДОК ПУБЛИКАЦИИ РУКОПИСЕЙ
1.	 Рукопись обязательно проходит первичный отбор на соответ-

ствие оформления статьи согласно требованиям журнала «Раз-
работка и регистрация лекарственных средств». В случае не-

соответствия правилам оформления Редакция вправе отказать 
в публикации или прислать свои замечания к статье, которые 
должны быть исправлены Автором перед рецензированием.

2.	 Все рукописи, прошедшие первичный отбор, направляются по 
профилю научного исследования на экспертизу и  проходят обя-
зательное конфиденциальное рецензирование. Все рецензенты 
являются признанными специалистами, имеющими публикации 
по тематике рецензируемой статьи в течение последних 3 лет 
или в области обработки данных. Рецензирование проводится 
конфиденциально как для Автора, так и для самих рецензентов. 
При получении положительных рецензий работа считается при-
нятой к рассмотрению редакционной коллегией, которая выносит 
решение, в каком номере журнала будет опубликована статья. 

3.	 Все утвержденные статьи поступают в работу к редактору и 
корректору.
Окончательный макет статьи согласовывается с автором.

ЕДИНЫЕ ТРЕБОВАНИЯ К РУКОПИСЯМ, ПРЕДСТАВЛЯЕ-
МЫМ В ЖУРНАЛ «Разработка и регистрация лекарственных 
средств»  

Составлены с учетом требований Высшей аттестационной ко-
миссии РФ и «Единых требований к рукописям, представляемым в 
биомедицинские журналы», разработанных Международным ко-
митетом редакторов медицинских журналов.

Оригинальную версию «Единых требований к рукописям, 
представляемым в биомедицинские журналы», разработанных 
Международным комитетом редакторов медицинских журналов, 
можно посмотреть на сайте www.ICMJE.org

Проведение и описание всех клинических исследований 
должно быть в полном соответствии со стандартами CONSORT – 
http://www.consort-statement.org

ОБЩИЕ ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ РУКОПИСЕЙ
Электронный вариант статьи прилагается в формате А4 

Microsof Word (*doc), Поля 2 см, шрифт Тimes New Roman, размер 
шрифта 14 пунктов через 1,5 интервала.

Объем рукописи: обзор – 15–20 страниц; оригинальные ста-
тьи – 10–12 страниц, включая литературу, таблицы и подписи к ри-
сункам. Страницы рукописи следует нумеровать.

Перечень документов, подаваемый на рассмотрение в ре-
дакцию журнала «Разработка и регистрация лекарственных 
средств», должен включать в себя:

1. Сопроводительное письмо.
2. Текст статьи.

1. СОПРОВОДИТЕЛЬНОЕ ПИСЬМО
Авторы должны предоставить заполненное и подписанное со-

проводительное письмо, приложив к нему указанные в тексте пись-
ма документы.

2. РУКОПИСЬ

РУССКОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Титульный лист:

1.	 УДК;
2.	 название статьи; 
3.	 фамилии и инициалы авторов; 
4.	 полные названия учреждений (надстрочными арабскими циф-

рами отмечают соответствие учреждений, в которых работают 
авторы), полный почтовый адрес учреждений; 

5.	 e-mail и телефон автора, ответственного за контакты с редакцией
Резюме и ключевые слова
Объем резюме должен составлять 250–300 слов.
Резюме оригинальной статьи должно быть 

структурированным:
Введение (введение работы в сжатой форме).
Цель (цель работы в сжатой форме).
Материалы и методы (методы исследования, если необходи-

мо, то указать их преимущества по сравнению с ранее применяв-
шимися методическими приемами; характеристика материала).

Результаты (основные результаты исследования).
Заключение (основные выводы).
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Резюме обзорной статьи также должно быть структури- 
рованным:

Введение (введение работы в сжатой форме).
Текст (описание содержания текста статьи в сжатой форме)
Заключение (основные выводы).
Все аббревиатуры в резюме необходимо раскрывать (несмо-

тря на то, что они будут раскрыты в основном тексте статьи). Текст 
резюме должен быть связанным, с использованием слов «следова-
тельно», «например», «в результате».

На сайте британского издательства Emerald приведены при-
меры качественных рефератов для различных типов статей (обзо-
ры, научные статьи, концептуальные статьи, практические статьи – 
http://www.emeraldinsight.com/authors/guides/write/abstracts.htm?
part=2&PHPSESSID=hdac5rtkb73ae013ofk4g8nrv1)

Ключевые слова: (5–8) помещают под резюме после обозна-
чения «Ключевые слова». Ключевые слова должны использовать 
термины из текста статьи, определяющие предметную область и 
способствующие индексированию статьи в поисковых системах и 
не повторять название статьи.

АНГЛОЯЗЫЧНЫЙ БЛОК
Article title
Англоязычное название должно быть грамотно с точки зрения 

английского языка, при этом по смыслу полностью соответствовать 
русскоязычному названию.

Affiliation
Необходимо указывать официальное англоязычное название 

учреждения и почтовый адрес. Наиболее полный список названий 
учреждений и их официальной англоязычной версии можно найти 
на сайте РУНЭБ: http://elibrary.ru

Образец оформления
Mental Health Research Institute
4, Aleutskaya Str., Tomsk, 634014, Russian Federation
Abstract
Резюме статьи на английском языке должно по смыслу и струк-

туре (для оригинальной статьи: Introduction, Aim, Materials and 
methods, Results and discussion, Conclusion; для обзорной статьи: 
Introduction, Text, Conclusion) соответствовать русскоязычному, по 
содержанию может быть более полным. Необходимо использовать 
активный, а не пассивный залог. Во избежание искажения основных 
понятий желательно иметь соответствующие английские термины. 
Это особенно важно, когда приводятся названия особых заболева-
ний, синдромов, упоминаются авторы или конкретные методы.

Keywords
Для выбора ключевых слов на английском языке следует ис-

пользовать тезаурус Национальной медицинской библиотеки 
США – Medical Subject Headings (MeSH).

ОСНОВНОЙ ТЕКСТ

Оригинальные статьи должны иметь следующую структуру: а) 
введение; б) материалы и методы; в) результаты; г) обсуждение; д) 
заключение.

Обзорные статьи должны иметь следующую структуру а) вве-
дение; б) текст; д) заключение.

Текст обзорной статьи следует разделять на соответствующие 
содержанию статьи подразделы.

Введение
В разделе дается обоснование актуальности исследования и 

четко формулируется цель исследования.
Материалы и методы
Названия лекарственных средств следует писать со строчной 

буквы на русском языке с обязательным указанием международ
ного непатентованного названия, а при его отсутствии — группи
ровочного или химического названия. Международные непатен
тованные названия фармацевтических субстанций и торговые 
наименования лекарственных средств необходимо оформлять в 
соответствии с Государственным реестром лекарственных средств 
(grls.rosminzdrav.ru). При описании в работе результатов клиничес
ких исследований необходимо привести номер и дату разрешения 
на проведение клинического исследования согласно Реестру вы

данных разрешений на проведение клинических исследований ле
карственных препаратов.

При описании используемых общелабораторных реактивов 
следует приводить их наименование, класс чистоты, фирму-про
изводитель и страну происхождения [Пример: хлористоводород
ная кислота, х.ч. (Сигма Тек, Россия)]. При описании специфических 
импортных реактивов [Пример: из каталога Sigma-Aldrich] необхо
димо дополнительно приводить каталожный номер реактива. 

При описании исследуемых лекарственных средств необхо
димо приводить их торговое наименование, фирму-произодитель, 
страну происхождения, серию и срок годности [Пример: Синдра
нол таблетки пролонгированного действия, покрытые пленоч
ной оболочкой 4 мг, производства ФАРМАТЕН С.А., Греция, серия 
1100638, срок годности до 05.2013].

При описании используемых стандартных образов приводить 
количественное содержание активного вещества в стандартном 
образце, фирму-произодитель, страну происхождения, серию и 
срок годности [Пример: римантадина гидрохлорид, субстанция-
порошок, содержание римантадина 99,9 %, Чжецзян Апелоа Кан
гю Фармацеутикал Ко.Лтд, Китай, серия KY-RH-M20110116, годен до 
27.01.2016 г.].

При описании используемого аналитического оборудования 
необходимо указывать его название, фирму-производитель и стра
ну происхождения [Пример: прибор для теста «Растворение» DT-
720 (Erweka GmbH, Германия)].

При описании используемого программного обеспечения не
обходимо указывать его название, версию, фирму-произодитель, 
страну происхождения [Пример: ChemStation (ver. B.04.03), Agilent 
Technologies, США].

При приведении в работе первичных данных аналитических 
исследований (спектров, хроматограмм, калибровочных графиков) 
их необходимо приводить в цвете в прослеживаемом формате, с 
четкими разборчивыми подписями осей, пиков, спектральных мак
симумов и т.д.). Названия лекарственных средств следует писать со 
строчной буквы на русском языке с обязательным указанием меж
дународного непатентованного названия, а при его отсутствии — 
группировочного или химического названия.

Числовые данные необходимо указывать цифрами, в десятич
ных дробях использовать запятые. Математические и химические 
формулы писать четко, с указанием на полях букв алфавита (рус
ский, латинский, греческий), а также прописных и строчных букв, 
показателей степени, индексов. К статье может быть приложено не
обходимое количество таблиц и рисунков. Все таблицы и рисунки 
должны иметь номер и название, текст статьи должен содержать 
ссылку на них.

Рукописи статей, в которых при достаточном объеме экспери-
ментальных данных отсутствует статистический анализ, а также не-
корректно использованы или описаны применяемые статистиче-
ские методы, могут быть отклонены редакцией журнала.

Необходимо давать определение всем используемым стати-
стическим терминам, сокращениям и символическим обозначени-
ям. Например, М – выборочное среднее; m – ошибка среднего; σ – 
стандартное квадратичное отклонение; p – достигнутый уровень 
значимости и т.д. Если используется выражение типа М ± m, указать 
объем выборки n. Если используемые статистические критерии 
имеют ограничения по их применению, указать, как проверялись 
эти ограничения и каковы результаты проверок. При использова-
нии параметрических критериев описывается процедура провер-
ки закона распределения (например, нормального) и результаты 
этой проверки.

Точность представления результатов расчетных показателей 
должна соответствовать точности используемых методов измере-
ния. Средние величины не следует приводить точнее, чем на один 
десятичный знак по сравнению с исходными данными. Рекоменду-
ется проводить округление результатов (средних и показателей ва-
риабельности) измерения показателя до одинакового количества 
десятичных знаков, так как их разное количество может быть ин-
терпретировано как различная точность измерений.
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Согласно современным правилам, рекомендуется вместо тер-
мина «достоверность различий» использовать термин «уровень 
статистической значимости различий». В каждом конкретном слу-
чае рекомендуется указывать фактическую величину достигнуто-
го уровня значимости р для используемого статистического кри-
терия. Если показатель может быть рассчитан разными методами, 
и они описаны в работе, то следует указать, какой именно метод 
расчета применен (например, коэффициент корреляции Пирсона, 
Спирмена, бисериальный и т.п.).

Результаты и обсуждение
В разделе в логической последовательности представляются 

результаты исследования в виде текста, таблиц или рисунков (гра-
фики, диаграммы). Следует избегать повторения в тексте данных из 
таблиц или рисунков. В качестве альтернативы таблицам с большим 
числом данных используются графики. На графиках и диаграммах 
рекомендуется указывать доверительный интервал или квадратич-
ное отклонение. На графиках обязательно должны быть подписи и 
разметка осей, указаны единицы измерений.

В разделе следует выделить новые и важные аспекты резуль-
татов проведенного исследования, проанализировать возможные 
механизмы или толкования этих данных, по возможности сопоста-
вить их с данными других исследователей. Не следует повторять 
сведения, уже приводившиеся в разделе «Введение», и подробные 
данные из раздела «Результаты». В обсуждение можно включить 
обоснованные рекомендации и возможное применение получен-
ных результатов в предстоящих исследованиях.

В обзорных статьях рекомендуется описать методы и глуби-
ну поиска статей, критерии включения найденных материалов в 
обзор.

Заключение
В разделе представляются сформулированные в виде выво-

дов результаты решения проблемы, указанной в заголовке и цели 
статьи. Не следует ссылаться на незавершенную работу. Выводы 
работы должны подтверждаться результатами проведенного ста-
тистического анализа, а не носить декларативный характер, обу-
словленный общими принципами.

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Конфликт интересов
Указать наличие так называемого конфликта интересов, то 

есть условий и фактов, способных повлиять на результаты исследо-
вания (например, финансирование от заинтересованных лиц и ком-
паний, их участие в обсуждении результатов исследования, написа-
нии рукописи и т.д.).  

При отсутствии таковых использовать следующую форму-
лировку: «Авторы декларируют отсутствие явных и потенциаль-
ных конфликтов интересов, связанных с публикацией настоящей 
статьи».

Источник финансирования
Необходимо указывать источник финансирования, как науч-

ной работы, так и процесса публикации статьи (фонд, коммерческая 
или государственная организация, частное лицо и др.). Указывать 
размер финансирования не требуется. При отсутствии источника 
финансирования использовать следующую формулировку: «Авто-
ры заявляют об отсутствии финансирования».

Соответствие принципам этики
Научно-исследовательские проекты с участием людей должны 

соответствовать этическим стандартам, разработанным в соответ-
ствии с Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской ассо-
циации «Этические принципы проведения научных медицинских 
исследований с участием человека» с поправками 2000 г. и «Пра-
вилами клинической практики в Российской Федерации», утверж-
денными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266. Все ли-
ца, участвующие в исследовании, должны дать информированное 
согласие на участие в исследовании. Для публикации результатов 
оригинальной работы необходимо указать, подписывали ли участ-
ники исследования информированное согласие.

Научно-исследовательские проекты, требующие использова-
ния экспериментальных животных, должны выполняться с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных в директивах Евро-
пейского сообщества (86/609/ЕЕС) и Хельсинкской декларации

В обоих случаях необходимо указать, был ли протокол иссле-
дования одобрен этическим комитетом (с приведением названия 
соответствующей организации, номера протокола и даты заседа-
ния комитета).

Благодарности
Все члены коллектива, не отвечающие критериям авторства, 

должны быть перечислены с их согласия с подзаголовком «Выраже-
ние признательности».

ССЫЛКИ В ТЕКСТЕ СТАТЬИ

В журнале применяется ванкуверский стиль цитирования: 
в списке литературы ссылки нумеруются в порядке упоминания в 
тексте (независимо от языка, на котором дана работа), а не по ал-
фавиту. Библиографические ссылки в тексте статьи обозначаются 
цифрами в квадратных скобках (ГОСТ Р 7.0.5-2008).

Библиографическая информация должна быть современной, 
авторитетной и исчерпывающей. Ссылки должны даваться на пер-
воисточники и не цитировать один обзор, где они были упомя-
нуты. Ссылки должны быть сверены авторами с оригинальными 
документами.

Каждый научный факт должен сопровождаться отдельной 
ссылкой на источник. Если в одном предложении упоминается не-
сколько научных фактов, после каждого из них ставится ссылка (не 
в конце предложения). При множественных ссылках они даются в 
порядке хронологии [5–9]. Необходимо убедиться в том, что все 
ссылки, приведенные в тексте, присутствуют в списке литературы 
(и наоборот).

Не следует ссылаться: на неопубликованные статьи, на дис-
сертации, а также авторефераты диссертаций, правильнее ссылать-
ся на статьи, опубликованные по материалам диссертационных 
исследований.

Следует избегать ссылок на тезисы и статьи из сборников 
трудов и материалов конференций, поскольку их названия по тре-
бованию зарубежных баз данных, должны быть переведены на 
английский язык. Еще не опубликованные, но принятые к печати 
статьи указываются «в печати» или «готовится к выходу», с добавле-
нием письменного разрешения автора и издательства.

Недопустимо самоцитирование, кроме случаев, когда это 
необходимо (в обзоре литературы не более 3–5 ссылок).

Документы (приказы, ГОСТы, медико-санитарные правила, ме-
тодические указания, положения, постановления, санитарно-эпи-
демиологические правила, нормативы, федеральные законы) нуж-
но указывать в скобках в тексте.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

Список литературы под заголовком Литература/References 
размещается в конце статьи и включает библиографическое описа-
ние всех работ, которые цитируются в тексте статьи.

Библиографические списки составляются с учетом «Единых 
требований к рукописям, представляемым в биомедицинские жур-
налы» Международного комитета редакторов медицинских журна-
лов (Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical 
Journals). Правильное описание используемых источников в спи-
сках литературы является залогом того, что цитируемая публика-
ция будет учтена при оценке научной деятельности ее авторов и 
организаций, где они работают.

Учитывая требования международных систем цитирования, 
библиографические списки входят в англоязычный блок статьи и, 
соответственно, должны даваться не только на языке оригинала, 
но и в романском алфавите (латинскими буквами). Поэтому авторы 
статей должны представлять англоязычные источники латиницей, а 
русскоязычные – кириллицей и в романском алфавите. Транслите-
рируются фамилии авторов и русскоязычные названия источников 
(выделяется курсивом). Переводятся на английский язык названия 
статей, монографий, сборников статей, конференций с указани-
ем после выходных данных языка источника (in Russ.). Приводит-
ся английское название журнала (название сверяется с официаль-
ным сайтом издания) через тире после транслитерации названия и 
оформляется курсивом.
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Технология подготовки описания с использованием системы 
автоматической транслитерации и переводчика на сайте http://
www.translit.ru
1.	 Войти на сайт translit.ru. В окошке «варианты» выбрать систему 

транслитерации BGN (Board of Geographic Names). Вставить в 
специальное поле ФИО авторов, название издания  на русском 
языке и нажать кнопку «в транслит».

2.	 Копировать транслитерированный текст в готовящийся список.
3.	 Перевести с помощью переводчика Google название книги, статьи 

на английский язык, перенести его в готовящийся список. Пере-
вод, безусловно, требует редактирования, поэтому данную часть 
необходимо готовить человеку, понимающему английский язык.

4.	 Объединить транслитерируемое и переводное описания, оформ-
ляя в соответствии с принятыми правилами.

5.	 В конце описания в круглых скобках указывается (in Russ.).

Образец оформления списка литературы
Литература/References

1.	 Насырова Р. Ф., Иванов М. В., Незнанов Н. Г. Введение в психофар-
макогенетику. СПб: Издательский центр СПб НИПНИ им. В.М. Бехте-
рева, 2015:272 [Nasyrova R.F., Ivanov M.V., Neznanov N.G. Introduction 
to psychophar-macogenetics. St.-Petersburg: Izdatel’skiy tsentr SPb 
NIPNI im. V.M. Bekhtereva, 2015:272 (in Russ.)]. 

2.	 Колесник А. П. Прогностическое значение экспрессии р53 у 
больных с ранними стадиями немелкоклеточного рака легко-
го. Онкология. 2013; 15 (1):20–23 [Kolesnik A.P. Prognostic value of 
p53 expression in patients with early non-small cell lung cancer] 
Onkologija – Oncology. 2013; 15(1): 20–23 (in Russ.)].

3.	 Üçok A., Gaebel W. Side effects of atypical antipsychotics: a brief 
overview. World Psychiatry. 2008; 7 (1): 58–62. DOI: 10.1002/j.2051-
5545.2008.tb00154.x.

4.	 Cornier M. A., Dabelea D., Hernandez T. L., Lindstrom R. C., Steig A. J., 
Nicole R. S., Van Pelt R. E., Wang H., Eckel R. H. The metabolic syndrome. 
Endocrine Reviews. 2008; 29 (7): 777–822. DOI: 10.1210/er.2008–0024.
В библиографическом описании каждого источника долж-

ны быть представлены ВСЕ АВТОРЫ. Список литературы должен 
соответствовать формату, рекомендуемому Американской Нацио-
нальной Организацией по Информационным стандартам (National 
Information Standards Organisation – NISO), принятому National 
Library of Medicine (NLM) для баз данных (Library’s MEDLINE/PubMed 
database) NLM: http://www. nlm.nih.gov/citingmedicine.

Названия периодических изданий могут быть написаны в со-
кращенной форме в соответствии с каталогом названий базы 
данных MedLine (NLM Catalog). Обычно эта форма написания са-
мостоятельно принимается изданием; ее можно узнать на сайте из-
дательства, либо в списке аббревиатур Index Medicus. Если журнал 
не индексируется в MedLine, необходимо указывать его полное на-
звание. Названия отечественных журналов сокращать нельзя. Не-
допустимо сокращать название статьи.

Библиографические стандарты описания цитируемых 
публикаций

Монографии
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности: фамилия и инициалы автора (авторов), название моногра-
фии (полностью раскрывая все слова), номер повторного изда-
ния, место издания (город), издательство, год издания, количество 
страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис, 2009:328 
[Sokolovа  G.  N., Pоtapova V. B. Clinical and pathogenetic aspects of 
gastric ulcer. Мoscow: Аnachаrsis, 2009:328 (in Russ.)].

Для англоязычных источников
Jenkins P. F. Making sense of the chest x-ray: a hands-on guide. 

New York: Oxford University Press, 2005: 194.
Статья из журнала
Выходные данные указываются в следующей последователь-

ности::  автор(ы) (фамилии и инициалы всех авторов). Название ста-

тьи. Название журнала (курсивом). Год; том (в скобках номер журна-
ла): цифры первой и последней страниц.

Образец оформления
Для русскоязычных источников
Шишкин С. В., Мустафина С. В., Щербакова Л. В., Симонова Г. И. 

Метаболический синдром и риск инсульта в популяции Новоси-
бирска. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2014; 13 (3): 
53–57 [Shishkin S. V., Mustafina S. V., Shcherbakova L. V., Simonova G. I. 
Metabolic syndrome and risk of stroke in the population of Novosibirsk. 
Kardiovaskuljarnaja terapija i profilaktika – Cardiovascular Therapy and 
Prevention. 2014; 13 (3): 53–57 (in Russ.)].

Для англоязычных источников
Dickerson F. B., Brown C. H., Kreyenbulh J. A., Fang L., 

Goldberg  R.  W., Wohlheiter K., Dixon L. B. Obesity among individuals 
with serious mental illness. Acta Psychiatr Scand. 2006; 113 (4): 306–313. 
DOI: 10.1111/j.1600-0447.2005.00637.x.

Варианты библиографического описания материалов 
конференций: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7272/

Варианты библиографического описания патентов: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7260/

Варианты библиографического описания ресурсов уда-
ленного доступа: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7274/

DOI
Во всех случаях, когда у цитируемого материала есть цифро-

вой идентификатор Digital Object Identifier (DOI), его необходимо 
указывать в самом конце библиографической ссылки. Проверять 
наличие DOI статьи следует на сайте http://search.crossref.org/ или 
https://www. citethisforme.citethisforme.com.

Для получения DOI нужно ввести в поисковую строку назва-
ние статьи на английском языке. Данный сайт, помимо DOI, автома-
тически генерирует правильно оформленное библиографическое 
описание статьи на английском языке в стиле цитирования АМА. 
Подавляющее большинство зарубежных журнальных статей с 2000 
г. и многие русскоязычные статьи (опубликованные после 2013 г.) 
зарегистрированы в системе CrossRef и имеют уникальный DOI. За 
достоверность и правильность оформления представляемых би-
блиографических данных авторы несут ответственность вплоть до 
отказа в праве на публикацию.

ТАБЛИЦЫ И РИСУНКИ

Таблицы  и рисунки должны быть представлены на русском и 
английском языках.

Таблицы
Таблицы следует помещать в текст статьи, они должны иметь 

нумерованный заголовок на русском и английском языке и четко 
обозначенные графы, удобные и понятные для чтения. Данные та-
блицы должны соответствовать цифрам в тексте, однако не должны 
дублировать представленную в нем информацию.

Ссылки на таблицы в тексте обязательны. Для сноски применя-
ется символ *. Если используются данные из другого опубликован-
ного или неопубликованного источника, должно быть полностью 
приведено его название.

Рисунки
Все рисунки (диаграммы, фотографии) нумеруются. В тексте 

должна быть ссылка на соответствующий рисунок.
Каждый рисунок должен сопровождаться подрисуночной 

подписью на русском и английском языках. В подрисуночных под-
писях не должно быть аббревиатур. Внутририсуночные обозначе-
ния подписываются цифрами или латинскими буквами.

Если рисунки ранее уже публиковались, необходимо указать 
оригинальный источник представить письменное разрешение на 
их воспроизведение от держателя прав на публикацию.

Список подрисуночных подписей на русском и английском 
языках размещается в конце статьи.

Рисунки представляются отдельными файлами в формате *tif, 
*jpg, *cdr, *ai. с разрешением не менее 300 dpi.

Каждый файл именуется по фамилии первого автора и  номе-
ру рисунка.
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