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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 средств, 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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От редакции
Introduction

УВАЖАЕМЫЕ ЧИТАТЕЛИ!

В непростое время пандемии COVID-19 жур-
нал продолжает свою работу по освещению тема-
тики поиска и разработки новых лекарственных 
средств, фармацевтической технологии, фар-
мацевтического анализа, доклинических и кли-
нических исследований, а также регуляторных 
вопросов. С момента выхода предыдущего выпус- 
ка в работе журнала произошел ряд значимых 
событий

Научно-производственный журнал «Разра-
ботка и регистрация лекарственных средств» 
(издатель – ООО «Центр Фармацевтической Ана-
литики») успешно прошел экспертизу и был реко-
мендован комиссией Scopus Content Selection and 
Advisory Board для включения в международную 
базу данных Scopus. Эксперты комиссии отдель-
но отметили высокий уровень публикаций жур-
нала, значимость издания для российского рынка, 
а также дали рекомендации о важности подго-
товки полностью переводной английской версии 
для повышения международной цитируемости. В 
ближайшее время после одобрения издания бу-
дет проведена выгрузка последних выпусков в ба-
зу и их индексация, так что скоро читатели смогут 
увидеть свои публикации уже непосредственно 
в Scopus. Кроме того, журнал был включен и про-
индексирован в DOAJ (Directory of Open Access 
Journals). Данная база включает в себя только ре-
альные, высококачественные рецензируемые жур-
налы открытого доступа.

Одобрение издания для принятия журнала 
в базу Scopus является большим прорывом и ре-
зультатом работы всего коллектива редакции и 
редколлегии. Кроме того, включение журнала в 
Scopus должно повысить стандарты публикаций 
и получить международную узнаваемость и ци-
тируемость издания: рецензирование станет бо-
лее строгим и ответственным, а качество статей – 
более высоким. Дальнейшими этапами работы по 
развитию издания будут расширение редакцион-
ной коллегии и включение в её состав ведущих  
отечественных и иностранных специалистов из 
научных, учебных организаций и фармацевтичес- 
ких предприятий. 

Центр Фармацевтической Аналитики, по-
мимо издательской деятельности, в период само-
изоляции и в настоящее время продолжает вы-
полнять свою важную миссию – исследования в 
области разработки и контроля инновационных и 
воспроизведенных лекарственных средств, что яв-
ляется крайне актуальным с учетом действующих 
государственных программ развития фармацевти-
ческой промышленности и текущей пандемичес- 
кой ситуации. Для своевременного проведения 
исследований, необходимых отечественной фар-
мацевтической промышленности, Центр перешел 
на сменную работу, включая ночные смены и вы-
ходные дни. Надеемся, что мы сможем тем самым 
внести свой посильный вклад в развитие Рос- 
сийской фармацевтической отрасли. 

Желаем авторам издания, членам редакцион-
ной коллегии и читателям преодолеть это труд-
ное для всех время, сохранять здоровье и беречь 
себя.

Главный редактор журнала И. Е. Шохин
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ЧТО В ДЕЙСТВИТЕЛЬНОСТИ 
ОБОЗНАЧАЕТ ЭКСПЛУАТАЦИОННАЯ 
КВАЛИФИКАЦИЯ?

АВТОРЫ

Dr. R. D. McDowall,
R. D. McDowall Limited, UK
(Великобритания);

P. A. Smith
Agilent Technologies, Inc.

Практические рекомендации
Practical recommendations

ВВЕДЕНИЕ
Общая фармакопейная статья <1058> Фармако-

пеи США, касающаяся квалификации аналитических 
приборов (AIQ), вступила в действие в 2008 году и в 
течение девяти лет не редактировалась. В 2017 году 
в статью <1058> были внесены две поправки. Эти две 
поправки сильно повлияли на порядок квалификации 
аналитических приборов, а так как Фармакопея США – 
это единственная значимая фармакопея со статьей, 
посвященной такой квалификации, то поправки в ста-
тью <1058> имеют мировое значение.

Чтобы помочь сертифицированным лаборато-
риям полностью соответствовать требованиям ста-
тьи <1058> в редакции 2017 года, компания Agilent 
выпустила четыре информационных доклада кон-
сультанта по соответствию Боба МакДоуэла (Bob 
McDowall), который участвовал в разработке статьи 
<1058>. Эта серия включает в себя следующие док- 
лады:
1.	 «Что изменилось в статье <1058> Фармакопеи США 

в редакции 2017 года?» [1].
2.	 «Как соответствовать требованиям статьи <1058> 

Фармакопеи США в редакции 2017 года» [2].
3.	 «Роль квалификации аналитического оборудования 

в целостности данных согласно статье <1058> Фар-
макопеи США в редакции 2017 года» [3].

4.	 «Что такое эксплуатационная квалификация со-
гласно статье <1058> Фармакопеи США в редакции 
2017 года?» [4].
Изменения, внесенные в версию 2017 года общей 

статьи [5], рассматривались в первой технической 
документации этой серии: «Что изменилось в статье 
<1058> Фармакопеи США в новой редакции 2017  го-
да?» [1]. В настоящей технической документации мы 

рассмотрим влияние этих изменений на наименее по-
нятную фазу модели четырех квалификаций – эксплуа-
тационную квалификацию (PQ).

ЭВОЛЮЦИЯ МОДЕЛИ  
ЧЕТЫРЕХ КВАЛИФИКАЦИЙ:  
ВЛИЯНИЕ РЕДАКЦИИ СТАТЬИ <1058>  
ФАРМАКОПЕИ США  
В РЕДАКЦИИ 2017 ГОДА

Обе версии статьи <1058> Фармакопеи США 
2008 и 2017 годов содержат модель четырех квали-
фикаций для квалификации аналитических прибо-
ров и валидации ПО [например, стадии квалифика-
ция проекта (DQ), инсталляционной квалификации 
(IQ), функциональной квалификации (OQ) и эксплу-
атационной квалификации (PQ)]. Если учтена необ-
ходимость разработать пользовательскую специ-
фикацию (URS) и разъяснить роли функциональной 
и эксплуатационной квалификации в процессе ква-
лификации аналитического оборудования, то имеет 
место модель жизненного цикла, показанная на ри-
сунке 1.

Таким образом, демонстрируется связь между 
стадиями квалификации приборов, и жизненный цикл 
испытания прибора может рассматриваться как мо-
дель валидации между стадиями квалификации про-
екта, инсталляционной квалификации и функциональ-
ной квалификации (см. рисунок 1).

Основным отличием от статьи <1058> версии 
2017  года является то, что стадия эксплуатационной 
квалификации соответствует двум различным требо-
ваниям в жизненном цикле квалификации аналити-
ческого оборудования:



8 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

•• подтверждает, что прибор подходит для приме-
нения в условиях использования;

•• демонстрирует продолжительную пригодность 
прибора (надежную работу).
Первое требование выполняется посредством 

включения испытаний эксплуатационной квалифика-
ции во время исходной квалификации/выпуска прибо-
ра и последующего испытания квалификации прибора 
(например, периодического испытания функциональ-
ной и эксплуатационной квалификации или при нали-
чии обоснованной причины). Несмотря на то что вы-
полнение второго требования является чрезвычайно 
важным для успешной реализации положений ста-
тьи <1058> редакции 2017 года, пользователи долж-
ны определить планы испытаний эксплуатационной 
квалификации, включающие периодические испыта-
ния эксплуатационной квалификации между периоди-
ческой квалификацией и квалификацией при наличии 
обоснованной причины. Испытание эксплуатационной 
квалификации не должно более рассматриваться как 
выполнение аналитического метода в системе. Поэто-
му даже после выпуска для эксплуатации фаза эксплу-
атационной квалификации распространяется на весь 
срок использования прибора. Это обведено кругом на 
рисунке 1.

Когда квалификация аналитических приборов 
только начала применяться в соответствии с руко-
водством FDA для валидации производственного про-
цесса [6] в отношении лабораторных инструментов, 
обычно ее выполняли перед исходным «вводом при-

бора в работу» (то есть квалификация аналитических 
приборов воспринималась как разовое мероприятие). 
Теперь пришло понимание, что квалификация анали-
тических приборов представляет собой динамичес- 
кий процесс, который должен выполняться в течение 
всего срока эксплуатации оборудования. Одним из 
существенных изменений в статье <1058> редакции 
2017 года является демонстрация динамической связи 
между способами использования и испытания прибо-
ра (например, между пользовательской специфика-
цией и испытаниями функциональной, и эксплуатаци-
онной квалификации).

ЧТО В СТАТЬЕ <1058> ФАРМАКОПЕИ США  
ГОВОРИТСЯ ОБ ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ 
КВАЛИФИКАЦИИ?

Давайте начнем с того, что обратим внимание на 
формулировку статьи <1058> Фармакопеи США вер-
сии 2017 года, где эксплуатационная квалификация [5] 
определяется следующим образом:

«Эксплуатационная квалификация представляет 
собой задокументированную совокупность дейст- 
вий, призванных показать, что оборудование непре-
рывно демонстрирует рабочие характеристики, со-
ответствующие спецификациям, разработанным 
эксплуатирующей организацией, и подходит для 
использования по назначению».

Это определение отличается от определения 
эксплуатационной квалификации, приведенного в 

Использование за пределами текущей квалификации
или крупное обновление оборудования

Регулярно или при перемещении
или значительном обновлении

Функциональная 
квалификация  
подтверждает  
соответствие  

пользовательской 
спецификации

Списание
прибора

Первоначальная
квалификация

Текущая
послеремонтная

квалификация

Списание
и утилизация

Оценка
рисков

Квалификация
проекта

(DQ)

Инсталляционная
квалификация

(IQ)

Функциональная
квалификация

(OQ)

Эксплуатационная
квалификация

(PQ)

Спецификация
требований

лабораторного
пользователя

Рисунок 1. Модель четырех квалификаций в виде модели валидации

Figure 1. Model of four qualifications as a validation model
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статье <1058> Фармакопеи США 2008 года, где теперь 
определена адаптация эксплуатационной квалифика-
ции к лабораторным требованиям, указанным в поль-
зовательской спецификации к прибору. Одной из 
проблем, связанных с эксплуатационной квалифика-
цией, является то, что лишь немногие знают, что это 
значит. Например, большинство ученых-аналитиков 
связывают эксплуатационную квалификацию с тести-
рованием пригодности системы (SST) для аналити-
ческих приборов.

Причина, по которой неверно определять эксплу-
атационную квалификацию как тестирование пригод-
ности системы, состоит в том, что квалификация ана-
литического прибора является специфической для 
прибора, а тестирование пригодности системы  – 
специфическим для методики:

«Эксплуатационная квалификация удостоверяет,  
что прибор пригоден для определенной цели в ре-
альных условиях его эксплуатации. После выполнения 
инсталляционной и функциональной квалификации 
продолжительная пригодность прибора для преду- 
смотренного применения демонстрируется посредст- 
вом постоянной эксплуатационной квалификации» [5].

Основополагающий вопрос, который возника-
ет у сотрудников многих лабораторий в отношении 
аналитических приборов и статьи <1058> редакции 
2017 года, состоит в следующем: может ли тестирова-
ние пригодности системы заменить эксплуатационную 
квалификацию?

Ответ содержится в следующем параграфе статьи 
<1058> Фармакопеи США:

«Планы эксплуатационной квалификации, вклю-
чая процедуры испытаний, критерии пригоднос- 
ти системы и промежуток между квалификациями, 
определяются пользователем. Планы профилакти-
ческого технического обслуживания и документация 
по ремонтным работам и прочим изменениям также 
являются неотъемлемой частью общей квалификации 
прибора».

В таблице 1 представлены наиболее распростра-
ненные подходы к обеспечению соответствия требо-
ваниям к испытаниям эксплуатационной квалифика-
ции для приборов ВЭЖХ.

Аналогичные подходы к трем вариантам в таблице 
используются в отношении всех аналитических при-
боров. Каждый из трех вариантов имеет очевидные 
преимущества и недостатки. Например, единствен-
ным существенным недостатком варианта 1 являет-
ся риск того, что этот подход может быть отклонен 
в процессе аудита, тогда как вариант 3 требует для  
реализации большого объема ресурсов. Использова-
ние комплексной методики эксплуатационной квали-
фикации (вариант 2) имеет преимущество, состоящее 
в том, что производительность каждого из приборов 
может оцениваться одним и тем же способом, в ре-
зультате чего образуются tautology.

Таблица 1. Пример применения  
эксплуатационной квалификации для оборудования  
для ВЭЖХ

Table 1. Example application of operational qualifications  
for HPLC equipment

Применение  
эксплуатационной  

квалификации прибора
Комментарии/наблюдения

1
PQ = тестирование пригод-

ности системы (SST) (напри-
мер, PQ = SST)

•• Действительность SST включе-
на в каждую методику?

•• SST являются специфичными 
для методики.

•• Аудитор может не принять 
интерпретацию

2

PQ = комплексная методи-
ка PQ + SST (например, одна 
и та же PQ используется для 
всех ВЭЖХ)

•• Упрощает требования PQ.
•• Дополняет SST в процессе 

использования.
•• Обосновывает, что испыта-

ние PQ является репрезен-
тативным по отношению к 
применению

3

PQ = специфичная для PQ 
методика + SST (например, 
PQ является специфичной 
для прибора/способа ис-
пользования)

•• Усложняет требования PQ в 
отношении лаборатории (на-
пример, специфичные и раз-
личные требования PQ для 
каждой системы ВЭЖХ).

•• Дополняет SST в процессе 
использования.

•• Приборы, закрепленные за 
конкретными методиками

Разъяснение требований эксплуатационной ква-
лификации в статье <1058> редакции 2017 года ука-
зывает на то, что эксплуатационная квалификация 
представляет собой не одно мероприятие, а комплекс 
запланированных испытаний (с заданными значени-
ями частоты и критериями применимости), меро-
приятий по техническому обслуживанию и проверок 
в эксплуатации, согласно записям в журналах прибо-
ров, о чем будет сказано ниже. Решение полагаться 
исключительно на тестирование пригодности систе-
мы приводит к слабой реализации эксплуатационной 
квалификации в хроматографических системах. Если в 
вашей лаборатории эксплуатационная квалификация 
определяется как результаты тестирования пригод-
ности системы, а аудитор или инспектор усомнится в 
такой интерпретации, что вы будете делать?

УСТАНОВЛЕНИЕ СВЯЗЕЙ  
МЕЖДУ ПОЛЬЗОВАТЕЛЬСКОЙ 
СПЕЦИФИКАЦИЕЙ,  
ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ КВАЛИФИКАЦИЕЙ  
И ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ 
КВАЛИФИКАЦИЕЙ

Исходя из приведенного ранее определения эксп- 
луатационной квалификации из статьи <1058> Фар-
макопеи США 2017 года, испытание эксплуатацион-
ной квалификации должно соотноситься с требовани-
ями пользователя. Проблема состоит в том, что в ходе 
функциональной квалификации обычно тестируются 
требования пользователя непосредственно с приме-
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нением прослеживаемых эталонов, метрологических 
измерений с использованием калиброванного обо-
рудования и с применением эталонных материалов, 
разработанных для тестирования производительнос- 
ти оборудования и диапазона использования.

И наоборот, в основе эксплуатационной квалифи-
кации обычно лежат области применения и методики 
(например, при функциональной и эксплуатационной 
квалификации испытываются различные атрибуты 
производительности системы, поэтому требуются обе 
эти квалификации):
•• Функциональная квалификация: Связана с ис-

пытаниями производительности оборудования в 
стандартизированных условиях, что позволяет 
демонстрировать правильную эксплуатацию обо-
рудования в лаборатории в соответствии с поль-
зовательской спецификацией. Например, в случае 
ВЭЖХ точность и воспроизводимость скорости по-
тока могут измеряться непосредственно как мет- 
рологические измерения с помощью калиброван-
ного и прослеживаемого цифрового расходомера. 
Диапазон использования (например, максималь-
ные и минимальные настройки) измеряется в фазе 
функциональной квалификации.

•• Эксплуатационная квалификация: Описыва-
ет пригодность прибора при фактических услови-
ях использования между повторами цикла функ-
циональной/эксплуатационной квалификации. 
Посредством эксплуатационной квалификации 
косвенным образом измеряются требования поль-
зователя лаборатории. Например, точность и вос-
производимость скорости потока могут измеряться 
косвенным образом в эксплуатационной квалифи-
кации с помощью интервалов времени удержи-
вания и ОСО (%) времени удерживания. Поскольку 
диапазон использования измеряется в фазе функ-
циональной квалификации, нет необходимости 
измерять его в эксплуатационной квалификации.
Основная проблема состоит в том, что должна 

иметься пользовательская спецификация, на которой 
будут основываться испытания эксплуатационной (и 
функциональной) квалификации.

Самым ранним опубликованным нормативом по 
квалификации аналитических приборов является ста-
тья 1994 года авторов Фурман и др. (Furman; et al.) [7] из 
FDA, включающая сравнительный анализ модульной 
и комплексной квалификации хроматографических 
приборов. Аргумент состоял в том, что, если произво-
дительность каждого модуля или компонента находит-
ся в допустимых пределах, в принципе, система может 
потенциально выйти из строя из-за добавления оши-
бок системных компонентов, не работающих должным 
образом вместе. Авторы предлагали добавление об-
щей системы или комплексного теста в квалификацию 
аналитических приборов, поскольку тестирование мо-
дулей по отдельности будет недостаточно для обнару-
жения проблемы.

Комплексный тест эксплуатационной квалифика-
ции, выполненный после функциональной квалифи-
кации или даже в ее рамках, станет связующим зве-
ном между функциональной и эксплуатационной 
квалификациями на основе методик, как показано на 
рисунке 3.

СЛОЖНОСТЬ ПРИБОРОВ И ТРЕБОВАНИЯ  
К ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ

Статья <1058> Фармакопеи США включает три 
группы сложности приборов, причем классификация 
зависит от сложности прибора и его использования. 
Обычно стратегия испытания соответствия прибора 
для трех групп состоит в следующем:

Квалификация
аналитических

приборов

Группа

Группа A

Группа B

Группа C

Наблюдение

Калибровка

Квалификация

Стратегия

Первый вопрос, который следует задать, состоит в 
следующем: каково влияние классификации A, B или C 
на требования к эксплуатационной квалификации?

Группа A: Мониторинг аппаратов (например, ис-
парителя азота или мерной стеклянной посуды) осу-
ществляется посредством наблюдения и не требует 
пользовательской калибровки.

Группа A – требования к испытаниям эксплу-
атационной квалификации. При условии, что на-
блюдение за успешной эксплуатацией выполняется 
в условиях использования и имеется типовой регла-
мент испытаний, связанный с использованием аппа-
рата группы A, дополнительные требования к испыта- 
ниям эксплуатационной квалификации отсутствуют. 
Для мерной стеклянной посуды, например, в типовом 
регламенте испытаний будет указано «осмотреть пе-
ред использованием» и избавиться от всей неподхо-
дящей стеклянной посуды (например, поврежденной 
или с обитыми краями).

Поэтому для группы A (аппараты) не требует-
ся испытаний функциональной и эксплуатационной 
квалификации, но это решение необходимо задо-
кументировать согласно принятой в лаборатории 
процедуре.

Группы B и C включают в себя более сложные при-
боры. Посредством статьи <1058> версии 2008  го-
да лаборатории могли определить группу прибо-
ра, сверившись с примерами, представленными в 
статьи <1058> редакции 2008 года, но отсутствую-
щими в статье <1058> редакции 2017 года. Лабора-
тории теперь должны применять использования, 
чтобы определить, относится ли прибор к группе B  
или C.
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Также важно понимать, что соответствие ста-
тье <1058> редакции 2017 года отличается динамич- 
ностью:
•• Более одной категории: прибор может относить-

ся к более чем одной категории из статьи <1058> 
(A, B или C) в зависимости от применения/целево-
го использования.

•• Смена области использования: может изменить 
классификационную группу (A, B или C в статье 
<1058>).

•• Смена области использования: приведет к изме-
нению пользовательской спецификации и может 
изменить диапазон использования и требования 
к квалификации.
Например, ультразвуковая ванна иногда исполь-

зуется при пробоподготовке для растворения про-
бы. Нуждаясь в подтверждении (посредством оцен-
ки рисков), она обычно относится к группе A, что  
подтверждается наблюдением в процессе исполь-
зования. Однако если ультразвуковая ванна включа-
ет нагреватель или таймер, классификация на группы  
может быть изменена. Если эти функции используют-
ся, то это будет выявлено в результате оценки рис- 
ков, и классификация изменится на группу B. Тай-
мер и регулятор температуры должны калибровать-
ся относительно диапазона использования на осно-
ве типового регламента испытаний. Если эти функции 
не используются, то им не требуется калибровка (на-
пример, потому что их использование не указано в 
процедуре). Маловероятно, что использование этих 
некалиброванных функций может физически или 
электронно контролироваться, тогда как лаборато-
рии предотвратить их использование? Если они бу-
дут использоваться, то это будет означать использо-
вание некалиброванных приборов (например, кто-то 
использует регулятор температуры, когда он не про-
шел калибровку). Соответствие обычно достигалось 
посредством маркировки состояния прибора (напри-
мер, в отсутствие калибровки температуры и таймера 
запрещается использовать приборы для видов работ, 
требующих обеспечения нормативного соответствия), 
обучения и документирования в типовом регламенте 
испытаний применения прибора. Однако подобный 
процедурный контроль не будет бессрочно считать-
ся приемлемым, что повлияет на требования пользо-
вателя к приборам, которые будут закупаться в буду-
щем (все приборы должны будут конструироваться 
для удовлетворения требований целостности данных 
без процедурного контроля).

Оценка рисков также выявит, включает ли прошив-
ка прибора группы B следующее:
•• Расчеты: встроенные расчеты (если они 

используются).
•• Пользовательские программы: возможность 

создавать пользовательские программы.
Для приборов группы B оценка рисков приведет к 

следующей дополнительной подклассификации:

Квалификация
аналитических

приборов
Группа B

B2: Квалификация 
и верификация  
расчетов

B1: Только  
квалификация 
(калибровка)

B3: Квалификация
и контроль  
пользовательских 
программ

Дополнительные требования к подгруппам B2 и 
B3 связаны с испытанием ПО (см. техническую доку-
ментацию 2: «Как соответствовать требованиям 
статьи <1058> Фармакопеи США в редакции 2017  го-
да?»  [2]). Основным способом документирования 
успешной эксплуатации прибора группы B (вместо ис-
пытания ПО) для пользователя является калибровка 
прибора в соответствии с типовым регламентом ис-
пытаний. В зависимости от сложности прибора также 
могут выполняться эксплуатационные и верификаци-
онные/квалификационные испытания лицами, не свя-
занными с лабораторией (например, поставщиком ус-
луг или отделом метрологии):
1.	 Калибровка пользователем: выполняется в рам-

ках лаборатории.
2.	 Внешнее техническое обслуживание/калиб- 

ровка/квалификация: выполняется лицом, неза-
висимым от лаборатории.
Одна из проблем, связанных с квалификацией ана-

литических приборов, состоит в том, что лаборато-
риями и регулирующими органами может использо-
ваться различная терминология [8]. В статье <1058> 
Фармакопеи США используется калибровка (для при-
боров группы B) и квалификация (для приборов груп-
пы C), тогда как в Своде федеральных законоположе-
ний (CFR) применяется слово «калибровка» (например, 
21 CFR 211.68 (a), 211.160 (b)4 и 211.194(d)).

Для приборов группы B ответ на вопрос «Каковы 
требования к испытаниям эксплуатационной квали-
фикации?» зависит от ответа на следующий вопрос:

«Отличается ли рутинное использование прибора 
от приведенных выше пунктов 1 и 2?»

Если ответ на этот вопрос отрицательный, то до-
полнительные требования к испытаниям, специфич-
ные для эксплуатационной квалификации, которые 
необходимо включить в план испытаний эксплуатаци-
онной квалификации, отсутствуют.

Срок службы оборудования, используемого в ла-
боратории, должен определять/обосновывать, на-
сколько выполненные испытания удовлетворяют 
требованиям функциональной и эксплуатационной 
квалификации, представленным в статье <1058> ре-
дакции 2017 года. В случае эксплуатационной квали-
фикации это должно включать уточнение планов ис-
пытаний эксплуатационной квалификации, планов 
испытаний, критериев применимости и частоты ис-
пытаний. Традиционно эксплуатационная квалифи-
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кация рассматривается исключительно как протокол 
испытаний эксплуатационной квалификации. Обеспе-
чение соответствия этому требованию является зада-
чей лаборатории.

На рисунке 2 представлена взаимосвязь между 
пользовательской спецификацией, функциональной и 
эксплуатационной квалификациями для простых при-
боров группы B. Для простых приборов (например, 
pH-метра) ежедневная калибровка или калибровка 
по месту использования является единственным вы-
полняемым испытанием. Прямоугольник с цветовым 
переходом указывает на тот факт, что эта калибров-
ка соответствует требования к испытаниям как функ-
циональной, так и эксплуатационной квалификации. 
Для более сложных приборов группы B (например, 
аналитические весы) выполняются два вида калиб- 
ровки инструментов:
•• Внешняя калибровка отделом метрологии или по-

ставщиком услуг испытывает диапазон использо-
вания и требования к функциональной квалифи- 
кации.

•• Калибровка, выполняемая пользователем, удовлет-
воряет требованиям к испытаниям эксплуатацион-
ной квалификации.
В обоих случаях имеются нормативы, в соответст- 

вии с которыми лаборатории должны выполнять пе-
риодические проверки производительности обору-
дования (например, регистрацию калибровок).

Для приборов группы C оценка рисков приведет к 
дополнительной подклассификации.

Что касается более сложных приборов группы C, 
например ВЭЖХ, то тут имеется косвенная связь меж-
ду испытаниями эксплуатационной и функциональной 
квалификации, а также пользовательской специфика-
цией, поскольку испытание включает этап разделения, 
основанный на методике, как показано на рисуне 3.

ОЦЕНКА РИСКОВ СИСТЕМЫ ВЭЖХ:  
ЕСЛИ СИСТЕМА ОТКАЖЕТ, БУДЕТ ЛИ  
ЭТО ОБНАРУЖЕНО?

Прагматичным, но ориентированным на риск аль-
тернативным способом оценки всего жизненного цик-
ла квалификации аналитических приборов для обору-
дования является принятие во внимание следующего:
•• Отказ: как может отказать прибор?
•• Детектирование: будет ли обнаружен отказ по-

средством жизненного цикла/стратегии квалифи-
кации аналитического прибора?
Это фундаментальные вопросы по оценке рисков, 

которые можно задать в отношении любого аналити-
ческого прибора. Однако для систем ВЭЖХ на рисунке 
4 представлены некоторые из наиболее распростра-
ненных путей отказа системы. Прибор представлен в 
виде четырех основных модулей с распространенны-
ми неисправностями. Это неполный список (напри-
мер, некоторые из неисправностей могут классифици-
роваться и более точно), кроме того, не учитывается 
колонка, так как основной задачей в данном случае 
является оценка квалификации прибора.

Заключение, которое можно сделать исходя из 
исходной публикации [9], состоит в том, что боль-
шинство из этих неисправностей будут обнаружены 
в процессе функциональной квалификации, но для 
обнаружения некоторых других возможных вариан-
тов выхода из строя оборудования потребуется внед- 
рение тестирования пригодности системы. На рисун-
ке 4 голубым шрифтом выделены режимы выхода из 
строя оборудования, которые могут быть обнаруже-
ны посредством должным образом разработанного 
комплексного испытания прибора (эксплуатацион-
ной квалификации).

PQ явно подтверждает соответствие
пользовательской спецификации

Функциональная
квалификация
подтверждает
соответствие  

пользовательской
спецификации

Внешняя калибровка
(например, поставщик

или метрология)

Калибровка, 
выполненная
лабораторией

Функциональная
квалификация

(OQ)

Эксплуатационная
квалификация

(PQ)

Спецификация 
требований 

лабораторного 
пользователя

 
только калибровка пользователя  

(например, pH-метр)

Рисунок 2. Связь между эксплуатационной квалификацией, лабораторной пользовательской спецификацией и функциональной 
квалификацией для приборов группы B

Figure 2. Relationship between operational qualification, laboratory user specification and functional qualification for group B devices
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Важно понять, что этот вид анализа недостат-
ков (по сравнению с тем, как может произойти отказ 
прибора и каким образом неисправность будет об-
наружена посредством функциональной квалифи-
кации и тестирования пригодности системы) дол-

жен выполняться только один раз для каждого вида 
приборов. Таким образом, упрощается выполнение 
оценки влияния в случае поломки прибора или от-
каза квалификации (потому что риски уже оце- 
нены).

Квалификация
аналитических

приборов
Группа C

C1: Квалификация  
и ненастраиваемое ПО

C2: Квалификация
и настраиваемое ПО

C3: Квалификация
и настраиваемое
и пользовательское ПО

ПО категории 3 
согласно GAMP

ПО категории 4 
согласно GAMP

ПО категории 3 
согласно GAMP  
с 5 модулями

Эксплуатационная квалификация косвенно подтверждает
соответствие пользовательской спецификации

Функциональная 
квалификация  
подт верждает  
соответствие  

пользовательской 
спецификации

Связь с результатами
функциональной квалификации

на уровне базовой линии

Эксплуатационная
квалификация
подтверждает
соответствие

функциональной
квалификации

Специфические
эксплуатационные

параметры

Подтверждает
эксплуатацию

и функциональность

Комплексное испытание
эксплуатационной квалификации

с использованием модельных соединений

Результаты комплексной
квалификации и SST

с анализом по времени

Функциональная
квалификация

(OQ)

Комплексная
эксплуатационная

квалификация

Эксплуатационный
выпуск

Эксплуатационная
квалификация

(PQ)

Спецификация
требований

лабораторного
пользователя

Текущая эксплуатационная квалификация, 
связанная с результатами комплексной 
эксплуатационной квалификации перед 

выпуском и косвенно с результатами  
последней функциональной квалификации

Рисунок 3. Связь между эксплуатационной квалификацией, лабораторной пользовательской спецификацией и функциональной 
квалификацией для сложных приборов

Figure 3. Relationship between operational qualification, laboratory user specification, and functional qualification for complex 
instruments
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Рисунок 4. Возможные неисправности оборудования ВЭЖХ

Figure 4. Possible failures of HPLC equipment
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ПРЕДСТАВЛЕНИЕ  
ОБ ОБЛАСТИ ПРИМЕНЕНИЯ  
ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ

Общая область применения плана эксплуатаци-
онной квалификации, представленная на рисунке 
5, складывается из разъяснений по эксплуатацион-
ной квалификации, представленных в статье <1058> 
Фармакопеи США, изложенной ранее в настоящей 
технической документации. Эксплуатационная ква-
лификация должна включать следующие основные 
элементы:
•• План эксплуатационной квалификации, вклю-

чающий весь объем мероприятий эксплуатацион-
ной квалификации.
Обычно составляется единый план, охватыва-

ющий вид приборов (например, оборудование для 
ВЭЖХ). План должен включать обоснование избранно-
го подхода.
•• Процедуры испытаний эксплуатационной ква-

лификации с критерием применимости.
•• Частота выполнения испытаний.

Помимо этого должны иметь место такие меро-
приятия, как рутинный анализ, ремонтные работы, 
регламентно- профилактическое обслуживание и за-
писи в журнале технического обслуживания и исполь-
зования оборудования. Из этих рассуждений должно 

быть очевидно, что эксплуатационная квалификация 
включает в себя не только выполнение тестирования 
пригодности хроматографической системы для каж- 
дой выборки образцов.

ЧАСТОТА ИСПЫТАНИЙ  
ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ

Для хроматографического анализа после функци-
ональной квалификации рекомендуется выполнить 
комплексную эксплуатационную квалификацию, либо 
ее следует включить в функциональную квалифика-
цию, чтобы связать пользовательскую спецификацию с 
функциональной квалификацией и обозначить остав-
шийся объем эксплуатационной квалификации. В ла-
боратории необходимо определить частоту испыта-
ний эксплуатационной квалификации и интегрировать 
ее в цикл регулярной функциональной квалификации 
и регламентно-профилактического обслуживания. 
Например:
•• регламентно-профилактическое обслуживание, вы-

полняемое поставщиком услуг;
•• ежегодная функциональная квалификация;
•• комплексная эксплуатационная квалификация по-

сле функциональной квалификации;
•• периодическая комплексная эксплуатационная 

квалификация;

Верификация требований целевого использования

Послеремонтная
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Рисунок 5. Область применения эксплуатационной квалификации для аналитического прибора

Figure 5. Scope of operational qualifications for the analytical instrument
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•• результаты тестирования пригодности системы, 
собираемые и анализируемые каждый раз при вы-
полнении анализа для обеспечения соответствия 
требованиям пунктов 6.9 и 6.16 раздела 6 GMP ЕС и 
Руководства для промышленности FDA [10].

ЭКСПЛУАТАЦИОННАЯ КВАЛИФИКАЦИЯ:  
СВЯЗЬ МЕЖДУ ЯРУСАМИ ТРЕУГОЛЬНИКА  
КАЧЕСТВА ДАННЫХ

Модифицированный треугольник качества дан-
ных из статьи <1058> Фармакопеи США представлен 
на рисунок 6. Следует обратить внимание, что ниж-
ний уровень треугольника, квалификация аналитичес- 
ких приборов, является специфичным для приборов, 
в ней используются прослеживаемые эталонные стан-
дарты и калиброванное испытательное оборудование. 
Все оставшиеся ярусы являются специфичными для 
методики. Поэтому если для эксплуатационной квали-
фикации необходимо использовать испытания мето-
дик, например тестирование пригодности системы и 
комплексные испытания, то они должны демонстриро-
вать, что требования пользователя, заданные в лабо-
раторной пользовательской спецификации, соблюда-
ются при выполнении каждого испытания.

Новый подход к разработке и валидации анали-
тических процедур (на основе подхода к жизненно-
му циклу) с применением концепции «качество на эта-
пе разработки» (QbD) лежит в основе нового проекта 

общей главы <1220> Фармакопеи США, опубликован-
ной на фармакопейном форуме [11]. Таким образом, 
обеспечивается структурированный подход к разра-
ботке и валидации аналитических процедур, включая 
определение критических параметров, мониторинг 
которых может осуществляться посредством тести-
рования пригодности системы во время рутинного 
использования. Этот подход поможет разработать 
подходящие критерии тестирования пригодности 
системы для мониторинга и анализа производитель-
ности оборудования и позволит получить более на-
дежные аналитические методы.

Существенное преимущество интегрированного 
подхода функциональной и эксплуатационной квали-
фикации, связанного с документированными требова-
ниями к пользователю лаборатории, состоит в том, что 
его легко обосновать. Можно легко отследить связь 
обоснования квалификационных подходов функци-
ональной и эксплуатационной квалификации с поль-
зовательской спецификацией, а также выполнить 
оценку рисков и задокументировать ее результаты.

РОЛИ И ОТВЕТСТВЕННОСТЬ  
ПРИ ВЫПОЛНЕНИИ  
ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ

В таблице 2 представлены роли и ответственнос- 
ти лиц, принимающих участие в эксплуатационной 
квалификации.

Пробы
для

контроля
качества

Тестирование
пригодности системы

Валидация аналитических
методик

Квалификация аналитических приборов
Квалификация

проекта
Инсталляционная

квалификация
Функциональная

квалификация
Эксплуатационная

квалификация

На основе
методики

На основе
оборудования

Рисунок 6. Модифицированный треугольник качества данных из статьи <1058> Фармакопеи США

Figure 6. Modified triangle of data quality from article <1058> USP
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Таблица 2. Роли и ответственность при выполнении  
эксплуатационной квалификации

Table 2. Roles and responsibilities in performing operational 
qualifications

Роль Ответственность

Ответственный 
за технологический 
процесс

•• Несет ответственность за всю квалифи-
кацию прибора.

•• Оценивает и согласовывает план испыта-
ний функциональной квалификации (или 
делегирует эту обязанность ответствен-
ному лицу в компании).

•• Оценивает и согласовывает план испы-
таний эксплуатационной квалификации 
и процедуры испытаний

Эксперты 
в соответствующих 
областях

•• Записывают требования пользователей 
для прибора (и ПО).

•• Оценивают и согласовывают план испы-
таний функциональной квалификации.

•• Записывают план эксплуатационной ква-
лификации и процедуры испытаний.

•• Определяют научно безопасные критерии 
применимости испытания эксплуатаци-
онной квалификации, связанные с про-
изводительностью методики.

•• Выполняют и документируют испытания 
эксплуатационной квалификации

Обеспечение 
качества

•• Согласовывает спецификацию требова-
ний пользователя.

•• Согласовывает план испытаний эксп- 
луатационной квалификации и проце-
дуры испытаний.

•• Периодически оценивает данные испы-
таний эксплуатационной квалификации 
и результаты испытаний

Инженер 
по квалификации

•• Выполняет и документирует регламент-
но-профилактическое обслуживание при-
бора и ремонтные работы.

•• Выполняет и документирует функцио-
нальную квалификацию через опреде-
ленные интервалы.

•• Может выполнять комплексные испыта-
ния эксплуатационной квалификации в 
случае наличия соответствующего дого-
вора и необходимой тренировки

Примечание. Данные ответственности и роли изложены в 
руководстве.

Note. These responsibilities and roles are outlined in the manual.

Большинство задач связаны с работой в лабора-
тории. В принципе организации вне лаборатории, на-
пример, поставщик услуг или отдел метрологии, могут 
выполнить комплексное испытание эксплуатацион-
ной квалификации, но при этом регулирующий орган 
может выступить с возражением, что это не отража-
ет в полной степени условий использования. В дейст- 
вительности обычно эксплуатационная квалифика-
ция входит в обязанности сотрудников лаборатории 
и должна выполняться ими. В случае если это выпол-
няется сотрудниками лаборатории, лица, выполняю-
щие работы, должны пройти соответствующее обуче-
ние по выполняемым испытаниям эксплуатационной 
квалификации.

Основная обязанность, представленная в табли-
це 2, состоит в том, что эксперты в соответствующих 
областях должны определить безопасный с научной 

точки зрения критерий применимости испытания 
эксплуатационной квалификации. В основе научно 
безопасного подхода лежит установление связи меж-
ду критерием применимости эксплуатационной ква-
лификации, полученным при валидации методики, и 
эксплуатационными пределами, полученными из со-
ответствующей общей главы Фармакопеи США. Напри-
мер, для УФ-детектора для ВЭЖХ точность установки 
длины волны должна составлять ±3 нм, а не ±2 нм, в 
соответствии со статьей <621>, а не <857> Фармакопеи 
США.

ТЕСТИРОВАНИЕ ПРИГОДНОСТИ  
СИСТЕМЫ КАК ЧАСТЬ  
ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ

Разработанное для обеспечения соответствия тре-
бованиям Фармакопеи, например, статьи <621> Фар-
макопеи США или п. 2.2.46 Европейской фармакопеи, 
тестирование пригодности системы играет важней-
шую роль в документировании производительности 
хроматографической системы на уровне аналитичес- 
кого анализа. В данной ситуации естественным разви-
тием событий будет рассмотреть, какой вклад тести-
рование пригодности системы может внести в план 
испытаний эксплуатационной квалификации.

Если результаты тестирования пригодности систе-
мы будут использоваться в рамках испытания эксп- 
луатационной квалификации хроматографа, важно, 
чтобы соблюдались следующие условия:

Параметры разработки методов и критерии при-
менимости определяются после разработки метода.
•• Валидация метода должна подтверждать при-

годность тестирования пригодности системы для 
мониторинга производительности и обеспечивать 
прослеживаемость между валидацией метода и 
использованием тестирования пригодности си-
стемы. Это должно выполняться для мониторинга 
того, что прибор соответствует своим требованиям 
пользователя во время эксплуатации.

•• Анализ параметров тестирования пригоднос- 
ти системы в соответствии с требованиями GMP 
ЕС  6.9 и 6.16 и руководства для промышленности 
FDA [10]. Сводная информация по испытаниям ме-
тодик станет частью общих критериев примени-
мости эксплуатационной квалификации.
Многие лаборатории внедрили рациональные ме-

роприятия, чтобы уменьшить объемы потенциально 
ненужной работы. Однако это должно гармонично со-
четаться с научной безопасностью, согласно требова-
ниям нормативов GMP, в частности, 21 CFR 211.160(b), 
например:
•• Исключение ввода холостой пробы: выполня-

ется для экономии времени, но является ограни-
чительным фактором при устранении неисправ-
ностей по причине отсутствия хроматограммы 
ввода подвижной фазы. Ввод холостой пробы  
позволит определить, имеет ли место эффект па-
мяти из автосамплера, а также уровень флуктуа-
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ции/шума базовой лини в отклике детектора. Это 
может быть в свою очередь соотнесено с требова-
ниями пользователя, как указывалось в этой тех-
нической документации.

•• Контрольные пробы: аналогичные соображе-
ния необходимо принять во внимание для вклю-
чения утвержденной и должным образом охарак-
теризованной контрольной пробы, особенно для 
характеризации примесей. Например, довольно 
распространенной в пострациональной лабора-
тории, применяющей хроматографические мето-
дики, является практика невключения стандарта, 
служащего в качестве компонента сравнения для 
анализа. Поскольку хроматография является сравни-
тельной аналитической методикой, это может быть  
проблематичным.
В принципе, обоснование на основе риска приме-

нялось тогда, когда оценивались и сокращались на-
дежные хроматографические методики. Проблема 
состоит в том, что использование рационально раз-
работанных испытаний тестирования пригодности 
системы означает, что вероятен более высокий риск 
провала эксплуатационной квалификации и невоз-
можность должным образом исследовать результаты, 
выходящие за рамки спецификации, или предоставить 
научное обоснование того, что выход из строя обору-
дования не повлиял на аналитические результаты (из-
за отсутствия доказательств в зависимости от того, 
что выполняется в рамках тестирования пригодности 
системы).

На рисунке 4 представлены распространенные 
пути отказа системы ВЭЖХ. При эксплуатации некото-
рые из этих неисправностей могут быть и не обнару-
жены, в зависимости от того, как используется прибор 
(например, линии излучения лампы позволяют выпол-
нить диагностическую проверку длины волны, когда 
включен детектор) и пределов, применимых к тести-
рованию пригодности системы (например, интервалы 
времени удерживания).

Необходимо проявить осторожность при исполь-
зовании проб для оценки производительности хро-
матографа, так как в последнем руководстве FDA  [12] 
предлагается отказаться от ввода проб как средства 
испытания на соответствие. Все рабочие операции не-
обходимо включать в документированные процедуры 
и оценивать полученные данные.

КОМПЛЕКСНОЕ ИСПЫТАНИЕ  
ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ  
ДЛЯ ВЭЖХ

В рамках общего подхода к эксплуатационной ква-
лификации должно присутствовать комплексное ис-
пытание, которое может продемонстрировать, что 
по-прежнему обеспечивается соответствие требова-
ниям пользователя. Рутинные аналитические проце-
дуры должны быть как можно более надежными. Од-
нако в основе надежного комплексного испытания 
лежит разработка аналитической процедуры, чувстви-

тельной к производительности оборудования (в про-
тивоположность обычной аналитической науке). Это 
подход, используемый для проверки корректности 
функционирования приборов для растворения, что 
обычно интерпретируется как эксплуатационная ква-
лификация для этих приборов. В идеале в процедуре 
должны использоваться устойчивые модельные со- 
единения, обеспечивающие простоту и стабильность 
выполнения хроматографического анализа, для ми-
нимизации аналитической изменчивости в зависи- 
мости от эталонного материала или использования. 
Выполнение процедуры зависит от производитель-
ности оборудования. Испытание выполняется при 
фактических условиях использования и в случае с обо-
рудованием для ВЭЖХ состоит из следующего:
•• Два стабильных модельных соединения: хорошо 

разделенные модельные соединения с предсказу-
емым поведением, имеющие хорошую форму пика 
при выполнении анализа в простой хроматографи-
ческой системе.

•• Один и тот же максимум оптической плотности 
в условиях испытаний, то есть они дают одинако-
вую площадь пиков при выполнении анализа в од-
ном вводе.

•• Использование надежной хроматографической 
системы с простой органической/водной подвиж-
ной фазой.

•• Аналитическая колонка: использование относи-
тельно коротких аналитических колонок для сок- 
ращения времени анализа для общего испытания 
эксплуатационной квалификации.

•• Подготовка стандартов в подвижной фазе для ми-
нимизации нестационарности при вводе.

•• Подготовка растворов эталонного вещества 
гравиметрически во избежание ошибок пипети-
рования и минимизации общих различий методики.

•• Подготовка для использования четырех кон-
центраций раствора (25, 50, 75 и 100 %), содержа-
щих два соединения для испытания воспроизво-
димости и линейности автосамплера и детектора.

•• Запуск последовательности: состоит из холос- 
той пробы, вводимой один раз в начале последова-
тельности и в конце каждого стандартного набора.

•• Ввод каждого стандарта шесть раз.
Эти общие комплексные стандарты обеспечивают 

установку пределов для следующего:
•• воспроизводимость и линейность детектора;
•• воспроизводимость автосамплера;
•• сочетание системы насосов и управления термоста-

тированием колонки.
Все параметры измеряются прибором в факти-

ческих условиях работы системы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На сегодняшний день существует множество раз-

личных интерпретаций того, что должны содержать 
квалификация аналитических приборов и эксплуата-
ционная квалификация. Версия статьи <1058> Фарма-
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копеи США 2017 года дает разъяснения в отношении 
требований к квалификации аналитических приборов, 
а также пояснения различий между фазами функци-
ональной и эксплуатационной квалификации. Одна-
ко являясь методическим документом, статья <1058> 
не может предписывать необходимые испытания в 
каждом случае, и обязанностью сотрудников лабо-
ратории остается документация соответствия квали-
фикации аналитических приборов требованиям ста-
тьи <1058>. Обычно эксплуатационная квалификация 
представляет собой область квалификации аналити-
ческих приборов, где возможна более широкая ин-
терпретация, и в технической документации даются 
пояснения по требованиям эксплуатационной квали-
фикации. Для поддержки эксплуатационной квали-
фикации и более глубокого понимания требований 
квалификации аналитических приборов в таблице 2 
приложения настоящей технической документации 
приводятся некоторые из наиболее часто задаваемых 
вопросов, связанных с требованиями квалификации 
аналитических приборов и эксплуатационной квали-
фикации. Изменения, реализованные в статье <1058> 
Фармакопеи США редакции 2017 года, и указания на 
эти изменения должны быть приняты к сведению ла-
бораториями, иначе возникнет риск несоответствия 
нормативам.
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1.  
ТАБЛИЦА ЧАСТО ЗАДАВАЕМЫХ ВОПРОСОВ  
ПО ЭКСПЛУАТАЦИОННОЙ КВАЛИФИКАЦИИ И КВАЛИФИКАЦИИ  
АНАЛИТИЧЕСКИХ ПРИБОРОВ

Вопрос Ответ

Требуется ли выполнять квалификацию 
аналитических приборов для всех аналити-
ческих приборов?

Аналитические приборы, применяемые для принятия решений о качестве в регулируемых 
средах, например испытательных фармацевтических лабораториях, должны подходить для 
целевого использования. Без возможности продемонстрировать это аналитические резуль-
таты в ходе аудита могут быть признаны недействительными или сомнительными. Выполне-
ние квалификации аналитических приборов – самый лучший способ решения этой пробле-
мы. Лаборатории должны рассматривать и определять необходимый уровень квалификации 
для решений, принятых на основе аналитических результатов, а не обосновывать отсутствие 
необходимости в квалификации аналитических приборов. Риск, связанный с предоставле-
нием любого обоснования для невыполнения задачи, состоит в том, что аудитор/регули-
рующий орган может полностью не согласиться с такой интерпретацией. В том случае, если 
требования квалификации аналитических приборов отличаются (например, между испыта-
ниями для контроля и обеспечения качества и научно-исследовательскими лабораториями), 
важно определить соответствующие уровни квалификации аналитических приборов для 
различных типов лабораторий и в дальнейшем работать с ними, а не применять универсаль-
ную интерпретацию (например, «квалификации аналитических приборов не требуется для 
выполнения аналитических задач в лаборатории «x», потому что...»)

Могу я проигнорировать статью <1058> 
Фармакопеи США, потому что моя компания 
не занимается экспортом в США?

Соответствие требованиям Фармакопеи США является обязательным для материалов, 
поставляемых в США. Поэтому, в принципе, компания, которая не занимается поставками 
в США, не обязана обеспечивать соответствие. Однако аудиты и инспекции часто связаны с 
обеспечением соответствия стандартам, а Фармакопея США является единственной крупной 
фармакопеей, включающей раздел, посвященный квалификации аналитических приборов. 
Она имеет влияние за пределами США. Статья <1058> Фармакопеи США представляет собой 
ценный норматив для квалификации аналитических приборов, отличающийся простотой 
по сравнению с другими нормативами, например, GAMP (надлежащая автоматизирован-
ная производственная практика) (например, семь страниц по сравнению с 352 страницами 
в GAMP  5). Таким образом, информация, содержащаяся в статье <1058> , имеет обширное 
влияние и должна рассматриваться в качестве сведений o наилучших подходах и нормативах

Практические рекомендации
Practical recommendations

https://hmc.usp.org/about/general-chapters
https://hmc.usp.org/about/general-chapters
https://hmc.usp.org/about/general-chapters
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Вопрос Ответ

Что требуется включить в оценку рисков 
квалификации аналитических приборов?

Выполнение оценки рисков теперь является неотъемлемой частью нормативных требо-
ваний статьи <1058> Фармакопеи США. Для обеспечения единообразия выполнения оценки 
рисков эта процедура должна быть определена и задокументирована.

Процедура должна включать три этапа:
•• Определение принадлежности прибора к группе A, B или C (в зависимости от целевого 

использования).
•• Документация соответствия всех приборов пользовательской спецификации.
•• Для приборов группы B определение следующего:

•• Необходимо проверить, используются ли встроенные расчеты.
•• Необходимо проверить, используются ли пользовательские программы.

•• Для приборов группы C определить категоризацию GAMP:
•• Группа 3, группа 4 или группа 5.

•• Проверка на соответствие области применения при испытаниях и согласно пользова-
тельской спецификации, либо обоснование применения

Существуют ли регуляторные предписа-
ния для лабораторий, не выполняющих ква-
лификацию аналитических приборов?

Да. Несмотря на то что в последние годы в лабораторных аудитах и надзорных провер-
ках решающую роль играла целостность данных, появляется все больше сведений о том, что 
аудиторы продолжают уделять существенное внимание лабораторным операциям, включая 
квалификацию аналитических приборов. В техническую документацию части 3 из этой серии 
входит таблица примеров наблюдений несоответствия нормативам из предупреждающих 
писем FDA, FDA 483s и базы данных EudraGMDP (европейский эквивалент предупреждающим 
письмам FDA). См. техническую документацию части 3 в источниках литературы

Почему необходимо составить специфика-
цию требований пользователя?

Пользовательская спецификация (URS) не была упомянута в статье <1058> версии 
2008 года. Однако необходимость документировать пользовательскую спецификацию явля-
ется фундаментальным требованием статьи <1058> редакции 2017 года, где утверждается, 
что квалификация аналитических приборов и валидация ПО не могут выполняться без раз-
работки пользовательской спецификации

Требуется ли выполнять и функциональ-
ную, и эксплуатационную квалификации для 
аналитических приборов?

Необходимо задокументировать тот факт, что квалификация аналитических приборов 
удовлетворяет требованиям статьи <1058> редакции 2017 года. Так как функциональная и 
эксплуатационная квалификации отвечают за испытания различных атрибутов производи-
тельности оборудования, то требуются обе квалификации. Детализация конкретных требова-
ний функциональной квалификации и эксплуатационной квалификации зависит от аналити-
ческой технологии/сложности прибора и взаимосвязи между способом испытания прибора 
и условиями использования

В чем состоит разница между функци- 
ональной и эксплуатационной квалификаци-
ями?

Требования функциональной и эксплуатационной квалификации представлены в статье 
<1058> Фармакопеи США, но вкратце можно сформулировать следующее:

Функциональная квалификация: проверка соответствия прибора требованиям пользо-
вателя и диапазону использования.

Эксплуатационная квалификация: демонстрация продолжительной работы прибора в 
условиях использования

Мои хроматографические методики вклю-
чают тестирование пригодности системы 
(SST). Есть ли необходимость в отдельном 
выполнении эксплуатационной квалифика-
ции?

Да. Так как тестирование пригодности системы является специфичными для методики, 
хотя оно и вносит вклад в документирование текущей производительности оборудования. 
Само по себе тестирование пригодности системы не считается полностью совместимым 
с требованиями эксплуатационной квалификации, изложенными в статье <1058> редак-
ции 2017 года. Вам необходимо задокументировать, каким образом квалификация анали-
тических приборов соответствует требованиям эксплуатационной квалификации статьи 
<1058>, и иметь возможность успешно пояснить это во время аудита. Это означает два ос-
новных требования эксплуатационной квалификации:
•• Прибор пригоден для использования при испытаниях в условиях использования.
•• Испытана и задокументирована непрерывная работа прибора

Каковы риски, связанные с использова-
нием тестирования пригодности системы в 
качестве эксплуатационной квалификации?

Сложно провести количественное определение восприятия риска. Основные риски, свя-
занные с аргументом SST = PQ, состоят в том, что аудитор может не согласиться с интерпре-
тацией или с тем, что эта интерпретация соответствует статье <1058>. Фармакопеи США. Ин-
тегрированная, хорошо проработанная квалификация аналитических приборов и процессы 
жизненного цикла повышают качество полученных аналитических результатов и обеспечи-
вают уверенное обоснование результатов (сокращая риск, связанный с аудитом)

Является ли эксплуатационная квалифика-
ция в настоящий момент нормативным тре-
бованием?

Да. Жизненный цикл четырех квалификаций аналитических приборов включает эксп- 
луатационную квалификацию как требование. Так было всегда, но поправка в статье <1058> 
Фармакопеи США редакции 2017 года привлекла к этому большее внимание нормативных 
органов и внесла ясность в роли функциональной и эксплуатационной квалификации. Одна-
ко организации в своих внутренних регламентах должны указать, каким образом процессы 
квалификации аналитических приборов удовлетворяют требованиям статьи <1058> Фарма-
копеи США, включая требования функциональной и эксплуатационной квалификации

Насколько часто следует выполнять эксп- 
луатационную квалификацию?

Пользователи несут ответственность за планы испытаний эксплуатационной квалифика-
ции. Поэтому на этот вопрос сложно дать однозначный ответ, пользователи должны сами 
определять частоту планов испытаний эксплуатационной квалификации

Продолжение приложения 1

Практические рекомендации
Practical recommendations



20 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

Вопрос Ответ

Кто несет ответственность за выполнение 
эксплуатационной квалификации?

Лаборатория несет ответственность за качество всех выполняемых квалификаций вне за-
висимости от того, кто занимается их выполнением. Пользователи должны определить планы 
испытаний эксплуатационной квалификации, но испытания могут выполняться сторонними 
группами при условии, что испытания согласованы пользователями и лица, выполняющие 
работы, имеют необходимую подготовку

Если пользователь (или поставщик услуг) 
проводит ремонтные работы, например за-
мену уплотнений насоса ВЭЖХ или УФ-лампы 
детектора, какая требуется послеремонтная 
квалификация?

В случае выполнения ремонта прибора его работа должна быть продемонстрирована 
до начала использования для выполнения анализов. Это может быть полная квалификация 
или любая квалификация системных компонентов, связанных с ремонтом (послеремонтная 
квалификация, RQ). Для поддержки RQ должна иметься согласованная процедура, которая 
документирует необходимую квалификацию после ремонта прибора перед тем, как он бу-
дет возвращен в эксплуатацию. Например, замена уплотнений насоса в лаборатории не 
повлияет на работу детектора ВЭЖХ, а замена лампы не повлияет на работу насоса. Для всех 
ремонтных работ, задокументированных в процедуре, требуется либо полная квалификация, 
либо выполнение оценки рисков документа для обоснования требуемой послеремонтной 
квалификации

Где следует проводить испытания диапа-
зона использования прибора?

Испытание рабочего диапазона используемого прибора является основным требованием 
по обеспечению соответствия для документирования пригодности к использованию, невы-
полнение которого приводит к наложению регуляторных предписаний на лаборатории. В 
рамках функциональной квалификации должна испытываться пользовательская специфи-
кация. В случае если диапазон использования не прошел испытания, существует риск на-
ложения регуляторных предписаний. В связи с этим риском в тех случаях, когда в рамках 
функциональной квалификации не выполняются испытания диапазона использования, лабо-
ратория обычно выполняет дополнительную работу сверх функциональной квалификации. 
Легче адаптировать функциональную квалификацию таким образом, чтобы включить в нее 
диапазон использования там, где это возможно

Существуют ли риски соответствия, свя-
занные с «горячей» заменой компонентов 
системы для сохранения ее функционирова-
ния?

Любые вносимые в прибор изменения должны выполняться при условии, что изменения 
задокументированы и согласованы (например, контроль изменений). Нормативы, использу-
емые лабораторией для документирования и обоснования продолжительной пригодности 
и единообразной работы прибора, имеют большое значение. Для выполнения детальной 
оценки влияния (где исследуется потенциальное влияние выхода из строя оборудования на 
аналитические результаты) необходимо иметь соответствующую информацию о выходе из 
строя оборудования. Если в процессе работы лаборатории выполняются «горячие» замены, 
то последующая процедура должна включать детальное описание выполнения оценки вли-
яния

Что необходимо, чтобы гарантировать 
соответствие квалификации аналитических 
приборов статье <1058>?

Квалификация аналитических приборов представляет собой требование для лаборато-
рий. Обеспечение соответствия необходимой квалификации аналитических приборов 
представляет собой наилучший подход для всех аналитических лабораторий вне зависи-
мости от отрасли. Необходимо:
•• понимать требования статьи <1058> и их интерпретацию;
•• выполнять анализ недостатков в соответствии со статьей <1058> редакции 2017 года и ис-

пользуемой квалификацией аналитических приборов;
•• проверять, что диапазон использования задокументирован и испытан при квалификации 

аналитических приборов;
•• ставить в приоритет выявление недостатков, в том числе определение планов испытаний 

эксплуатационной квалификации

Окончание приложения 1

Практические рекомендации
Practical recommendations
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ДИЛЕММА РАЗВИТИЯ: 
САМОСТОЯТЕЛЬНЫЙ ОТЕЧЕСТВЕННЫЙ ПУТЬ ИЛИ МЕЖДУНАРОДНАЯ КООПЕРАЦИЯ?

Пути и перспективы развития фармацевтической промышленности в России обсудили 
участники Международной конференции «INOPharma».

Мероприятия
Events

Международная конференция «IINOPharma 2020» – 
одно из немногих мероприятий, которое состоя-
лось, несмотря на эпидемиологическую ситуацию в 
мире (ВОЗ официально объявила о пандемии коро-
навируса). Мероприятие организовано компанией 
«Деловая Столица». Пленарное заседание начина-
ется с глобальной темы: «Развитие российской фар-
мацевтики: уникальный путь или международная 
кооперация?».

Формат дискуссий «вопрос-ответ» предполагал 
живое общение аудитории и спикеров. Первый за-
меститель министра промышленности и торговли 
РФ Сергей Цыб отметил, что итоговые показатели 
программы развития отрасли свидетельствуют о вы-
соком потенциале российской фармы. Действитель-
но, даже на первый взгляд цифры поражают: как отме-
тил первый заместитель главы Минпромторга России 
Сергей Цыб, «итоговые показатели программы разви-
тия отрасли свидетельствуют о высоком потенциале 
российской фармы; всего на фармплощадках страны 
производится 1260 МНН, что соответствует 2880 торго-

вым наименованиям препаратов, рост производства 
лекарств за год превысил 26 %».

Ректор СПХФУ Игорь Наркевич в своем выступ- 
лении отметил, что «фармацевтическая промышлен-
ность и медицина стали тем щитом, который сможет 
защитить интересы страны и здоровье каждого граж-
данина России». О качестве российских лекарств до-
ложили генеральный директор компании «Аван» 
Елена Терешкова и руководитель АО  «Биннофарм» 
Дмитрий Дрыкин. Вопросы подготовки кадров в 
отрасли пластической хирургии осветила в своём 
выступлении Наталья Мантурова, главный внеш-
татный специалист пластический хирург Мини-
стерства здравоохранения, заведующая кафедрой 
пластической и реконструктивной хирургии, кос-
метологии и клеточных технологий Университета 
им. Н. И. Пирогова. 

Возможности международной кооперации и 
трансфера технологий участникам конференции на 
примере работы своей компании презентовал Дмит- 
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рий Кудлай, генеральный директор компании 
«Генериум».

На актуальные вопросы о производстве фармсуб-
станций и предложения по развитию этого направле-
ния в России на Пленарном заседании ответили Алек-
сандр Семенов, президент компании «Активный 
Компонент», и Людмила Щербакова, президент груп-
пы компаний Bright Way.

Заместитель генерального директора по стра-
тегии и инвестициям «Нацимбио» (Ростех) Никита 
Крестьянинов в своём выступлении сообщил, что 
успешная стратегия по созданию инноваций в рос-
сийской биофармацевтике представляет собой сим-
биоз развития собственных компетенций и при-
влечения иностранных технологий в тех случаях, 
когда это позволяет максимально оперативно дос- 
тигать необходимых отечественному здравоохра-
нению результатов. В качестве иллюстрации эффек-
тивности такой стратегии он рассказал о том, что 
за прошлый год «Нацимбио» зарегистрировала три 
вакцины собственной разработки и приступила к 
локализации производства ещё трех профилакти- 
ческих препаратов.

Всего на конференции прошло 9 сессий, на них 
обсудили следующие актуальные темы: реализацию 
Национального проекта «Здравоохранение», сро-
ки появления в России первой ядерной аптеки, осо-
бенности отечественной и зарубежной регуляторики, 
инженерные практики в медицинской и фармацевти-
ческой сфере, реализацию проекта по персонифици-
рованной медицине, взаимодействие науки и бизнеса 
в отрасли и многое другое.

Международная консалтинговая компания Ernst & 
Young в рамках конференции «INOPharma» успешно 
провела сессию на тему: «Актуальные регуляторные 
тренды и автоматизация работы с ними в фармацевти-
ческой отрасли».

На конференции обсудили также одну из самых 
актуальных тем в публичном пространстве – врачеб-
ные ошибки. В ходе сессии были рассмотрены клю-
чевые актуальные вопросы взаимоотношений врача 
и пациента, предложена уникальная «дорожная кар-
та» по принятию спорных вопросов взаимодействия. 
Участники дискуссии рассмотрели конкретный кейс 
«история одной ошибки», допущенной из-за ха-
латности и равнодушного отношения медперсо-

нала в многопрофильной клинике г.  Санкт-Петер- 
бурга.

Генеральным партнёром конференции выступила 
компания Alium. Специальный партнёр конференции: 
Эллаб Рус. Партнёры конференции: Аван, Сан-Фар-
ма Россия, Astellas, Нацимбио, PQE CIS, БИОН, LDV,  
ПРОМОМЕД ДМ Ассоциация Инфарма, Союз Профес-
сиональных Фармацевтических Организаций (СПФО),  
Ассоциация фармацевтических производителей  
ЕАЭС. Интеллектуальным партнёром стало изда-
тельство «Альбина Паблишер».

Информационные партнёры: РБК Конференции, 
«Регионы России», «Фармацевтический вестник», 
«Столица Москва», Медиаинститут общественного 
здоровья, научно-производственный журнал «Раз-
работка и регистрация лекарственных средств»,  
Аптечный союз, «Кто есть кто в медицине», «Фарма-
ция и Медицина», «Фармацевтические технологии и 
упаковка», Yellmed.
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Резюме
Введение. Обзор посвящен влиянию изотопа водорода – дейтерия на биологическую активность фармацевтических субстанций.
Текст. Рассмотрены два аспекта влияния дейтерия на свойства активных фармацевтических ингредиентов и вспомогательных веществ. Первый 
связан с использованием дейтерированных субстанций – новых соединений или полученных замещением протия в известных протиевых 
аналогах. Кинетический изотопный эффект (КИЭ), выражающийся в снижении скорости биотрансформации в результате дейтерирования, 
позволяет прогнозировать быстрое развитие нового направления в разработке лекарственных средств. При идентичном терапевтическом 
эффекте дейтерированные аналоги обеспечивают улучшение фармакокинетических характеристик, снижение токсичности, блокировку 
эпимеризации оптически активных субстанций, изменение механизмов биотрансформации. Второй аспект влияния дейтерия отражает 
возрастание КИЭ в процессах с участием известных фармацевтических субстанций в водных растворах с соотношением дейтерий/протий 
(D/H) ниже природного. Впервые на диаграмме «доза – ответ» показана идентичность дейтерия эссенциальным микроэлементам, когда 
недостаток и избыток элемента снижает жизнеспособность организма. Улучшенные кинетические характеристики продемонстрированы 
для молекулярного и организменного уровня разной иерархической градации. В частности, они заключаются в возможности увеличения 
скорости растворения субстанций, влияния на процессы мутаротации углеводов и оптическую активность хиральных субстанций, 
возрастание накопления эссенциальных элементов в лекарственных растениях и других процессах.
Заключение. Полученные результаты позволяют прогнозировать механизмы влияния дейтерия на биохимические превращения 
фармацевтических субстанций в организме.

Ключевые слова: дейтерированные фармацевтические субстанции, вода, обедненная по дейтерию, кинетический изотопный эффект 
дейтерия. 
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Abstract
Introduction. The study discusses the hydrogen isotope 2H effect on the biological activity of pharmaceutical substances. 
Text. Two aspects of the deuterium effect on the properties of active pharmaceutical ingredients and excipients are considered. The first one 
involves the use of deuterated substances, new compounds or substituted counterparts. Replacing protium with deuterium is used to reduce the 
rate of biotransformation. The kinetic isotope effect (KIE), expressed in a decrease in the rate of biotransformation as a result of deuteration, allows 
us to predict the rapid development of new directions in the development of pharmaceuticals. With the same therapeutic effect, an improvement in 
pharmacokinetic characteristics, a decrease in toxicity, a blocking of the epimerization of optically active substances, a change in the mechanisms of 
action are observed. The second aspect of the deuterium effect is associated with an increase in KIE of known pharmaceutical substances in aqueous 
solutions with a deuterium/protium ratio (D/H) lower than in natural water. For the first time, dose-response diagrams for deuterium demonstrate 
identity with essential microelements. There is a safety zone for the certain D/H relationship, beyond which the organism's vitality decreases. Improved 
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kinetic characteristics are demonstrated for molecular level and for biological objects of various hierarchical levels. In particular, they include the 
possibility of increasing the dissolution rate of substances, the influence on the processes of mutarotation and the optical activity of chiral substances, 
the degree of accumulation of necessary elements in medicinal plants, and other processes. 
Conclusion. The results make it possible to predict the mechanisms of deuterium influence on the biochemical transformations of pharmaceutical 
substances in the body.

Keywords: deuterated drug canditates, deuterium depleted water, kinetic isotope effect of deuterium.
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ВВЕДЕНИЕ
Атом наиболее распространенного изотопа во-

дорода – протия 1Н имеет один протон и один элект- 
рон. Дейтерий D (2Н) – более тяжелый природный 
изотоп водорода с атомной массой, равной 2, и в от-
личие от протия имеет один нейтрон в ядре атома. 
Дейтерий – нерадиоактивный стабильный изотоп во-
дорода, постоянно присутствующий в природной воде 
(D/H = 150 ppm для московского региона) и в организ-
ме человека (в количествах, соизмеримых с содержа-
нием таких эссенциальных микроэлементов, как цинк, 
медь, железо) [1, 2]. «Тяжелую» воду D2O, не содержа-
щую атомов протия Н, используют в атомной энерге-
тике в качестве замедлителя нейтронов в атомных 
реакторах. 

Дейтерированные соединения находят примене-
ние в количественном анализе биологических мате-
риалов со сложной матрицей (например, кровь, моча 
или желчь) методами хромато-масс-спектрометрии  
(LC-MS/MS). Дейтерированные аналоги определяемых 
соединений играют роль внутренних стандартов. Бла-
годаря сходству физических и химических свойств ана-
лит и внутренний стандарт обладают близкими харак-
теристиками ионизации и временами удерживания. 
Некоторое различие в их молекулярных массах позво-
ляет избежать перекрывания сигналов. Такой подход 
стал широко признанным биоаналитическим инстру-
ментом, позволяющим регистрировать содержание 
активных фармацевтических ингредиентов, вспомога-
тельных веществ, продуктов их биотрансформации, а 
также метаболитов эндогенных соединений [3, 4].

Первые патенты на дейтерированные субстанции 
были выданы в США в середине прошлого века [5, 6]. 
Задачей разработок являлось получение субстанций 
с низкой скоростью биотрансформации вследствие 
большей прочности связи C–D по сравнению с C–H. 
Это позволяло снизить дозу и минимизировать побоч-
ные эффекты предполагаемых лекарств [5].

В настоящее время накоплен значительный экс-
периментальный материал по влиянию соотноше-
ния дейтерий/протий (D/H) в воде на процессы с учас- 

тием биологически активных субстанций in vitro и in 
vivo  [1, 7–12]. Так установлено, что в интервале содер-
жания дейтерия от 0,5 до 16 ммоль/л в «легкой» воде, 
(ddw – deuterium depleted water; вода, обедненная по 
дейтерию) возрастает кинетический изотопный эф-
фект (КИЭ) биологически активных соединений [7, 11, 
12]. В такой воде изменяются скорости растворения 
субстанций и мутаротации углеводов, оптические  
свойства хиральных соединений, возрастает всасы-
вание и накопление ионов эссенциальных микроэле-
ментов в лекарственных и пищевых растениях. При-
менение ddw в онкологии в качестве адъювантного 
средства сопровождается улучшением состояния па-
циентов [9, 10]. 

Как дефицит, так и избыток дейтерия в водной 
среде по сравнению с естественным содержанием 
(D/H = 130–150 ppm) оказывается пагубным для жи-
вых организмов. Это наглядно демонстрирует полу-
ченная авторами настоящего обзора трапецевидная 
экспериментальная кривая с использованием клеточ-
ного сенсора S. ambiguum [7]. Она аналогична класси-
ческой зависимости «доза/концентрация – ответ/эф-
фект» для эссенциальных микроэлементов [2]. Влияние 
соотношения [D]/[H] в водных растворах проявляется 
на различных иерархических уровнях. Обнаруженные 
кинетические эффекты растворимости субстанций, из-
менение скорости мутаротации углеводов, оптичес- 
кой активности аминокислот и аскорбиновой кисло-
ты, энергии активации лиганд-рецепторных взаимо-
действий клеточных моделей – все свидетельствует о 
том, что дейтерий следует рассматривать как один из 
эссенциальных элементов. Биохимические превраще-
ния фармацевтических субстанций в организме могут 
протекать с участием молекул воды смешанного изо-
топного состава (H–O–D) с образованием дейтериро-
ванных продуктов биотрансформации. Влияние тяже-
лого изотопа водорода на метаболические процессы в 
живых организмах как компонента активного фарма-
цевтического ингредиента или как компонента моле-
кулы растворителя – предмет будущих научных изыс- 
каний. Подобная картина накопления сведений о ме-
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ханизмах действия жизненно необходимых микроэле-
ментов разворачивается на наших глазах, беря начало 
от пионерских работ В. И. Вернадского. В связи со ска-
занным нельзя не согласиться с автором работы [13], 
который приводит пример с атомом эссенциального 
микроэлемента – фтора. В 1970-х гг. фтор был компо-
нентом лишь 2 % лекарств, тогда как в настоящее вре-
мя его можно обнаружить в 25 % зарегистрированных 
лекарственных средств. Не исключено, что аналогич-
ная «судьба» постигнет и атом дейтерия.

Цель настоящего обзора – обобщение сведений 
по влиянию соотношения дейтерий/протий в фар-
мацевтических субстанциях и в водных растворах на 
объекты разного иерархического уровня.

ДЕЙТЕРИРОВАННЫЕ ЛЕКАРСТВА

Отличие дейтерия от протия  
с позиции фармацевтической химии 

По сравнению с протиевыми субстанциями дейте-
рированные аналоги более устойчивы к окислению. 
Длина связи C–D короче на 0,005 Å по сравнению с 
С–Н. Поскольку атом D имеет в 2 раза большую массу, 
чем H, энергия активации необходимая для достиже-
ния переходного состояния при разрыве связи боль-
ше для C–D, чем для C–H. Именно поэтому скорость 
реакции с участием дейтерированного соединения 
меньше, чем для его противого аналога (kH > kD). KИЭ, 
выражающийся как отношение констант скорости ре-
акции протиевого и дейтерированного соединения 
kH/kD, обычно колеблется от 1 до 7, но может быть и вы-
ше [6]. Для дейтерий-модифицированных биоизосте-
ров характерны неизменность биологической актив-
ности и оптимизация фармакокинетики.

В синтезе меченных дейтерием соединений мо-
гут быть использованы два основных подхода. Это 
обычный многоступенчатый синтез с использованием  
дейтерированных реагентов или дейтерирование 
родительского соединения методом Н/D изотопно-
го обмена [5]. Изотопный протий-дейтериевый обмен 
(H/D) зависит от рН и природы катализатора [3, 15].

Номенклатура дейтерированных соединений 
проста. Обычно производное соединение имеет пре-
фикс дей- (deu-) и далее следует идентичное название 
соединения предшественника (например, дейтетра-
беназин). Для краткости префикс deu- заменяют на di-, 
где i – число атомов дейтерия в молекуле. 

История дейтерированных соединений 

Самые первые примеры включения дейтерия 
в биологически активные соединения упоминают-
ся в работах середины XX в. Две независимые груп-
пы исследователей сообщили о снижении скорос- 
ти биотрансформации d2-тирамина и d3-морфина 
по сравнению с родительскими протонсодержащи-
ми соединениями [16, 17]. Интервал времени между 
публикацией первых патентов на дейтерированную 
субстанцию и регистрацией лекарственных препа-

ратов на их основе составил около полувека. Таким 
примером является дейтетрабеназин (d6-тетрабена-
зин), одобренный Food and Drug Administration (FDA) 
в 2017 (таблица 1). Химически дейтетрабеназин явля-
ется изотопным изомером тетрабеназина («биоизос- 
тером»), в котором шесть атомов протия заменены на 
атомы дейтерия. Улучшение фармакокинетических 
характеристик в результате дейтерирования позво-
лило снизить дозу в два раза по сравнению с тетрабе-
назином. Таким образом, новый препарат характери-
зуется сниженным числом суточных введений, а его 
переносимость улучшена по сравнению с родительс- 
ким соединением [17]. 

Первая регистрация дейтерированного препара-
та – знаковое событие для нового направления фарма-
ции [5].

Другой дейтерированный препарат, представля-
ющий собой комбинацию d6-декстрометорфана и хи-
нидина (см. таблицу 1), получил поддержку FDA для 
ускоренного продвижения [20]. Его родоначальник  – 
комбинированный препарат Nuedexta®, состоящий из 
20  мг декстрометорфана и 10 мг хинидина, использу-
ется для лечения псевдобульбарного аффекта. Хи-
нидин замедляет метаболизм декстрометорфана до 
O-деметилированного продукта в первой стадии био-
трансформации и увеличивает период полувыведе-
ния. Оказалось, что для достижения эквивалентного 
воздействия при использовании дейтерированного 
декстрометорфана требуется значительно меньше 
токсичного хинидина. Увеличение t1/2 d6-декстроме-
торфана позволило не только снизить дозу активной 
фармацевтической субстанции, но и обеспечить защи-
ту от побочного действия хинидина. 

Известны дейтерированные биоактивные со- 
единения, не являющиеся аналогами известных ле-
карств. Среди субстанций этой группы клинических 
испытаний достигли два дейтерированных соеди-
нения – BMS-986165 и VX-984 (см. таблицу 1). Первое 
соединение является мощным селективным ингиби-
тором тирозинкиназы [21]. Для второго соединения 
были получены обнадеживающие результаты плаце-
бо-контролируемых клинических испытаний в лече-
нии псориаза  [22] и метастатического рака эндомет- 
рия [23]. 

Как правило, дейтерирование приводит к изме-
нению фармакокинетических характеристик активно-
го ингредиента: увеличению площади под фармако-
кинетической кривой при парентеральном введении 
(AUC – area under curve), максимальной концентрации 
в кровотоке (Cmax) и периода полувыведения (t1/2), в то 
время как влияние на время достижения Cmax (Tmax) 
незначительно [3, 4]. Примечательно, что дейтерий 
также может быть использован не только для пролон-
гирования высвобождения лекарств, но и для био-
деградации полимерных материалов капсулирован-
ных форм [24]. 
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Таблица 1. Преимущества дейтерированных лекарств

Table 1. Benefits of Deuterated Medicines

Дейтерированный аналог Фармакокинетические характеристики, 
механизмы биотрансформации Применение Лит  

источник

d6-тетрабеназин 

Увеличение t1/2* с 4,8 ч до 8,6 ч.
Двукратное увеличение AUC*

Разработан для снижения симптомов ор-
фанного заболевания – хореи Гентингтона 
(Huntington)

[18, 19] 

d6-декстрометорфан
+ хинидин 

Увеличение t1/2*, AUC* и Сmax*.
Ультранизкая доза хинидина по сравне-

нию с протиевым предшественником

Для лечения псевдобульбарного аффекта; 
III  фаза клинических испытаний – делирий, 
связанный с болезнью Альцгеймера; II фаза – 
депрессия и остаточная шизофрения

[20]

BMS-986165 

Ингибитор тирозинкиназы

Новая субстанция, не имеет протиевого ана-
лога.

Доклинические испытания – системная крас-
ная волчанка и воспалительные заболевания 
кишечника

[21]

VX-984 

Ингибитор ДНК-зависимой протеинки-
назы

Новая субстанция, не имеет протиевого ана-
лога.

Клинические испытания – лечение псори- 
аза; метастатического рака эндометрия

[22, 23]

d3-леводопа

Изменение скорости реакций, катализи-
руемых моноаминоксидазой (МАО) и дофа-
мин β-гидроксилазой (DBH)

Болезнь Паркинсона [25]

d3-иматиниб

Снижение N-деметилирования при ин-
кубации с микросомами печени человека

Противолейкозный цитостатический пре-
парат, таргетный цитостатик, избирательно 
воздействующий на клетки, имеющие те или 
иные характерные для опухолей генетические 
дефекты

[5] 

d4-ифосфамид

Увеличение терапевтического индекса 
за счет преобладания гидроксилирования 
над N-дехлорированием

Цитостатический противоопухолевый хи-
миотерапевтический препарат алкилирующе-
го действия

[26]
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Дейтерирование  
и биотрансформация лекарств 

Замещение протия на дейтерий используют для 
снижения скорости окислительных процессов с учас- 
тием цитохрома P450 (CYP450). Так дейтерирование 
родительской молекулы леводопы привело к изме-
нению скорости реакций, катализируемых моноами-
ноксидазой (МАО) и дофамин β-гидроксилазой (DBH). 
После декарбоксилирования d3-леводопы при учас- 
тии ароматической декарбоксилазы L-аминокислот 
(AADC) наблюдается дейтерий-зависимая биотранс-
формация d3-дофамина (рисунок 1). 

Появление дейтерия у β-углеродного атома сопро-
вождается снижением активности DBH и количества 
d2-норадреналина. При моделировании болезни Пар-
кинсона у грызунов дейтерированный препарат d3-ле-

водопа оказался более эффективным по сравнению с 
протиевым предшественником [25].

Появление дейтерия у α-углеродного атома сни-
жает активность МАО и количество образующейся 
d2-3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты. 

Таким образом, введение дейтерия в различные 
центры исходной молекулы может изменять скорости 
отдельных путей биотрансформации дейтерирован-
ных лекарств и накопления тех или иных биологичес- 
ки активных продуктов.

Снижение токсичности при дейтерировании 

Дейтерирование может быть использовано для 
снижения числа и количества нежелательных мета-
болитов («метаболическое шунтирование»). Включе-
ние дейтерия в α- и α′-положения в ифосфамиде при-

Дейтерированный аналог Фармакокинетические характеристики, 
механизмы биотрансформации Применение Лит  

источник

d1-телапревир

Включение дейтерия в хиральный центр 
приводит к снижению скорости эпимери-
зации 

Относится к классу ингибиторов протеаз 
HCV [33]

S- и R-энантиомеры 
талидомида

R-энантиомер в 5 раз более стабилен к 
эпимеризации по сравнению с протиевым 
аналогом

Иммуномодуляторы.
S(+)-дейтерированный энантиомер являет-

ся противоопухолевым препаратом, тогда как 
R(-)-дейтерированный энантиомер практичес- 
ки не оказывает влияния на рост опухоли

[34–36]

Примечание: *AUC (area under curve) – площадь под фармакокинетической кривой при парентеральном введении препарата; 
Cmax – максимальная концентрация в кровотоке; t1/2 – период полувыведения активного ингредиента из кровотока; Tmax – время дости-
жения Cmax.

Note: *AUC (area under curve) – the area under the pharmacokinetic curve with parenteral administration of the drug; Cmax – maximum 
concentration in the bloodstream; t1/2 – half-life of the active ingredient from the bloodstream; Tmax – time to reach Cmax.

Окончание таблицы 1

Рисунок 1. Биотрансформация d3-леводопы [5, 25] 
Figure 1. Biotransformation of d3-levodopa [5, 25]
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водит к усилению гидроксилирования в положении 
4′ (см. таблицу 1) и снижению токсичных продуктов 
N-дехлорирования по сравнению с недейтерирован-
ным препаратом [26]. Метаболическое шунтирование, 
выражающееся в преобладании гидроксилирования 
над N-дехлорированием с образованием нефротокси-
ческого хлорацетальдегида (Cl–CH2–CH=O), увеличи-
вает терапевтический индекс препарата.

Дейтерирование молекулы эритромицина В так-
же сопровождается снижением побочных эффектов 
моторики кишечника в результате подавления обра-
зования 6,9-енольного эфира [27]. При этом не нару-
шается антибактериальный эффект лекарства.

Интересен результат исследования трамадо-
ла, который быстро метаболизируется до О-деме-
тилированного метаболита [28]. Идентичный про-
дукт биотрансформации d9-трамадола проявляет 
5–10-кратную активность по отношению к опиоид-
ным рецепторам in vitro.

Стабилизация стереоизомеров  
при дейтерировании 

Для снижения побочного действия оптически ак-
тивных фармацевтических субстанций с 1992 года раз-
рабатываются энантиочистые препараты. Это позво-
лило регистрировать более эффективный энантиомер 
как новое ЛС [29–32]. Такой подход, известный как 
«хиральное переключение», завершился поступле-
нием в продажу чистых энантиомеров.

В то же время для ряда оптически активных суб-
станций хиральное переключение невозможно из-за 
быстрого взаимопревращения стереоизомеров in vitro 
и/или in vivo. Замена протия на дейтерий в хиральном 
центре может стабилизировать стереоизомер. 

Так, например, телапревир (см. таблицу 1), относя-
щийся к классу противовирусных препаратов класса 
ингибиторов протеаз и применяющийся для лечения 
гепатита С, подвергается в организме эпимеризации с 
образованием R-диастереоизомера [33], который при-
мерно в 30 раз менее активен в отношении протеаз  
HCV по сравнению с оптическим антиподом. Селек-
тивное дейтерирование телапревира S-конфигура- 
ции в хиральный центр рядом с α-кетоамидом приво-
дит к снижению скорости эпимеризации и увеличе-
нию терапевтического эффекта.

Тератогенный эффект талидомида (см. таблицу 1) 
относится главным образом к S(+)-энантиомеру [34–
36]. Введение только R(-)-энантиомера не предотвра-
щает проявление тератогенности из-за значительной 
и быстрой эпимеризации в физиологических усло-
виях. Было показано, что дейтерирование частично 
преодолевает этот недостаток [36].

Влияние дейтерия на кинетические эффекты био-
трансформации фармацевтических субстанций не 
ограничены приведенными примерами. Все новые и 
новые дейтерированные соединения характеризу-
ются как перспективные субстанции для возможного 
применения в качестве лекарств.

ВЛИЯНИЕ СООТНОШЕНИЯ D/H  
В ВОДЕ НА МЕХАНИЗМЫ ПРЕВРАЩЕНИЯ  
ФАРМАЦЕВТИЧЕСКИХ СУБСТАНЦИЙ

Кинетические изотопные эффекты дейтерия обна-
ружены в водных растворах фармацевтических суб-
станций с разным соотношением D/H. В связи с ис-
пользованием в атомной энергетике тяжелой воды 
D2O механизмы влияния ее на биологические объекты 
были исследованы достаточно подробно [1, 7–12, 37, 38]. 
Но поведение фармацевтических субстанций в воде, 
обедненной по дейтерию, как и влияние соотношения 
дейтерий/протий на организмы разного иерархичес- 
кого уровня, до последнего десятилетия, оставались 
практически не изученными. 

Определение понятия «легкая» вода (deuterium-
depleted water, ddw), обусловлено тем, что в результате 
ректификации увеличивается доля легкого изотопо-
лога воды 1H2

16O в сравнении со стандартными образ-
цами. В основе значимых биологических ответов ddw 
лежат различия физико-химических свойств воды, 
обедненной по тяжелым изотопом, и воды природно-
го изотопного состава.

Исследование изотопного эффекта  
на молекулярном уровне

Кинетика мутаротации углеводов и оптичес- 
кое вращение растворов аминокислот. Обнару-
жены отличия в кинетике мутаротации углеводов 
(рисунок 2). Они могут быть связаны с различиями 

Рисунок 2. Изменение скорости удельного вращения (k1) га-
лактозы с ростом температуры 

A – D-изомер; Б – L-изомер (среднее ±SD; n = 6; р < 0,05) [11]

Figure 2. The change in the specific rotation speed (k1) of galactose 
with increasing temperature 

A – D-isomer, B – L-isomer (mean ±SD; n = 6; p < 0.05) [11]
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в длине и энергии O–H и O–D связей воды, которая 
участвует в установлении равновесия между ано-
мерами углеводов через ациклическую форму. Это 
подтверждается значительно меньшей скоростью 
мутаротации обоих энантиомеров галактозы в тя-
желой воде [7]. В природной и легкой воде эти ско-
рости значительно ниже для L-формы оптического 
изомера. В тяжелой воде мутаротация L-изомера во-
обще не протекает. Влияние изотопного состава во-
ды подтверждено в ходе изучения температурной 
зависимости кинетики мутаротации D-глюкозы в ар-
рениусовских координатах. Значения энергии акти-
вации процесса мутаротации в природной высоко-
омной воде Ea = 40,8 ± 1,4 кДж/моль, тогда как в ddw 
Ea = 63,6 ± 3,5 кДж/моль, т.  е. кинетический изотоп-
ный эффект, оцененный через энергии активации, 
больше единицы и составляет 1,6 [8]. Это также свиде-
тельствует об изотопной зависимости процесса.

Для оптических изомеров валина обнаружены ста-
тистически значимые различия удельного вращения 
в водах разного изотопного состава. Прослеживает-
ся четкая зависимость оптической активности валина 
от содержания дейтерия в воде в интервале рН = 2–10. 
Обнаружен некомпенсированный положительный 
или отрицательный заряд в растворе двух оптичес- 
ких антиподов. Это объясняется формированием хи-
ральности в гигантских гетерогенных кластерах воды  
(ГГКВ) под воздействием оптически активной субстан-
ции [39, 40].

Скорость растворения фармацевтических 
субстанций. Кинетика растворения большого числа 
фармацевтических субстанций, контролируемая ме-
тодом лазерного затемнения (laser obscuraion) про-
демонстрировала возрастание КИЭ при снижении со-
отношения D/H в воде. Так, например, при снижении 
концентрации HOD от 16 до 0,5 ммоль/л скорость 
растворения субстанций возрастала для топирама-
та в 1,1 раза, лактозы в 1,3 раза, бендазола гидро- 
хлорида в 1,6 раза.

Организменный уровень 

Клеточные культуры. Константа скорости про-
цесса необратимого клеточного перехода S. ambiguum 
от активного до иммобилизованного состояния сни-
жается более чем на порядок при истощении дейте-
рия от 16 мМ до 0,5 мМ. Кривая времени жизни клеточ-
ного биосенсора проходит практически параллельно 
оси абсцисс в интервале значений D/H от 90 ppm до 
150  ppm и постепенно снижается за пределами это-
го интервала (рисунок 3). Зависимость «доза – ответ» 
для соотношения D/H идентична классическим кри-
вым для эссенциальных микроэлементов: их недоста-
ток или избыток приводит к гибели животного. В то же 
время существует зона безопасности, обеспечиваю-
щая нормальную выживаемость организма [2, 7, 42]. 

Детально исследована выживаемость однокле-
точного организма – инфузории S.  ambiguum в вод- 
ных растворах АФИ и ВВ с разным соотношением 

D/H  [7, 8]. В водах разного изотопного состава бы-
ли получены статистически достоверные различия 
значений кажущейся энергии активации obsEa ли-
ганд-индуцированной клеточной гибели в растворах 
ряда субстанций (рисунок 4).

Оказалось, что вода с пониженным содержанием  
дейтерия проявляла антидотные свойства: снижение 
содержания тяжелого изотопа водорода приводило 
к увеличению выживаемости инфузорий в среднем 
в полтора раза. Как и в предыдущих примерах, КИЭ, 
рассчитанный для многочисленных субстанций че-

Рисунок 4. Ранжирование ксенобиотиков по значениям 
obsЕа в воде с пониженным содержанием дейтерия – ddw 
(D/H = 4  ppm) и высокоомной воде природного изотопного 
состава – BD (D/H = 140 ppm): 

tж = 300 сек; T = 28 оС. 1 – Na2SO3; 2 – 3-гидрокси-6-метил-2-этил-
пиридина сукцинат (мексидол); 3 – аскорбиновая кислота; 4 – 
Na2H2Edta; 5 – 3-гидрокси-6-метил-2-этилпиридина гидрохло-
рид (эмоксипин); 6 – ZnSO4 · 7H2O; 7 – CuSO4 · 5H2O; 8 – NaCl [8]

Figure 4. The ranking of xenobiotics by obsЕа values in water with 
a low deuterium content – ddw (D/H = 4 ppm) and high-resistance 
water of natural isotopic composition – BD (D/H = 140 ppm):

tж = 300 sec; T = 28 °C. 1 – Na2SO3; 2 – 3-hydroxy-6-methyl-
2-ethylpyridine succinate (mexidol); 3 – ascorbic acid; 4 – 
Na2H2Edta; 5 – 3-hydroxy-6-methyl-2-ethylpyridine hydrochloride 
(emoxypine); 6 – ZnSO4 · 7H2O; 7 – CuSO4 · 5H2O; 8 – NaCl [8]

Рисунок 3. Зависимость продолжительности жизни 
S. ambiguum от концентрации дейтерия в воде при 28 (1), 32 (2) 
и 36 °C (3). 

A – среднее ±SD; n = 18; р < 0,01 [7]; Б – диаграмма «доза  –  
ответ» для эссенциальных элементов [2, 42]

Figure 3. Life span of S. ambiguum versus deuterium concentration 
in water at 28 (1), 32 (2) and 36 °C (3).

A – mean ±SD; n = 18; p < 0.01 [7]; B – chart «dose – response» for 
essential elements [2, 42]
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рез энергии активации клеточной гибели, превышал 
единицу. 

Было показано изменение скорости пролифера-
ции жировых стромальных клеток (ADSCs) человека in 
vitro в зависимости от концентрации дейтерия в куль-
туральной среде [43]. Наблюдались морфологические 
изменения в дейтерированной среде: клетки не дости-
гали конфлюэнтности, имели полигональную морфо-
логию с ярко выраженными стресс-фибриллами. При 
высоких содержаниях дейтерия в питательной среде 
отмечено увеличение времени удвоения популяции, 
что указывает на замедление клеточного цикла и, как 
следствие, пролиферативной способности культуры 
клеток. В дейтерированой и обедненной по дейтерию 
культуральных питательных средах отмечена острая 
и хроническая токсичность. Наименьшая интенсив-
ность миграции наблюдалась в дейтерированой пи-
тательной среде, а наиболее активная миграционная 
способность отмечена в обедненной по дейтерию сре-
де с близким к природному отношению D/H. В дейте-
рированой питательной среде наблюдается снижение 
метаболической активности на третьи сутки, а в обед-
ненной по дейтерию среде отмечено повышение жиз-
неспособности культуры ADSCs [43]. 

Растительные объекты. Для каллизии душистой 
(Callisia fragrans L.) обнаружено, что в воде, обеднен-
ной по дейтерию, перераспределение и усвоение ми-
неральных компонентов происходит быстрее – в два 
и более раза по сравнению с водой природного изо-
топного состава. Это позволило использовать калли-
зию как модельный объект насыщения микроэлемен-
тами, в частности, цинком [12].

Как известно, мох Physcomitrella Patens является 
важным фундаментальным объектом протеомики. 
При исследовании мха этого вида была обнаружена 
значительная разница в изменении пептидного сос- 
тава в водах с различным соотношением D/H. Это 
связано с изменением метаболизма организма в 
целом [44].

Человек. Содержание дейтерия в организме «ус-
ловного» человека (массой 70 кг) составляет около 1 г, 
что при ранжировании необходимых микроэлемен-
тов соответствует его позиции между медью (100 мг) 
и цинком (2 г) и на 2–3 порядка выше по сравнению с 
Co, Mn, Mo [2, 42]. Это позволяет прогнозировать его 
участие в биохимических процессах в организме. Де-
фицит и избыток этого изотопа водорода может нару-
шать гомеостаз и смещать равновесия обратимых про-
цессов в организме [37, 39, 40]. Экспериментальные 
результаты, полученные in vitro и in vivo в Венгрии, Япо-
нии, США, Китае, Румынии, России, позволяют пред-
полагать возможность использования воды, обеднен-
ной по дейтерию, в качестве адъювантного средства 
в лечении рака. Особенно значимы исследования 
Г.  Шомлая (Gabor Somlay) в Венгрии, начатые еще во 
второй половине ХХ в. [1, 7, 8]. Замена обычной воды 
(D/H = 130–150  ppm) на «легкую» (D/H = 20–120  ppm) 
сопровождается уменьшением размера опухоли, по-

степенным некрозом опухолевых клеток, увеличе-
нием средней выживаемости больных (рак простаты, 
рак молочной железы, рак легких и др.).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
На волне успешной регистрации дейтетрабена-

зина ряд других дейтерированных соединений ак-
тивно участвуют в клинических испытаниях [5, 6]. В то 
время, как использование дейтерия в разработке ле-
карств неуклонно растет, число проблематичных мо-
ментов по использованию этой биоизостерической 
замены не снижается. Среди них ошибочное мнение 
о возможной токсичности дейтерия, неопределен-
ности в отношении затрат для производства дейтери-
рованных ЛП, невыясненные механизмы увеличения 
КИЭ для отдельных субстанций, длительность в одоб- 
рении дейтерированных ЛП регуляторными органа-
ми. Одобрение FDA дейтетрабеназина увеличивает 
вероятность того, что дейтерирование получит зеле-
ный свет для доклинических и клинических исследо-
ваний субстанций.

С учетом многочисленных сведений о КИЭ фар-
мацевтических субстанций в водах с разным соотно-
шением D/H можно прогнозировать, что дейтерий 
становится медико-химическим инструментом. Не-
сомненно, в недалеком будущем прояснятся меха-
низмы влияния дейтерия в воде на биохимические 
превращения фармацевтических субстанций в ор-
ганизме. Одним из возможных вариантов такой рас-
шифровки может стать пример мутаротации угле-
водов, протекающей через ациклическую форму с 
участием молекул воды смешанного изотопного сос- 
тава (H–O–D).
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Резюме
Введение. В настоящее время в литературе широко обсуждаются перспективы использования наночастиц при создании лекарственных 
препаратов. Количество регистрационных удостоверений, выданных национальными регуляторами только за 2018 год на лекарственные 
препараты, в которых наночастицы используются в том или ином виде, составляет около сорока. Большинство из них составляют 
лекарственные препараты на основе липосом, полимеров, оксидов железа, мицелл. До сих пор не выдано ни одного регистрационного 
удостоверения на наночастицы селена. Одна из причин такого положения в данной области, с нашей точки зрения, заключается в том, что 
механизмы взаимодействия наночастиц с клетками изучены недостаточно. Отсутствие фундаментальных исследований в данной области 
является одним из основных препятствий при разработке лекарственных препаратов нового поколения на основе наночастиц.
Текст. Данный обзор посвящен анализу научной литературы по исследованию взаимодействия наночастиц селена с разными видами клеток. 
В статье рассматриваются биологические свойства селена и его роль в метаболизме клеток. Приводятся данные о цитотоксическом действии 
наночастиц селена на различные клеточные культуры. Описаны методы получения наночастиц и методы исследования взаимодействия 
наночастиц с клеточными культурами.
Заключение. Анализ литературных данных позволяет сделать выводы об актуальности исследований взаимодействия наночастиц селена 
с живыми клетками. Это необходимо для определения механизмов поглощения наночастиц селена, изучения их цитотоксического и/или 
цитостатического действия, распределения в клетках. Исследования биологического взаимодействия наночастиц селена c опухолевыми и 
нормальными клетками позволит определить наиболее информативные методы регистрации и количественной оценки их противоопухолевой 
активности, что актуально при разработке новых лекарственных средств против рака. 

Ключевые слова: селен, наночастицы селена, взаимодействие наночастиц с клетками, методы исследования наночастиц с клетками, 
получение наночастиц селена, биологические свойства наночастиц селена, цитостатическое действие наночастиц селена. 
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Abstract
Introduction. The prospects of using nanoparticles in the production of medicines are widely discussed in the literature. In 2018 alone, the quantity 
of registration certificates issued by national regulators for medicines that use nanoparticles in one form or another is around forty. Most of them are 
medicines based on liposomes, polymers, iron oxides, micelles. So far, no registration certificates have been issued for selenium nanoparticles. One of 
the reasons for this situation in this area, from our point of view, is that the mechanisms of interaction of nanoparticles with cells are not sufficiently 
studied. The lack of basic research in this area is one of the main obstacles to the development of new-generation drugs based on nanoparticles.
Text. This review is devoted to the analysis of scientific data on the interaction of selenium nanoparticles with different types of cells. The article 
discusses the biological properties of selenium and its role in cell metabolism. Data on the cytotoxic effect of selenium nanoparticles on various 
cell cultures are presented. Methods of preparation of nanoparticles and methods for studying the interaction of nanoparticles with cell cultures 
are described.
Conclusion. Analysis of the literature data allows us to draw conclusions about the relevance of research on the interaction of selenium 
nanoparticles with living cells. This is necessary to determine the mechanisms of selenium nanoparticles absorption, study their cytotoxic and 
/ or cytostatic action, and distribution in cells. Investigation of the biological interaction of selenium nanoparticles with tumor and normal cells 
will determine the most informative methods for registering and quantifying their antitumor activity, which is relevant for the development of 
new drugs to treat cancer.

Keywords: selenium, selenium nanoparticles, interaction of nanoparticles with cells, research methods for nanoparticles with cells, synthesis of 
selenium nanoparticles, biological properties of selenium nanoparticles, cytostatic effect of selenium nanoparticles.
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ВВЕДЕНИЕ 
В литературе широко обсуждаются перспективы 

использования наночастиц при создании лекарствен-
ных препаратов. Количество регистрационных удо-
стоверений, выданных национальными регуляторами 
на лекарственные препараты, в которых наночастицы 
(НЧ) используются в том или ином виде, крайне мало. 
По данным только за 2018 год порядка сорока препа-
ратов были одобрены и разрешены для использова-
ния в клинической практике [1]. Большинство из них 
составляют лекарственные препараты на основе липо-
сом, полимеров, оксидов железа, мицелл. До сих пор 
не выдано ни одного регистрационного удостовере-
ния на НЧ селена. Одна из причин такого положения 
в данной области, с нашей точки зрения, заключает-
ся в том, что механизмы взаимодействия НЧ с клетка-
ми изучены недостаточно. Отсутствие фундаменталь-
ных исследований в данной области является одним 
из основных препятствий для создания лекарственных 
препаратов на основе НЧ. В этом обзоре представле-
ны данные научных исследований по свойствам НЧ се-
лена и механизмам взаимодействия этих НЧ с разны-
ми видами клеток. Также описаны основные методы 
получения НЧ селена и методы исследования взаимо- 
действия НЧ с клетками. 

В настоящее время изучены НЧ металлов Ag, Au, 
Cu, Pt, Fe, Se, Si и Zn [2–8]. Особое место занимают 
НЧ Se. Селен является важным микроэлементом. Он 
включен в селенопротеины в виде селеноцистеина, 
представляющего наиболее важную часть активного 
центра их ферментативной активности. Многие селе-
нопротеины обладают оксидоредуктазной активнос- 
тью и, таким образом, регулируют физиологический 
окислительно-восстановительный баланс. Селен име-
ет узкую границу между терапевтической дозой и ток-
сичностью, тогда как НЧ селена обладают заметно сни-
женной токсичностью.

В работе Khurana с соавторами [9] было изуче-
но влияние НЧ селена на ряд заболеваний, таких как 
артрит, рак, диабет и нефропатия с потенциальны-
ми терапевтическими преимуществами. Изучение те-
рапевтического действия НЧ селена, по-видимому, 
обусловлено их специфическими свойствами. Они 
имеют высокую химическую активность за счет боль-
шой удельной площади поверхности, в тоже время 
НЧ могут преодолевать ограничения обычных систем 
высвобождения лекарственных средств и имеют высо-
кую проницаемость в клетки. Эти свойства НЧ исполь-

зуются для поиска новых потенциально возможных 
лекарственных препаратов на их основе, а также сис- 
тем направленной доставки биологически активных 
веществ как для диагностики, так и для терапевтичес- 
кого применения. 

Цель статьи – изучение и сравнение данных, по-
лученных в результате исследований биологических 
свойств селена и его роли в метаболизме клеток, в 
частности, цитотоксического действия наночастиц се-
лена. Рассмотрены методы получения наночастиц се-
лена и методы исследования взаимодействия нано-
частиц с клетками.

Биологические свойства селена и его роль  
в метаболизме клеток

Селен является важным микроэлементом челове-
ческого организма, он действует как кофактор в не-
которых ферментных структурах, называемых селе-
нопротеинами [10]. На сегодняшний день в клетках и 
тканях человека обнаружено около 25 видов различ-
ных селенопротеинов. Селен включен в селеноцис- 
теин в различных антиоксидантных ферментах, таких 
как глутатионпероксидаза, тиоредоксинредуктаза, се-
ленофосфатсинтетаза и селенопротеин P. Селен дейст- 
вует как окислительно-восстановительный центр всех 
этих ферментов и имеет важное значение для их био-
химической активности [11].

В антиоксидантной системе защиты организма 
наиболее чувствительным ферментом к дефициту се-
лена является глутатионпероксидаза. При дефиците 
селена (менее 0,02 мг/кг) биосинтез этого фермента не 
происходит и, как правило, отсутствует его активная 
форма, антигенный полипептид и его мРНК. Увеличе-
ние содержания селена в организме способствует син-
тезу селеноферментов до оптимального уровня (по 
разным данным, примерно 0,2 мг/кг для глутатионпе-
роксидазы и 0,1 мг/кг для селенопротеинов Р и W) [12].

Селенопротеины принимают участие в регуля-
ции и метаболизме тиреоидных гормонов (тирокси-
на) и йодтиронин дейодиназах трех типов. Йодтиро-
нин дейодиназа играет важную роль в активации и 
инактивации гормонов щитовидной железы. В услови-
ях дефицита селена именно дейодиназы приоритет-
но обеспечиваются селеном [13]. Аналогично, селен 
влияет на секрецию инсулина и функцию островков, 
которые доминируют в гомеостазе глюкозы в крови. 
Предполагается, что диабетогенное действие, наблю-
даемое у здоровых людей с высоким потреблением 

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



35РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

селена, частично опосредовано селенопротеинами. 
Однако селенопротеины могут положительно регули-
ровать метаболизм глюкозы в организме посредством 
редокс-чувствительной передачи сигналов. Преиму-
щества и риски селена для сахарного диабета являют-
ся диалектическими. Высокое потребление селена у 
здорового человека имеет тенденцию вызывать дис-
функцию секреции инсулина, тогда как для диабе-
тического пациента высокое потребление селена по-
лезно для поддержания гомеостаза глюкозы в крови 
благодаря функции, имитирующей инсулин [14].

Существует ряд заболеваний, связанных с дефи-
цитом селена. Например, форма детской эндемичес- 
кой миокардиомиопатии, болезнь Кешана. Заболева-
ние суставов и костей с множественной деформацией, 
болезнь Кашина-Бека также может быть связана с де-
фицитом селена. Болезнь Кешана, как известно, не яв-
ляется результатом окислительного стресса: болезнь 
Кашина-Бека, вероятно, имеет многофакторную этио-
логию, дефицит селена может быть ускоряющей при-
чиной или фактором [15]. 

Для профилактики дефицита селена в организме 
людей был разработан препарат Селен-Актив®, заре-
гистрированный как биологически активная добавка 
(БАД) к пище. Этот препарат рекомендуется применять 
для нормализации обмена холестерина, для улучше-
ния функционального состояния сердечно-сосудистой 
системы и повышения функциональной активности 
антиоксидантной системы организма [16].

По данным Всемирной организации здравоохра-
нения (ВОЗ) норма потребления селена составляет:  
для взрослых женщин – 55 мкг/сутки, для взрослых 
мужчин – 70 мкг/сутки [17]. По разным источникам 
верхний допустимый уровень потребления селена 
может составлять от 300 до 600 мкг/сутки [18, 19]. Ток-
сичной дозой считается 900 мкг/сутки. Таким образом, 
граница между терапевтической и токсической доза-
ми является очень узкой.

Общетоксические свойства  
наночастиц селена

Исследования отечественных и зарубежных учё-
ных по изучению острой токсичности препаратов 
на основе селена указывают на более низкую ток-
сичность наночастиц селена по сравнению с селени-
том натрия. В исследовании Е. А. Карпов с соавтора- 
ми  [20] изучали токсичность композитного препара-
та (арабиногалактан + наноселен) на мышах. В дозе 
9,12 мг Se/кг препарат НЧ селена не вызвал смерть ни 
одной мыши; в дозе 20 мг Se/кг – все мыши опытной 
группы остались живы; доза 40 мг Se/кг также не яви-
лась летальной для животных. Препаратом сравнения 
являлся селенит натрия, который вызвал 100%-ую ги-
бель мышей в дозе 9,50 мг Se/кг.

В другом исследовании [21] при внутрибрюшин-
ном введении препарата с НЧ селена мышам, LD50 со-
ставляет 32,9 ± 0,3 мг/кг. Соответствующий показатель 
для селенита натрия составил 10 мг/кг.

Исследование острой токсичности на мышах для 
НЧ селена стабилизированных различными полиме-
рами подтвердило меньшую токсичность наночас- 
тиц селена по сравнению с селенитом натрия. Полу-
ченные данные по определению LD50 (мг Se/кг) и LD100  
(мг Se/кг) показали, что для поливинилпирролидо-
на LD50 – 32,9 и LD100 – 56,4; для желатина LD50 – 23,4 и 
LD100 – 48,71; для хитозана LD50 – 29,7 и LD100 – 53,2. Ток-
сичность препарата сравнения – селенита натрия со-
ставила LD50 – 8,11; LD100 – 10,16 [22]. 

Исследователи из Китая [3] определяли острую 
токсичность НЧ селена, который был получен реак-
цией селенита натрия с глутатионом, содержащим 
бычий сывороточный альбумин (БСА). Исследова-
ния показали, что LD50 для НЧ селена (БСА) составила  
113,0 мг Se/кг, а LD50 для селенита натрия – 15,7 мг Se/кг. 
Летальная доза органического селена в форме метил- 
селеноцистеина – 27,5 мг Se/кг (вызывает 100%-ую  
гибель мышей при пероральном введении). Од-
нако НЧ селена (БСА) в дозе 36 мг Se/кг вызывает  
гибель только 10 % мышей и 70 % мышей в дозе  
150 мг Se/кг. Таким образом, острая токсичность НЧ се-
лена в несколько раз ниже селенита натрия. 

Биологические свойства наночастиц селена

Исследования биологических свойств НЧ селе-
на, проведенных разными авторами [4, 24–26], под- 
тверждают, что НЧ селена по сравнению с различны-
ми формами селена (селенит, селенометионин) обла-
дают заметно сниженной острой и субхронической 
токсичностью. Все эти соединения селена облада-
ют эквивалентной эффективностью в отношении их 
способности увеличивать активность селенофермен-
тов [4, 25]. Кроме того, НЧ селена более эффективны, 
чем селенит натрия и селенометионин, в повышении 
активности глутатион-S-трансферазы [25, 26] и одина-
ково эффективны в индукции апоптоза некоторых ти-
пов раковых клеток [27]. В дополнение к профилакти-
ке рака, НЧ селена также показывают антимикробные 
свойства [28].

НЧ селена были исследованы при различных окис-
лительных стрессах и заболеваниях, включая рак, 
диабет, воспалительные заболевания, фиброз пече-
ни и токсичность, вызванную лекарственными сред-
ствами [29–32]. НЧ селена поглощают свободные ради-
калы in vitro в зависимости от размера (5–200 нм). Bo 
Huang и соавторы провели исследование и выявили, 
что НЧ селена с размерами 5–15 нм обладают лучшей 
способностью поглощать свободные радикалы и пре-
дотвращают окисление ДНК. НЧ селена показали пре-
восходные эффекты при концентрации менее 0,5  мМ 
по сравнению с селенитом натрия, IC50 (концентрация 
полумаксимального ингибирования) которого состав-
ляет более 1,5 мМ [33]. В другом исследовании НЧ се-
лена были конъюгированы с синтезированным цикли-
ческим пептидом, которые показали улучшенную 
проницаемость в клеточной линии аденокарциномы 
яичника SK-OV-3 [34]. 
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Фармакокинетика наночастиц селена

В настоящее время в научной литературе име-
ются единичные публикации о фармакокинетике НЧ 
селена. Поглощение, распределение, метаболизм и 
выведение селена было исследовано группой иссле-
дователей из Национального института питания тех-
нического университета Дании [35]. Они определяли 
концентрацию селена в печени, почках, моче, кале, 
желудке, легких и плазме крови после введения низ-
ких и высоких доз НЧ селена размером от 10 до 80 нм 
и селенита натрия крысам. Результаты показали, что 
элементный селен присутствовал в печени, почках и 
кале животных, подвергшихся воздействию низких и 
высоких доз НЧ селена и селенита натрия. Оба пре-
парата селена были биодоступными, что продемонст- 
рировано с использованием биомаркера крови селе-
нопротеина Р, который был одинаково активен у жи-
вотных при использовании больших доз. Наконец, 
выделение селена с мочой и его появление в виде 
Se-метилселено-N-ацетилгалактозамина и триметил-
селеноний-иона показали, что НЧ селена и селенит 
натрия метаболизируются и выводятся из организма. 
Результаты исследования показали, что оба препара-
та селена были в равной степени поглощены, распре-
делены, метаболизированы и выведены из организ-
ма крыс. Более детальный механизм воздействия НЧ 
селена и селенита натрия на желудочно-кишечный 
тракт крыс ещё не изучен [35].

Цитостатическое действие  
наночастиц селена

Существует проблема использования соединений 
селена (например, селенита натрия, селеноцистеина, 
селенометионина) в терапевтическом лечении рака 
из-за его токсичности и биодоступности. В результате 
были проведены исследования немодифицированных 
и модифицированных НЧ селена, которые демонстри-
руют противоопухолевую активность против несколь-
ких линий раковых клеток в зависимости от времени и 
дозы [5, 36–39]. НЧ селена способны значительно сни-
зить токсичность элементного селена при использова-
нии их для химиотерапии.

Противораковые свойства НЧ селена широко ис-
следованы как in vitro, так и in vivo [5–8, 40]. НЧ селена 
показали ингибирование роста раковых клеток LNCaP 
простаты in vitro частично через апоптоз, опосредо-
ванный каспазой [27]. Кроме того, НЧ селена подавля-
ют транскрипционную активность рецептора андро-
гена посредством подавления экспрессии его мРНК и 
белка. Результаты in vitro дополнительно подтвержда-
ются исследованиями in vivo, в которых было обнару-
жено, что НЧ селена, вводимые перорально мышам 
BALB/c с опухолями рака молочной железы 4T1, умень-
шают объем опухоли и, следовательно, приводят к 
лучшему прогнозу (более высокому коэффициенту вы-
живаемости) мышей [41].

Изучая потенциал НЧ селена, все больше вни-
мания уделяется модифицированным НЧ селена, в 
которых конъюгация НЧ селена с функциональны-
ми лигандами усиливает их стабилизацию, клеточ-
ное поглощение и биоактивность. Было показано, 
что положительно заряженные НЧ селена усилива-
ют противораковую эффективность, избирательное 
клеточное поглощение раковыми клетками. Это было 
продемонстрировано Yu и другими авторами [5] на 
модифицированных хитозаном НЧ селена. Разработ-
ка конъюгированных НЧ селена включает различные 
соединения: аденозинтрифосфат (АТФ) [42], полиса-
хариды спирулины [43], грибные полисахариды  [44], 
полисахариды Gracilaria lemaneiformis [45], полисаха-
ридно-белковый комплекс Polyporus rhinoceros  [46], 
полисахариды Undaria pinnatifida [47], сиаловая кис-
лота [48, 64], куркумин [49], аминокислоты – валин,  
аспарагиновая кислота и лизин  [50], рутений-тиол  [51, 
52], полиэтиленгликоль [8, 53], 11-меркапто-1-ундека-
нол [30], трансферрин  [31], 6-гидрокси-2,5,7,8-тетра-
метилхроман-2-карбоновая кислота (Trolox) [54] и 
фолат [36]. Одна из основных целей конъюгации НЧ 
селена заключается в возможности направленной 
доставки лекарственных препаратов. 

В исследовании in vivo Huang [31] рассматривал се-
лективное клеточное поглощение и индукцию апоп-
тоза НЧ селена и их потенциальное использование в 
качестве системы доставки лекарственных средств, 
нацеленных на рак. НЧ селена синтезировали из селе-
нита натрия (Na2SeO3) и конъюгировали с трансферри-
ном (Tf), хитозаном (CS), и загружали доксорубицином 
(DOX) с образованием Tf-CS-DOX-SeNP (сферическая 
форма, размер – 130 нм). Клетки аденокарциномы мо-
лочной железы MCF-7 инъецировали мышам. После 
того, как опухоли увеличились до объема 50–75  мм3, 
мышам внутривенно вводили 2,5; 5,0 и 7,5 мг/кг Tf-CS-
DOX-SeNP каждые 2 дня. Результаты показали умень-
шение объема и массы опухоли без значительно-
го снижения массы тела у мышей, которым вводили  
Tf-CS-DOX-SeNP по сравнению с мышами, которым 
вводили только физиологический раствор. Это сви-
детельствует о том, что Tf-CS-DOX-SeNP ингибирова-
ли пролиферацию клеток MCF-7 в зависимости от до-
зы. Хотя предполагается, что поддержание массы тела 
указывает на минимальные побочные эффекты Tf-CS-
DOX-SeNP. Однако возможно 16 дней – это слишком ко-
роткий период времени для изучения побочных эф-
фектов НЧ селена без анализа других параметров для 
определения самочувствия мышей. Отмечены два ме-
ханизма доставки Tf-CS-DOX-SeNPs, нацеленных на ра-
ковые клетки: 1) Tf-лиганд нацелен на раковые клетки 
со сверхэкспрессией рецепторов Tf, усиливается кле-
точное поглощение DOX (как часть Tf-CS-DOX-SeNPs) 
через клатрин-опосредованный эндоцитоз и ка- 
веолин-опосредованный эндоцитоз; и 2) Tf-CS-DOX-
SeNPs индуцируют внутриклеточное образование ак-
тивных форм кислорода (АФК), активируя метаболи-
ческие пути p53 и MAPK, способствующие клеточному 
апоптозу раковых клеток.
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Cui и группа ученых исследовала противоопухо-
левое действие НЧ селена, синтезированных с исполь-
зованием экстракта боярышника [38]. Противоопухо-
левая активность НЧ была изучена с помощью серии 
анализов на клеточных культурах HepG2 (рак печени 
человека) и HL02 (нормальные клетки печени). В ре-
зультате анализ цитотоксичности показал, что раствор 
НЧ селена с экстрактом боярышника имеет значитель-
ную противоопухолевую активность против клеток 
HepG2. Исследование противоопухолевых механиз-
мов продемонстрировало, что апоптоз, вызванный НЧ 
селена с экстрактом боярышника, опосредуется через 
митохондриальный путь с активацией АФК и наруше-
нием митохондриального мембранного потенциала.

Учеными из Китая были проведены исследова-
ния на противоопухолевую активность модифициро-
ванных катехинами селеновые гидроксиапатитовые 
НЧ [39]. Анализ клеточного поглощения проводили на 
клеточной линии остеосаркомы человека MNNG/HOS.  
Для исследования безопасности разработанных НЧ 
их токсический эффект, определяли по отношению к 
стволовым клеткам (hBMSC). Анализ клеточной ток-
сичности показал, что модификация катехинов улуч-
шает противоопухолевую активность НЧ селен-гид- 
роксиапатит, индуцируя апоптоз клеточных линий 
остеосаркомы человека посредством генерации АФК, 
которые, в свою очередь, активируют путь каспазы-3, 
не оказывая значительного влияния на рост челове-
ческих нормальных стволовых клеток костного мозга. 

Исследователи из России получали конъюгаты 
НЧ селена с использованием силимарина (гепатопро-
тектор растительного происхождения). Цитотокси- 
ческие исследования проводили на клеточных ли-
ниях SPEV-2 (иммортализованные клетки почки эмб- 
риона свиньи) и Hep-2 (опухолевые клетки гепато-
целлюлярной карциномы человека). В результате по-
лученный конъюгаты НЧ селена с силимарином про-
являли ярко выраженный цитотоксический эффект 
по отношению к линии опухолевых клеток Hep-2 с 
уменьшением количества жизнеспособных клеток 
примерно в 6,5 раза по сравнению с контролем (про-
тив примерно 2,3-кратного снижения этого показателя 
в линии клеток SPEV-2) [55]. 

Получение наночастиц селена

Для получения НЧ селена используют различные 
методы: физические, химические и биологические. 
Наиболее часто используемыми физическими метода-
ми синтеза НЧ селена являются гидротермальная об-
работка, микроволновое облучение и лазерная абля-
ция. Синтез НЧ селена методом импульсной лазерной 
абляции проводится с использованием жидкой фа-
зы в деионизированной воде. В результате получает-
ся коллоидный раствор с разными размерами частиц 
сферической формы [56, 57]. Лазерная абляция имеет 
преимущества по сравнению с другими методами – от-
сутствие загрязнения химическими реагентами, деше-
вое оборудование, легкий способ получения НЧ и вы-
сокая стабильность.

Метод синтеза НЧ селена с помощью микроволн 
заключается в нагреве водного раствора соли селена 
с помощью этого излучения [58]. Время реакции, мощ-
ность облучения и тип поверхностно-активного ве-
щества оказывают существенное влияние на морфо-
логию и размер наночастиц продукта при применении 
микроволнового метода [59].

Для химического синтеза НЧ селена используются 
разные подходы. Однако наиболее распространенным 
методом синтеза является химическое восстановле-
ние и стабилизация различными химическими агента-
ми [60, 61]. Для синтеза НЧ селена химическим путем 
в качестве прекурсора используется неорганический 
селен. Модификация поверхности или использование 
различных укупорочных средств, таких как хитозан 
или карбоксиметилхитозан, может привести к увели-
чению размера частиц и увеличению стабильности [62, 
63]. В случае кислотно-индуцированного синтеза в ка-
честве индукторов могут быть использованы различ-
ные органические кислоты. Например, сиаловая кис-
лота [64]; аскорбиновая кислота [65]; фолиевая кислота 
[66]; уксусная, щавелевая, галловая кислоты  [67]; бен-
зойная кислота [68].

В последние годы биосинтез НЧ с использованием  
растительных экстрактов и микроорганизмов стал 
возможной альтернативой химическим и физическим 
методам [69]. Микроорганизмы могут применяться в 
качестве потенциальных биореакторов для получе-
ния НЧ селена различных форм и размеров. Успешно 
были синтезированы НЧ селена с помощью таких мик- 
роорганизмов, как Zooglea ramigera (размер частиц 
30–150  нм, частицы сферической формы, имеющие 
кристаллическую природу) [70], Gliocladium roseum 
(размер частиц 20–80 нм, имеют гексагональную  
кристаллическую природу) [71], Lactobacillus Acido-
philus (частицы размером 15–50 нм) [72], Bacillus cereus 
(размер наносфер 150–200 нм) [73] и др.

Растительные экстракты могут использоваться 
в качестве восстановителей и стабилизаторов. Cui и 
другие соавторы разработали метод синтеза НЧ селе-
на с помощью водного экстракта плодов боярышника. 
Полученные НЧ имели монодисперсную сферическую 
морфологию и были достаточно стабильны в водном 
растворе со средним диаметром 113 нм [38]. Листья 
Terminalia arjuna были использованы также для приго-
товления НЧ селена. Экстракт листьев работал как хо-
рошее укупорочное средство, а также как стабилизи-
рующий агент [74].

Методы исследования взаимодействия  
наночастиц селена с клетками

Трансмиссионная электронная микроскопия

Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ) 
используется для визуализации пространственных от-
ношений между НЧ и клетками. [69, 75]. В частности, 
Dongdong Sun с соавторами исследовали взаимо-
действия НЧ селена, модифицированных полипириди-
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лом рутения(II) размером 100 нм с эндотелиальными 
клетками пупочной вены человека HUVEC и клетка-
ми гепатоцеллюлярной карциномы печени человека 
HepG2 [51]. В результате было обнаружено, что НЧ се-
лена проникали в клетки путем эндоцитоза, были 
локализованы преимущественно в цитоплазме и в 
перинуклеарном пространстве клетки, взаимодейст- 
вуя с белками и вызывая изменение формы ядра.

Xiaoxiao Song и др. с помощью ТЭМ изучали кле-
точное поглощение и внутриклеточное распреде-
ление НЧ селена, модифицированных хитозаном в 
клетках HepG2 [76]. НЧ селена были локализованы во 
внутриклеточных структурах, таких как эндосомы и 
лизосомы.

В работе [39] с помощью ТЭМ проводили анализ 
клеточного поглощения гидроксиапатитовых НЧ селе-
на, модифицированных катехинами, клетками остео-
саркомы человека MNNG/HOS. Было обнаружено, что 
НЧ проникали в клетки посредством типичного про-
цесса эндоцитоза. Изображения ТЭМ иллюстрируют: 
инвагинацию клеточной мембраны, за которой сле-
дует образование эндосом; вновь созданные эндосо-
мы, загруженные НЧ; первичную лизосому в сочетании 
с эндосомой; разложение и высвобождение активных 
агентов; деградацию наночастиц во вторичной лизо-
соме; НЧ в непосредственной близости от ядра. 

Таким образом, ТЭМ позволяет визуализировать 
НЧ, связанные с электронными плотными метками в 
различных везикулярных структурах. С помощью ТЭМ, 
благодаря высокому разрешению и визуализации НЧ 
во внутриклеточной среде, можно получить инфор-
мацию о морфологических изменениях клеточных 
мембран при контакте с НЧ и поглощении НЧ клетка-
ми, о взаимодействиях НЧ с клеточными органеллами 
и их возможное повреждающее действие на них. Так-
же возможно получение информации о накоплении 
НЧ Se в клетках и их деградации с последующим вы-
ведением из клеток.

ТЭM имеет также и недостатки. Для подготов-
ки образцов, которые исследуются в условиях сверх-
высокого вакуума (УСВ), требуется их фиксация, так 
как высокая энергетическая доза электронного лу-
ча несовместима с жизнью клетки. Следовательно, 
изучение клеток в живом состоянии и исследования 
динамических событий невозможны [77]. Кроме то-
го, выбор пробоподготовки должен быть тщательно 
скорректирован с учетом стабильности полимерных 
НЧ в ответ на гидрофобные и высокореактивные хи-
мические вещества, используемые для встраивания 
и химической фиксации клеток. Электронная микро-
скопия представляет собой метод, который обычно 
не предназначен для высокопроизводительных иссле-
дований. Поэтому тщательный анализ статистических 
данных, полученных на основе изображений ТЭМ, 
может повысить достоверность интерпретации воз- 
действия НЧ на клетки. Число частиц, локализованное 
в органеллах, может подчеркнуть предполагаемые ме-
ханизмы и, таким образом, повысить значимость полу-
ченных данных [78, 79]. В качестве предварительного 

исследования взаимодействия НЧ с клетками может 
использоваться метод темнопольной микроскопия 
(ТМ) [78]. Для подтверждения результатов ТЭМ приме-
няется метод конфокальной микроскопии [51].

Конфокальная лазерная  
сканирующая микроскопия

Конфокальная лазерная сканирующая микроско-
пия (КЛСМ) включает в себя коньюгирование раз-
личных флуоресцентных меток с белком и НЧ, что 
позволяет анализировать распределение цвета или 
резонансного переноса энергии флуоресценции по 
всему клеточному компартменту. Изучение клеточно-
го поглощения, распределения и локализацию НЧ се-
лена с помощью КЛСМ описывается в работах [34, 47, 
51, 64, 76]. 

Преимущество такого подхода заключается в том, 
что он позволяет выявлять локализацию НЧ селена в 
живых клетках. Ограничением этого метода является 
то, что маркеры эндоцитоза недостаточно селективны 
по отношению к специфическим путям циркуляции и 
могут использовать различные механизмы эндоцито-
за в различных типах клеток. 

Основными достоинствами КЛСМ является су-
щественное увеличение контрастности изображения. 
Это достигается за счет применения сфокусирован-
ной подсветки в области анализа и диафрагмирова- 
ния излучения в плоскости наблюдения. Такое увели-
чение контрастности приводит к возможности разре-
шения объектов, имеющих разницу в интенсивности 
до 200:1, а также обеспечивает повышение разреше-
ния как в плоскости объекта, так и вдоль оптической 
оси. Путём смещения объекта относительно фокаль-
ной плоскости конфокальный микроскоп позволя-
ет сканировать послойно объект. Очевидное преиму- 
щество такой системы в том, что нет необходимости 
разрезать объект на слои и фиксировать их, а это всег-
да ведёт к разрушению клеток объекта и изменению 
их характеристик [80].

Jarockyte с соавторами проводили исследова-
ния при различных методах культивирования кле-
ток [81]. Авторы изучали накопление квантовых точек 
в клеточном монослое и 3D-сфероиде (сфероидаль-
ная трехмерная модель клеточной культуры). 3D-сфе- 
роиды представляют собой компактные агрегаты 
клеток с клеточно-матричным и межклеточным вза-
имодействиями. Диаметры клеточных сфероидов ва-
рьировались в диапазоне от 150–200 мкм. Несмотря 
на то, что было достигнуто лучшее разрешение и уве-
личенное проникновение света по оси z, визуализа-
ция была ограничена до 50–60 мкм, что также являет-
ся хорошим результатом. 

Tianfeng Chen с соавторами изучали изменения 
плазматической мембраны клеток меланомы человека 
A375 НЧ селена (44–92 нм), модифицированными поли-
сахаридом Undaria pinnatifida [47]. После инкубации с 
НЧ селена клетки окрашивали аннексином-V-FLUOS/PI. 
Образцы были непосредственно проанализированы с 
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помощью конфокальной микроскопии. Флуоресцент-
ные изображения показывают транслокацию фосфати-
дилсерина в клетках A375, подвергнутых воздействию 
НЧ селена в течение 24 часов.

КЛСМ чаще всего использую для визуализации 
поглощения НЧ селена клетками. Однако КЛСМ в соче-
тании с ТЭМ можно использовать и для количествен-
ного определения интернализованных НЧ в клет-
ках [79]. Rothen-Rutishauser с соавторами для изучения 
интернализации НЧ золота (≈13 Нм), покрытых поли-
мером Поли (изобутилен-АЛТ-малеиновый ангидрид) 
и меченых флуоресцентным красителем в альвеоляр-
ных опухолевых клетках A549, по отношению к различ-
ным механизмам поглощения использовали КЛСМ для 
получения стереологической информации о клетках. 
Изображения КЛСМ показывают количество частиц, 
т.  е. количество флуоресцентных пятен, соответству- 
ющих маркировке НЧ, которые, скорее всего, пред-
ставляют собой заполненные эндосомы, внутри кле- 
точной оболочки. Они применили ингибиторы для 
блокирования различных путей поглощения и срав-
нили данные о количестве НЧ золота в клетке, полу- 
ченные с помощью КЛСМ, с данными, полученными 
на основе изображений ТЭМ. Результаты показали, 
что средний флуоресцентный сигнал соответствует  
кластеру из 150 НЧ. Был определен основной путь  
поглощения, это кавеолин-опосредованный эндоци-
тоз. Основным фактором являлось то, что ≈95 % час- 
тиц локализовалось в везикулах в контроле, а также в 
обработанных ингибитором клетках [79]. 

Количественное определение  
наночастиц селена в клетках

В исследованиях по изучению различных НЧ се-
лена широко применяется метод определения ко-
личества НЧ селена в клетках с применением флуо-
ресцентного считывателя для микропланшетов или 
проточного цитофлуориметра [5, 6, 30, 31, 42, 44, 45, 48, 
50, 53, 82]. Клетки инкубируют в течение различного 
времени в планшете с НЧ селена, загруженными флуо-
ресцентным красителем кумарин-6. После чего клетки 
промывают трижды холодным натрий-фосфатным бу-
фером (PBS), чтобы удалить НЧ вне клеток и лизируют 
раствором Тритона с гидроксидом натрия. Клеточное 
поглощение выражается в процентах интенсивности 
флуоресценции кумарина-6 в тестируемых лунках по 
сравнению с флуоресценцией в лунках с положитель-
ным контролем.

Концентрацию селена в клетках определяют с по-
мощью таких аналитических методов, как масс-спект- 
рометрия (ICP-MS) или атомно-эмиссионная спектро-
скопия (ICP-AES) с индуктивно-связанной плазмой [6, 
42, 48].

Проточная цитофлуориметрия

Проточная цитофлуориметрия широко применя-
ется для исследования взаимодействия НЧ селена с 
клетками [34, 47, 83, 84]. С помощью проточной цито-

флуориметрии определяется флуоресценция НЧ се-
лена, обработанных флуоресцентным красителем 
и поглощенных клетками. Таким образом можно по-
считать процентное содержание НЧ в клетках. Обра-
ботка клеток специфичными ингибиторами позволяет 
определить тип поглощения. Использование флуорес-
центных красителей, которые способны связываться с 
определенными компонентами клеток, позволяет изу- 
чать механизм клеточной гибели: апоптоз, некроз, 
аутофагия. По состоянию клеточной культуры данным 
методом определяют воздействие НЧ на пролифера-
цию и клеточный цикл. Ранним маркером процесса 
апоптоза в клетках является трансмембранный потен-
циал митохондрий. В данном случае используются ка-
тионные красители, которые проникают через мемб- 
рану клетки и образуют агрегаты в митохондриях. 
Флуоресценцию таких красителей также определяют 
проточным цитофлуориметром.

Проточный цитофлуориметр позволяет анализи-
ровать индивидуальные клетки в суспензии. При этом 
суспензия клеток облучается одним или нескольки-
ми лазерами таким образом, что позволяет детекти-
ровать светорассеяние каждой клетки, в прямом и 
боковом направлениях. Вместе с сигналом свето-
рассеяния детектируется сигнал флуоресценции. 
Несколько флуорофоров могут быть обнаружены од-
новременно с использованием различных фильтров 
и комбинаций лазеров. Проточный цитофлуориметр 
обеспечивает измерение до нескольких десятков ты-
сяч клеток в секунду, при этом для каждой клетки, в за-
висимости от конструкции прибора, может измерять-
ся от 5 до 14 и более параметров [85].

С помощью проточной цитофлуориметрии мож-
но изучать поглощение НЧ селена клетками [86]. 
Hongyan Li с соавторами исследовали НЧ селена, ста-
билизированные полисахаридом 1,6-α-D-глюкан (раз-
мер 53,7 ± 4,0 нм). Роковые клетки шейки матки чело-
века HeLa инкубировали с НЧ селена обработанными 
флуоресцентным красителем кумарином-6 в тече-
ние разного времени (1, 2, 4, 8 и 12 ч). После инкуба-
ции клетки промывали трижды PBS и измеряли ин-
тенсивность флуоресценции НЧ селена на проточном 
цитофлуориметре.

Изучение цитотоксического действия  
наночастиц селена на клетки

Клеточные культуры являются одними из самых 
распространенных тест-систем для определения ток-
сичности различных препаратов, в том числе и на ос-
нове НЧ селена. Такие эксперименты имеют очевид-
ные преимущества. Клеточные культуры являются 
легко доступными, при этом количество используемо-
го вещества на порядок ниже. Методы определения 
токсичности НЧ на клеточных культурах основаны на 
определении жизнеспособности клеток [23]. Для оцен-
ки митохондриальной дыхательной активности клеток 
после воздействия НЧ применяется МТТ-анализ. 
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Определение цитотоксичности НЧ селена с по-
мощью МТТ-анализа можно рассмотреть на примере 
работы Haiying Luo [83]. Авторы исследовали токсич-
ность НЧ селена размером 133 нм на клеточных лини-
ях рака шейки матки человека HeLa и рака молочной 
железы человека MDA-MB-231. Клетки инкубируются 
с (4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетраз-
олиум бромидом (МТТ), который восстанавливается 
клеточными ферментами и образует водонераствори-
мый формазан. Количество формазана коррелирует с 
количеством жизнеспособных клеток. Интенсивность 
окраски раствора формазана определяется с помо-
щью спектрофотометра при длине волны 570 нм.

Недостатком такого метода является то, что нель-
зя определить абсолютную летальную концентрацию, 
поскольку какая-то часть МТТ-реагента восстанавли-
вается внеклеточными ферментами. На практике ды-
хательную активность менее 10 % условно принимают 
за LC100 [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ литературных данных позволяет сделать 

выводы об актуальности исследований взаимодейст- 
вия наночастиц селена с живыми клетками. Это необ-
ходимо для определения механизмов поглощения на-
ночастиц селена, изучения их цитотоксического и/или 
цитостатического действия, распределения в клетках. 
Исследования биологического взаимодействия нано-
частиц селена c опухолевыми и нормальными клет-
ками позволит определить наиболее информатив-
ные методы регистрации и количественной оценки их  
противоопухолевой активности, что актуально при 
разработке новых лекарственных средств против 
рака.
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Резюме
Введение. Наиболее распространённым способом поддержания вязкоэластических свойств синовиальной жидкости является 
внутрисуставное введение растворов гиалуроновой кислоты. Такие формы имеют ряд особенностей, обусловленных способом введения, 
особенностями субстанции, а также их состава, технологии и упаковки. Целью работы являлся анализ особенностей растворов гиалуроновой 
кислоты для внутрисуставного введения, а также рассмотрение современных подходов к их фармацевтической разработке. 
Текст. В настоящее время в России большая часть таких форм зарегистрирована в качестве медицинских изделий. Каждый препарат 
имеет свои характеристики, в том числе: источник получения субстанции, основная молекулярная масса и диапазон молекулярных масс 
гиалуроновой кислоты, структура молекулы (линейная или поперечносшитая), способ её химической модификации, концентрация, объём 
раствора, режим дозирования и др. В качестве вспомогательных веществ чаще всего используют натрия хлорид, воду для инъекций и 
фосфатный буферный раствор для поддержания значений рН близких к синовиальной жидкости. Некоторые протезы содержат маннитол 
в качестве антиоксиданта. Известны комбинации гиалуроновой кислоты с активными субстанциями, обладающими хондропротекторным 
действием – хондроитина сульфатом, натрия сукцинатом. Основным видом первичной упаковки являются стеклянные преднаполненные 
шприцы. Выбор способов стерилизации определяется химической структурой гиалуроновой кислоты, для большинства протезов используют 
асептическое производство. 
Заключение. В настоящее время успешно применяются исследовательские решения по созданию термостабильных и устойчивых к действию 
ферментов композиций с гиалуроновой кислотой для внутрисуставного введения. Современные разработки направлены на создание 
полимерных комплексов гиалуроновой кислоты с веществами, улучшающими смазывающую способность растворов, разработку наносистем 
(липосом, наночастиц, наномицелл и др.) с хондропротекторами, а также создание инертных биосовместимых протезов с вязкоупругими 
свойствами. Создание форм гиалуроновой кислоты и альтернативных препаратов, способных поддерживать реологические свойства 
синовиальной жидкости, в настоящее время является перспективным направлением исследований.

Ключевые слова: протез синовиальной жидкости, раствор для внутрисуставного введения, медицинское изделие, остеоартроз, 
гиалуроновая кислота, технология, состав, разработка. 
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Вклад авторов. Ю. Ю. Загорулько осуществлял поиск и анализ данных литературы о функциях гиалуроновой кислоты в составе синовиальной 
жидкости, структуре и свойствах молекулы, а также способах её химической модификации. Проводил систематизацию данных о медицинских 
изделиях и лекарственных препаратах гиалуроновой кислоты для внутрисуставного введения. Е. Ю. Загорулько занималась определением 
особенностей состава, технологии и упаковки растворов гиалуроновой кислоты для внутрисуставного введения, а также проводила анализ 
современных трендов в их разработке.
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Abstract
Introduction. The most common way to maintain the viscoelastic properties of synovial fluid is intra-articular administration of hyaluronic acid 
solutions. Such forms have several features due to the method of administration, the characteristics of the substance, as well as their composition, 
technology, and packaging. The aim of the work to analyze the features of hyaluronic acid solutions for intra-articular administration, as well as to 
consider resent trends to their pharmaceutical development. 
Text. Currently, in Russia, most of these forms are registered as medical devices. Each drug has its characteristics, including the source of the substance, 
the main molecular weight and the molecular weight range of hyaluronic acid, the structure of the molecule (linear or cross-linked), the method 
of its chemical modification, concentration, solution volume, dosage, etc. As excipients most often use sodium chloride, water for injection, and 
phosphate-buffered saline to maintain pH values close to the synovial fluid. Some prostheses contain mannitol as an antioxidant. Combinations of 
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hyaluronic acid with active chondroprotective substances (chondroitin sulfate, sodium succinate) are known. The main type of primary packaging 
is glass prefilled syringes. The choice of sterilization methods is determined by the chemical structure of hyaluronic acid, aseptic production is used 
for most prostheses. 
Conclusion. Currently, research solutions to create thermostable and enzyme-resistant compositions with hyaluronic acid for intra-articular 
administration are being successfully applied. Modern developments are aimed at creating polymer complexes of hyaluronic acid with substances 
that improve the lubricity of solutions, the development of nanosystems (liposomes, nanoparticles, nano micelles, etc.) with chondroprotective, as 
well as the creation of inert biocompatible prostheses with viscoelastic properties. The creation of forms of hyaluronic acid and alternative drugs 
that can support the rheological properties of synovial fluid is currently a promising area of research.

Keywords: synovial fluid prosthesis, solution for intra-articular injection, medical device, osteoarthrosis, hyaluronic acid, technology, composition, 
development.
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ВВЕДЕНИЕ
В современной травматологии и ортопедии выде-

ляют ряд состояний – дегенеративных, травматичес- 
ких, воспалительных, при которых происходит изме-
нение состава, количества, а также вязкоэластических, 
трофических, метаболических свойств синовиальной 
жидкости, что приводит к воспалительным изменени-
ям в суставах (синовит) [1–4]. 

При этом увеличивается трение между суставны-
ми поверхностями, что сопровождается патологичес- 
кими изменениями в хрящевой ткани и болевыми ощу-
щениями. В комплексе лечения этих состояний одним 
из этапов является использование протезов синови-
альной жидкости, которые представляют собой раст- 
воры для внутрисуставного введения, чаще всего со-
держащие гиалуроновую кислоту (ГК). Это позволяет 
уменьшить трение, а также улучшить амортизацион-
ные, вязкоэластические свойства синовиальной жид-
кости (viscosupplementation) [6–7]. В случае начальных 
проявлений заболеваний (хондромаляция, остеоарт- 
роз) введение ГК может способствовать замедлению 
развития деструктивных процессов в хрящевой тка-
ни [3, 8].

Роль высокомолекулярной ГК в составе синови-
альной жидкости сложна и включает как поддержание 
её реологических свойств, так и ряд биологических 
функций: противовоспалительное действие (подав- 
ление экспрессии провоспалительных цитокинов –  
интерлейкинов 1, 6, 8, простагландина Е2, фактора 
некроза опухоли альфа и др.), анальгезирующий эф-
фект (уменьшение ноцицептивных реакций, уровня 
брадикинина и др.), хондропротекторное действие 
(угнетение апоптоза хондроцитов и стимуляция их 
пролиферации), стимуляция синтеза протеогликана и 
глюкозамина и др. [7, 9–13].

Поэтому внутрисуставно введённая ГК помимо ме-
ханического поддержания вязкоэластических свойств 
синовиальной жидкости, защиты суставных поверх-
ностей от трения и купирования боли, может оказы-
вать влияние и на метаболизм хрящевой ткани. При 

этом выраженность и длительность основного и со-
путствующих эффектов во многом зависят от свойств 
конкретного препарата и особенностей ГК, входящей 
в его состав. 

Сравнению клинической эффективности и без-
опасности внутрисуставного введения различных 
препаратов ГК посвящено большое число исследо-
ваний  [3, 5–7]. В то же время представляет интерес 
рассмотрение особенностей данных препаратов с точ-
ки зрения их разработки. Среди них можно выделить: 
обусловленные способом введения (особая техника 
введения, особенности шприцов и игл); особенностя-
ми субстанции (источник получения, молекулярная 
масса, структура молекулы ГК и др.); особенности сос- 
тава, технологии и упаковки конкретного препарата; 
особенности регистрации (лекарственный препарат 
или медицинское изделие).

В настоящее время известны разработки, направ-
ленные на преодоление недостатков существующих 
растворов ГК – как успешно используемые, так и нахо-
дящиеся на стадии исследований [12, 14–18].

Целью работы является анализ особенностей 
растворов ГК для внутрисуставного введения, а также 
рассмотрение современных подходов к их фармацев-
тической разработке.

ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

Гиалуроновая кислота  
в составе синовиальной жидкости

ГК представляет собой глюкозаминогликан, состо-
ящий из эквимолярных количеств N-ацетил-D-глюко-
замина и D-глюкуроновой кислоты, связанных β-1,3- 
и β-1,4-гликозидными связями. Линейные молекулы 
ГК в растворе свёрнуты в левозакрученные спира-
ли, которые в синовиальной жидкости за счёт меж- и 
внутримолекулярного взаимодействия формируют 
пространственную сетку. Такая структура с большим 
количеством полярных амидных и карбоксильных 
групп задерживает и связывает воду вследствие фор-
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мирования гидратной оболочки, что препятствует 
адсорбции на поверхности хрящевой ткани белков и 
клеток [6, 9, 12, 13, 19, 20].

Синовиальная жидкость человека в норме в 1 мл 
содержит от 1 до 4 мг ГК со средним значением мо-
лекулярной массы около 3 млн Да. Более 90 % мо-
лекул имеют массу в диапазоне 2,5–7 млн Да [1, 2, 4,  
13, 21]. 

Известны отличия в биологических функциях ГК 
разных молекулярных масс. Так, комплекс эффектов, 
оказывающих в сумме хондропротекторное действие, 
реализует главным образом ГК с массой более 500 тыс. 
Да [9–11].

Низкомолекулярная ГК (менее 100 тыс. Да) акти-
вирует миграцию клеток, а также ускоряет их проли-
ферацию. В синовиальной жидкости здорового че-
ловека её содержание невелико (3–7 %), однако ряд 
патологических состояний (остеоартроз) сопровожда-
ется уменьшением количества и молекулярной массы 
ГК. Накопление олигомеров ГК может индуцировать 
воспалительный процесс и ускорить деструкцию хря-
щевой ткани [2, 4, 22]. 

Известно, что ГК с молекулярной массой 0,5–4 млн 
Да, присутствующая в экстрацеллюлярном матрик-
се, способна усиливать синтез эндогенной ГК синови-
альными фибробрастами [11]. Это обусловлено разме-
рами специфических мест связывания на мембранах 
клеток и возможностью взаимодействия с ними гид- 
рофобных участков молекул ГК.

Одна часть высокомолекулярной ГК адсорбирова-
на на поверхности хрящевой ткани, а другая находится 
в свободном состоянии в виде трёхмерной сетки, вы-
полняющей роль «гидрофильного сита». Адсорбиро-
ванная ГК выполняет роль смазки при значительных 
усилиях сдвига, препятствуя соприкосновению сустав-
ных поверхностей при движении с нагрузкой. Свобод-
ная ГК выполняет смазывающую функцию в состоянии 
покоя за счет увеличения вязкости синовиальной жид-
кости [5, 9, 13, 23].

Улучшению смазывающих свойств способствуют 
гидрофобные взаимодействия ГК с лубрицином – му-
циноподобным гликопротеином синовиальной жид-
кости. Их синергизм значительно усиливает скользя-
щие и антиадгезионные свойства поверхности [19, 24]. 

Катаболизм ГК связан с работой ферментов из 
классов гиалуронидаз, глюкуронидаз и некоторых 
других. Известно, что в организме человека за сутки 
подвергается деполимеризации и вновь образуется 
около 30 % ГК [25].

Источники получения  
и химическая модификация молекул  
гиалуроновой кислоты

Молекулы ГК, как несульфатированного гетеропо-
лисахарида, не способны к изомерии, и их линейная 
структура у живых организмов одинакова. В промыш-
ленных масштабах её выделяют из сырья животного 

происхождения, а также получают методом микробно-
го синтеза [6, 13, 20].

В настоящее время основным сырьём животно-
го происхождения для выделения ГК являются греб-
ни кур. Для субстанции, полученной таким способом, 
существует опасность наличия следовых количеств 
белка, которые могут индуцировать аллергические 
реакции. Так, производитель эндопротеза Синвиск® 
(Synvisc®, Genzyme Corporation, США) предупреждает, 
что изделие «может содержать небольшое количество 
куриного белка» и противопоказано пациентам с ги-
перчувствительностью [26]. В препарате Гиалган® Фи-
дия используют высокоочищенную ГК из сырья живот-
ного происхождения [27].

Большинство известных форм для внутрисустав-
ного введения содержат ГК, полученную методом 
микробного синтеза (продуценты – бактерии родов 
Streptococcus и Pasteurella). Данный способ позволяет 
получать субстанцию без белковых примесей, одна-
ко существует риск её загрязнения бактериальными 
эндотоксинами [13, 20].

Линейная структура высокомолекулярной ГК 
чувствительна к внешним условиям: её деполимери-
зацию могут вызывать нагревание, интенсивное ме-
ханическое перемешивание, воздействие гамма-облу-
чения, изменение pH среды, наличие в ней свободных 
радикалов и др. Классические способы выделения и 
очистки субстанции включают нагревание, гомоге-
низацию, изменение кислотности среды и обработ-
ку органическими растворителями, в результате чего 
содержащиеся в сырье молекулы массой 9–10 млн Да 
деполимеризуются до 0,5–2 млн Да [6, 9, 13, 20].

Известны следующие способы получения высоко-
молекулярной ГК: выбор более мягких условий очист-
ки для сохранения нативной массы молекул, выделе-
ние олигомеров и синтез ГК на их основе; создание 
химически модифицированных соединений с задан-
ной молекулярной массой.

При введении в сустав линейные молекулы ГК 
включаются в метаболизм, что приводит к их посте-
пенной деполимеризации. Получение устойчивых к 
действию ферментов молекул ГК проводится путём 
создания поперечных сшивок между ними [13]. Это 
позволяет увеличить длительность эффекта при внут- 
рисуставном введении [до 12 месяцев – Синокром® 
форте (Synocrom® forte, Croma-Pharma GmbH, Австрия) 
и др.], а также уменьшить число инъекций [в ряде слу-
чаев, до однократного введения – Гируан® I (Hyruan 
One®, LG Life Sciences, Республика Корея), Фермат- 
рон® С (Fermathron® S, Hyaltech Ltd. Великобритания) и 
др.] [28–30]. В случае форм для внутрисуставного вве-
дения в качестве сшивающих агентов используют фор-
мальдегид и дивинилсульфон (двухступенчатая сшив-
ка – Синвиск®), дивинилсульфон (Синокром® форте), 
1,4-(ди-2’,3’-эпоксипропилокси)бутан (BDDE) – Гируан® I 
и др. [13, 26, 28, 30].

Следует учитывать степень очистки субстанции от 
реагентов и их биосовместимость. Так, примесь фор-
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мальдегида и продукты деполимеризации формаль-
дегидных сшивок ГК могут оказывать повреждающее 
действие на хрящевую ткань. Соединение BDDE явля-
ется нетоксичным и биосовместимым, однако в недав-
нем исследовании установлено наличие неописанной 
ранее низкомолекулярной примеси, обнаруженной в 
геле поперечносшитой BDDE ГК после его стерилиза-
ции автоклавированием [31]. Поэтому поиск безопас-
ных и нетоксичных сшивающих агентов для ГК оста-
ётся актуальной задачей. Одним из перспективных 
направлений является создание условий для само- 
сшивки гиалуроновой кислоты без применения хими-
ческих агентов, которое реализовано в протезе Ри-
парт® Лонг (ООО «Ингал», Россия) [32].

Таким образом, свойства и длительность действия 
растворов ГК, наличие побочных эффектов в значи-
тельной степени зависят от её химической структуры, 
источника получения и способов очистки. 

Формы гиалуроновой кислоты  
для внутрисуставного введения 

В настоящее время в России зарегистрированы 
один лекарственный препарат ГК (Гиалган® Фидия, 
МНН – гиалуровая кислота, Fidia Pharmaceutici S.p.A., 
Италия) и более 30 медицинских изделий [27, 32] (ри-
сунок 1).

Общая характеристика. Медицинские изделия 
имеют следующие наименования «эндопротез (протез, 
имплантат) синовиальной жидкости», «имплантат вяз-
коупругий стерильный для внутрисуставных инъек-
ций» и др. Каждая форма имеет свои характеристики, 
в том числе: источник получения субстанции, основ-
ная молекулярная масса ГК (от 0,5 до 100 млн Да) и  
диапазон молекулярных масс, структура молекулы 
(линейная или поперечносшитая), способ её химичес- 
кой модификации, концентрация ГК (от 0,8 до 2,3 %), 
объём одной дозы раствора (от 1,0 до 6,0 мл) и др. [6, 
26–30, 32–36]. Как следствие, препараты различаются 
реологическими свойствами, длительностью и выра-
женностью эффекта, а также имеют особенности в по-
казаниях к применению и режиме дозирования.

Так, формы с низкомолекулярной ГК (Гиалган® 
Фидия), которая элиминируется из сустава в тече-
ние нескольких дней после введения, предназначе-
ны в основном для купирования боли в острых слу- 
чаях остеоартроза [27]. Однократное введение про-
теза Дьюралан® (Durolane®, Bioventus LLC, США) пока-
зано для длительного поддержания вязкости сино-
виальной жидкости в глубоких случаях деструкции 
хрящевой ткани. 

Молекулярная масса поперечносшитой ГК в сос- 
таве большинства протезов (кроме линейки Синок- 
ром®  – Synocrom®, Croma-Pharma GmbH, Австрия) 
превышает значения, характерные для эндогенной ГК, 
что ограничивает их назначение поддержанием вяз-
кости, без выполнения метаболических функций [30].

Вязкость растворов ГК зависит от её молекуляр-
ной массы, химической модификации и концентра-

ции раствора. Многие модифицированные молекулы 
имеют большую вязкость растворов, чем их линейные 
аналоги (Синокром® форте). Как правило, протезы, со-
держащие молекулы с массой от 3 млн Да или с высо-
ким содержанием ГК имеют гелеобразную консистен-
цию [32, 37].

Особенности состава. Большинство растворов 
ГК для внутрисуставного введения имеют схожий сос- 
тав и в качестве вспомогательных веществ содержат 
натрия хлорид, воду для инъекций и буферный раст- 
вор (чаще всего фосфатный, состоящий из гидро- и ди-
гидрофосфатов натрия) для поддержания значений 
рН, близких к синовиальной жидкости (7,3–7,6) [26–30, 
32–36].

Некоторые протезы (Ostenil® Plus, TRB Chemedica 
AG, Германия; Hyapro®, ООО «ИНФАРМ», Россия) содер-
жат в качестве стабилизатора и антиоксиданта ман-
нитол. Внутрисуставное введение сопровождается 
появлением в синовиальной жидкости обломков кле-
точных структур и образованием свободных радика-
лов – так называемый «окислительный стресс» [34, 38, 
39, 40]. Маннитол эффективно связывает свободные 
радикалы, защищая молекулы ГК от деполимеризации. 
Его введение не изменяет реологические свойства 
растворов ГК [39]. 

Сочетание с другими активными компонентами. 
Известны растворы ГК для внутрисуставного введе-
ния, содержащие и другие компоненты с хондропро-
текторным действием. В состав протеза Гиалуром® 
Хондро (Hialurom® Hondro, S.C. Rompharm Company 
S.R.L., Румыния) включен 3,0 % раствор хондроитина 
сульфата [32]. Гилуаль-АРТРО (Hyalual®-ARTRO, Укра-
ина, ООО «Юрия-Фарм») дополнительно содержит 
сукцинат натрия, который оказывает анаболическое 
действие, стимулируя образование компонентов си-
новиальной жидкости, а также нормализует внутри-
клеточный метаболизм хрящевой ткани [41].

Особенности технологии. Для большинства раст- 
воров, содержащих линейные молекулы ГК исполь-
зуют асептическое производство и наполнение (Фер-
матрон®, Ферматрон® Плюс, Эуфлекса®, Вископлюс® 
и др.)  [29, 32]. Для исключения попадания воздуха в 
шприц в некоторых случаях применяют индивиду-
альное наполнение под вакуумом (линейка Рипарт® и 
др.).

Метод двойной микрофильтрации применяется в 
технологии линейки протезов Гиапро® [40]. Одним из 
его недостатков является трудность фильтрации вяз-
ких растворов, а также задерживание молекул, разме-
ры которых превышают размер пор [43].

Для защиты молекул ГК от деполимеризации 
при термической стерилизации используют добав-
ление специальных агентов, химическую модифика-
цию молекул или выбор особых параметров техноло-
гического процесса [9, 13, 42, 43]. В исследовании [42] 
установлено, что растворы ГК (2 млн Да), сшитой диви-
нилсульфоном, не изменяют своих свойств только сте-
рилизации в режиме 118 °С в течение 5 мин.
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Стерилизация влажным паром в подобранных ус-
ловиях применяется для протезов, содержащих попе-
речносшитые молекулы ГК (линейка Синокром®, про-
тез Ферматрон® С, Рипарт® Лонг) [29, 30], а также для 
некоторых растворов линейных молекул – протезы Ре-
нехаВис™ (RenehaVis™, MDT Int’l SA, Швейцария), Осте-
нил®, Рипарт® [34, 35]. 

Известно, что маннитол способствует защите мо-
лекул ГК от деполимеризации при термическом воз-
действии. Содержащий его протез Остенил® Плюс сте-
рилизуют автоклавированием [34, 38, 39].

Введение веществ, защищающих ГК от деполиме-
ризации при воздействии гамма-облучения (борной 
кислоты, пиррогаллола, аскорбата натрия и др.) в на-
стоящее время не нашло своего применения в техно-
логии растворов для внутрисуставного введения [9].

В работе [43] предложена стерилизация субстан-
ции ГК (1,6–2,0 млн Да) оксидом этилена (12 часов при 
комнатной температуре). Такая обработка незначи-
тельно влияла на реологические свойства полученно-
го из неё раствора.

Поскольку техника внутрисуставных, как и любых 
парентеральных инъекций, требует соблюдения пра-
вил асептики, многие производители дополнительно 
стерилизуют и вторичную упаковку (протез GO-ON®, 
линейка Остенил®) для обеспечения стерильности 
внешней поверхности шприца. Стерилизация вторич-
ной упаковки оксидом этилена применяется для про-
теза ВискоПлюс® (ViscoPlus®, Bohus BioTech AB, Швеция) 
линейки протезов Ферматрон® [29, 36].

Особенности упаковки. Основным видом первич-
ной упаковки растворов ГК для внутрисуставного вве-
дения являются преднаполненные шприцы. Рассчи-
танные на однократное применение, они, как правило, 
не имеют градуировки. Наиболее распространённым 
материалом является стекло (боросиликатное стекло 
I гидролитического класса) [27, 32], но известна и по-
лимерная упаковки (шприц-тюбик для протеза Виско-
сил® – Viskoseal®, TRB Chemedica AG, Германия). Многие 
производители дополняют комплект иглами инъекци-
онными размеров от 18 до 23G [32].

Преднаполненные шприцы помещают в контур-
ную ячейковую упаковку, сконструированную та-
ким образом, чтобы предотвратить давление на шток 
шприца при транспортировке и хранении (Durolane®, 
ГиулальАРТРО®, Вископлюс®, линейки Ферматрон®, 
Синвиск® Синокром®, GO-ON®, линейка Гируан® и др.), 
которую затем упаковывают в пачки картонные [26, 
30–33]. 

Часто первичная и вторичная упаковки характери-
зуется особенностями конкретных производителей. 
Так, для протеза РенехаВис™ используют двухкамер-
ный стеклянный шприц. В одном его шприце содер-
жится по 0,7 мл растворов 2,2 % низкомолекулярной 
(1 млн Да) и 1,0 % высокомолекулярной ГК. Линейные 
молекулы с большой массой служат для поддержания 

вязкости, а с малой – для выполнения физиологичес- 
ких функций ГК [35]. 

В упаковку протеза Гируан® I включена тонко-
стенная игла 21G TW, увеличенный просвет кото-
рой способствует более быстрому введению раство-
ра, а тонкие стенки – снижению болезненности при 
инъекции [28].

В линейках многих производителей есть протезы с 
уменьшенным объёмом (1,0 мл), предназначенные для 
малых суставов (Дьюралан® Эс Джей, Остенил® Мини, 
Синокром® мини, Рипарт® и др.) [30, 33, 34].

Направления разработки форм  
гиалуроновой кислоты  
для внутрисуставного введения 

Вязкость синовиальной жидкости как неньюто-
новской системы с псевдопластическим типом тече-
ния зависит от напряжения сдвига. Тем же свойством 
обладают и растворы ГК. При движении суставных по-
верхностей напряжение сдвига таково, что вязкость 
синовиальной жидкости уменьшается до значений, 
близких к чистому растворителю (воде). Защита по-
верхностей от соприкосновения на этом этапе про-
исходит за счёт ГК, адсорбированной на поверхности 
хрящевой ткани. После снятия нагрузки вязкость си-
новиальной жидкости восстанавливается до исходных 
значений (около 5 Па · с) [21, 37, 44, 45].

Такой механизм обеспечивает свободу движения 
сустава в норме. При патологических изменениях по-
верхности хрящевой ткани требуется дополнительная 
защита и облегчение скольжения. Одним из способов 
его обеспечения может быть внутрисуставное введе-
ние жидкостей, обладающих улучшенными скользя-
щими свойствами и меньшим коэффициентом трения 
по сравнению с растворами ГК [12, 15]. 

Известны следующие направления совершенство-
вания составов:

1. Введение вспомогательных веществ, модифи-
цирующих реологические свойства растворов ГК. 
Здесь можно выделить создание композиций с ве-
ществами природного и синтетического происхож-
дения, проявляющими химический синергизм с ГК 
(гидрофобное или электростатическое взаимодейст- 
вия). Введение лубрицина, оксида графена, фосфо-
липидов, коллагена, полисахарида семян тамаринда 
приводило к уменьшению коэффициента трения раст- 
воров ГК по сравнению с синовиальной жидкос- 
тью [46–48]. В последнем случае состав обладал так-
же и термостабильностью [48].

Известна разработка состава, образующего гель 
после введения в сустав (in situ гель). Композиция 
включала ГК (0,75–1,0 млн Да), диклофенак калия как 
противовоспалительное средство и полоксамер 407 
как модификатор вязкости, образующий гель при по-
вышении температуры до 37 °C [49]. 
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2. Создание полимерных комплексов ГК. Представ-
ляет интерес синтез амидированных производных ГК, 
растворы которых обладают улучшенными скользя-
щими свойствами [14], а также конъюгация ГК с произ-
водными фосфатидилхолина [12, 50]. В работе [12] по-
лимерное соединение являлось биосовместимым, а 
коэффициент трения в его растворах был значитель-
но ниже таковых для растворов высоко- и низкомоле-
кулярной ГК. Уменьшение трения происходило за счет 
гидратации заряженных групп фосфатидилхолина.

3. Разработка наносистем ГК и её производных. В 
исследовании [51] были созданы наночастицы на ос-
нове сополимера молочной и гликолевой кислот 
(PLGA), содержащие ГК. Использование PLGA как носи-
теля позволило контролировать высвобождение ГК, 
а возможность введения в состав других ионных со-
единений – создавать системы, высвобождение ГК из 
которых будет дополнительно регулироваться значе-
ниями рН.

Можно выделить также разработку комбиниро-
ванного средства для лечения ревматоидного артри-
та, содержащего соединение ГК с куркумином в ви-
де наномицелл, внутрисуставное введение которых 
обеспечивало противовоспалительное действие и 
улучшение скольжения суставных поверхностей за 
счет их гидрофильной оболочки [15]. 

Поддержание вязкоэластических свойств  
синовиальной жидкости:  
перспективы создания протезов  
для внутрисуставного введения

Несмотря на то, что внутрисуставное введение ГК 
является клинически одобренным, в настоящее время 
продолжаются поиски альтернативных составов для 
поддержки вязкоэластических свойств синовиальной 
жидкости. Одной из причин этого является возмож-
ность накопления (в случае нарушения метаболизма 
в хрящевой ткани) продуктов биодеградации экзо-
генной ГК, что может индуцировать воспалительный 
процесс [2, 4, 7, 22].

Выделяют два направления исследований: созда-
ние систем для внутрисуставного введения с хондро-
протекторами и разработка инертных биосовмести-
мых протезов с вязкоупругими свойствами.

В первом случае внимание направлено на ис-
пользование носителей для активных субстанций – 
липосом, микро- и наночастиц из биоразлагаемых 
материалов, модифицирующих высвобождение дейст- 
вующих веществ и реологические свойства систем [17, 
52]. Так, липосомы из производного фосфотидилхоли-
на с включенным в состав D-глюкозамина сульфатом 
способствовали снижению трения во внутрисустав-
ном пространстве [52].

Вторым направлением является создание про-
тезов на основе природных и синтетических соеди-
нений, выполняющих исключительно механические 

функции поддержания вязкоэластических свойств 
синовиальной жидкости. В настоящее время исполь-
зуется протез НолтрексТМ (NoltrexТМ, ООО «НЦ «БИО-
ФОРМ», Россия), который содержит водный раствор 
полиакриламидного комплекса и ионы серебра [18].

В исследованиях [16, 48] показана возможность ис-
пользования в качестве протезов синовиальной жид-
кости геля поперечносшитой геллановой камеди с 
привитым поливиниловым спиртом, а также раствора 
полисахарида семян тамаринда.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Растворы ГК для внутрисуставного введения заре-

гистрированы как медицинские изделия (протезы си-
новиальной жидкости) и характеризуются следующи-
ми особенностями.

Чем больше молекулярная масса, тем дольше ГК 
сохраняется во внутрисуставном пространстве. С этим 
связана разница в назначении растворов низко- и вы-
сокомолекулярной ГК. При этом следует учитывать 
существование диапазона «физиологичных» моле-
кулярных масс (до 4–5 млн Да): молекулы ГК больше-
го размера не связываются с рецепторами клеточных 
мембран и не могут выполнить ряд метаболических 
функций нативной ГК. То же относится и к поперечно- 
сшитым молекулам ГК, которые, приобретая устойчи-
вость к действию ферментных систем и термическому 
воздействию, отдаляются от «физиологичности» и их 
функции, сводятся главным образом к механическому 
поддержанию вязкости синовиальной жидкости.

Источник получения, способы очистки, наличие 
химической модификации молекул ГК, вид сшивающе-
го агента влияют на наличие возможных примесей 
в субстанции. Поэтому разработка способов очист-
ки субстанции ГК, поиск сшивающих агентов и иссле-
дование их безопасности в настоящее время остают-
ся актуальными задачами. Приоритетным является 
использование субстанций высокой степени очистки 
для исключения возможности попадания примесей во 
внутрисуставное пространство.

Концентрация ГК находится в пределах 0,8 до 
2,3 %. Растворы с высоким содержанием ГК имеют ге-
леобразную консистенцию. Их введение использует-
ся для сокращения числа инъекций на курс, а также 
в случае тяжелых форм патологии суставов. Состав 
большинства протезов сходен и ограничен прибли-
жением к синовиальной жидкости. Перспективно 
включение в него стабилизаторов-антиоксидантов, а 
также создание композиций с другими активными ве-
ществами с хондропротекторным действием.

Способ стерилизации растворов зависит от струк-
туры молекулы ГК. Перспективным направлением яв-
ляется создание её термоустойчивых форм. Многие 
производители уделяют внимание дополнительной 
стерилизации вторичной упаковки.
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Упаковка протезов характеризуется особенностя-
ми конкретных производителей, наиболее распрост- 
ранённым вариантом является стеклянные предна-
полненные шприцы. 

Основным направлением разработки протезов 
для внутрисуставного введения является создание 
жидкостей, близких по составу, физико-химическим 
и реологическим свойствам к синовиальной жидкос- 
ти, способных выполнять её метаболические функции 
и обладающих улучшенными амортизационными и 
скользящими свойствами.

Таким образом, аналитический обзор данных ли-
тературы позволил в сравнительном аспекте оце-
нить особенности конкретных форм ГК для внут- 
рисуставного введения, определить основные на-
правления разработки систем, направленных на 
поддержку вязкоэластических свойств синовиаль-
ной жидкости, а также определить, какие факторы 
следует учитывать при выборе субстанции и фарма-
цевтической разработке форм ГК для внутрисустав-
ного введения.
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Резюме
Введение. В обзоре представлены различные системы, используемые в качестве матриц включения или модификаторов биологически 
активных веществ для усиления их абсорбции, либо депонирования и последующего высвобождения как равномерного, так и «по 
требованию» – в ответ на воздействие стимула.
Текст. В наибольшей степени разработаны технологии включения активных молекул в наноагрегаты циклодекстринов. На этой основе 
разработаны модифицированные формы гидрокортизона, глибенкламида, ряда пептидных препаратов. Ацетилцистеин, иммобилизованный 
на частицах этилцеллюлозы или других полимеров, значительно повышает биодоступность пептидных препаратов при их интраназальном 
введении. Депонирование активных веществ в организме осуществляется за счет их отсроченного контролируемого растворения, адсорбции, 
капсулирования или этерификации. Высвобождение депонированных веществ при воздействии эндогенного (изменение рН, температуры) 
или внешнего (воздействие ультразвука, электрического или магнитного поля, химических активаторов) стимула может быть однократным 
или многократным в зависимости от способности депонирующей системы к самоагрегации. 
Заключение. Самоагрегированные пептиды наиболее перспективны для стимул-ориентированных высвобождения/доставки 
биологически активных веществ. Современные технологии модификации активных веществ повышают эффективность неинвазивных 
способов их введения, способствуют достижению целевых по локации и времени реализации биологических эффектов.

Ключевые слова: биологически активные вещества, модифицированные формы, наноагрегаты, стимул-ориентированное высвобождение, 
депо. 
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Abstract
Introduction. The review describes various systems used as inclusion matrices or modifiers of biologically active substances to enhance their 
absorption or deposition and subsequent release, both continuous or «on demand», i.e. in response to a stimulus.
Text. Technologies for the incorporation of active substances into cyclodextrin nanoaggregates are developed to the greatest extent. Such 
technologies were used to obtain modified forms of hydrocortisone, glibenclamide, and a number of peptide drugs. Acetylcysteine immobilized on 
ethyl cellulose or other polymer particles significantly increases the bioavailability of peptide drugs on their intranasal administration.
The deposition of active substances in the body takes place by way of their delayed controlled dissolution, adsorption, encapsulation, or esterification. 
The release of deposited substances upon exposure to an endogenous (change in pH, temperature) or external (exposure to ultrasound, electric or 
magnetic field, chemical activators) stimulus can be single or multiple, depending on the ability of the accommodating matrix for self-aggregation.
Conclusion. Self-aggregated peptides are most promising for stimulus-induced release/delivery of biologically active substances. Modern 
technologies for the modification of active substances increase the efficiency of their administration and favor targeted location and implementation 
time of biological effects.

Keywords: biologically active substances, modified forms, nanoaggregates, stimulus-induced release, depot.

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology

© Савельева Е. И., 2020
© Savelieva E. I., 2020

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2020-9-2-56-66&domain=pdf&date_stamp=2020-06-02


57РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

Conflict of interest: no conflict of interest.

Contribution of the authors. The author participated in the collection of information, its analysis and in writing the text of the article.

For citation: Savelieva E. I. Modern technologies of controlled release of biologically active substances in pharmaceutical research and development. 
Drug development & registration. 2020; 9(2): 56–66.

ВВЕДЕНИЕ
Модификации препаратов с хорошо известными 

целевыми и побочными эффектами имеют значитель-
но более короткий путь к практическому примене-
нию в сравнении с новыми молекулами. Данная сфера 
фармацевтической разработки аккумулирует послед-
ние достижения физической химии и материалове-
дения. Соответствующие публикации зачастую ока-
зываются вне сферы внимания фармацевтического 
сообщества. В то же время результаты исследований 
фармакокинетики и целевой эффективности моди-
фицированных биологически активных веществ (БАВ) 
представлены преимущественно в биомедицинских 
изданиях. В итоге можно говорить о разночтениях у 
разных когорт специалистов не только в терминоло-
гии, но и в трактовке свойств разрабатываемых моди-
фицированных форм БАВ, а также и в оценке перспек-
тив их применения. 

Разработка модифицированных форм БАВ позво-
ляет радикально изменить их физико-химические 
свойства, а вследствие этого поведение в процес-
сах диффузии, осмоса, адгезии, проникновения че-
рез мембраны и депонирования в тканях. Как пра-
вило, желательна не только более полная, но и более 
быстрая абсорбция БАВ, однако иногда приоритет-
ной становится задача их пролонгированного или от-
сроченного высвобождения. Для некоторых фарма-
цевтических эффектов требуется расширение ареала 
распределения БАВ в организме, но чаще предпочти-
тельной является их целевая доставка в определен-
ные органы/ткани/клетки.

В качестве модифицирующих матриц широко 
представлены различные виды синтетических поли-
меров, лигнин, глины (каолин), нановолокна, нано- 
спреи, наноспонжи, полимерные пленки, хитозан и его 
производные, агрегированные полипептиды (пепсо-
мы) и много другое [1]. В обзоре [2] приводятся све-
дения о применении твердых дисперсий для оптими-
зации биофармацевтических свойств нестероидных 
противовоспалительных средств. При введении 
этих лекарственных веществ в твердые дисперсии 
существенно повышается их растворимость. При из-
готовлении твердых дисперсий обычно используют 
полиэтиленгликоль, поливинилпирролидон, бета-цик- 
лодекстрин.

Сравнительные исследования фармакокинети-
ки нативных и модифицированных форм лекарствен-
ных средств убедительно доказывают, что модифици-
рованные формы иногда отличаются от нативных не 
только скоростью абсорбции и временем существова-

ния в системном кровотоке, но и характером распре-
деления в органах и тканях. Так, в работе [3] показано, 
что включение рифабутина в сополимер молочной и 
гликолевой кислот значимо влияет на его распределе-
ние по органам и тканям. Авторами было установлено 
повышенное накопление нанокомпозиции рифабути-
на в тканях легких, печени и селезенки.

Рецептуры на основе  
наночастиц циклодекстринов

Не только перспективными, но и уже широ-
ко апробированными модификаторами БАВ явля-
ются наночастицы циклодекстринов. Промышлен-
ное производство и выход на рынок комплексов ЦД 
с БАВ начаты с 80 гг. ХХ века. Первым продуктом был 
простагландин Е2, включенный в бета-циклодекстрин. 
Препарат разработали и начали выпускать в форме 
таблеток в Японии. В настоящее время таких лекарств 
уже выпускается достаточно много [4]. Циклодекстри-
ны (ЦД) – макроциклические олигомеры глюкозы, по-
лучаемые ферментативным путём из крахмала. В сос- 
таве циклодекстринов остатки D-(+)-глюкопирано-
зы объединены в макроциклы α-D-1,4-гликозидными 
связями. По свойствам ЦД резко отличаются от обыч-
ных (линейных) декстринов. Иногда ЦД называют цик- 
лоамилозами, цикломальтоолигосахаридами, цикло-
мальтодекстринами [5]. Благодаря своим свойствам, 
ЦД широко применяются в пищевых технологиях, 
фармацевтике, косметике, биотехнологии, аналити-
ческой химии, имеют хорошие перспективы исполь-
зования в текстильной промышленности, в процессах 
очистки воды и даже в добыче нефти. 

Бета-циклодекстрин зарегистрирован и раз-
решен к применению в качестве пищевой добавки 
E459. Бета-циклодекстрин – официальное название 
пищевой добавки, закрепленное в ГОСТ 33782–2016 
(в регламенте Таможенного союза используется на-
писание «бета-циклодекстрин», соответствующее 
международному названию «beta-cyclodextrin», в па-
тентной литературе преобладает сокращение «ß-ЦД». 
В настоящее время ЦД доступны по ценам, их миро-
вое производство оценивается в объёмах десятков 
тысяч тонн. Известны различные способы примене-
ния бета-циклодекстрина в фармацевтической разра-
ботке  [6]. Широко востребована способность ЦД уве-
личивать растворимость малорастворимых веществ 
в воде, а также усиливать проникновение веществ че-
рез биологические мембраны [7]. Важно отметить, что 
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и сам бета-циклодекстрин обладает ценными биоло- 
гическими свойствами. В частности, эффективен при 
лечении ожирения [8].

В последние годы появилось множество работ по 
изучению свойств наносистем, представляющих собой 
тем или иным способом агрегированные частицы ЦД, 
включающих БАВ. Основные функции наносистем на 
основе ЦД – повышение растворимости, стабильности, 
обеспечение целевой доставки БАВ. Авторам [9] удалось 
продемонстрировать, как именно происходит агрега-
ция инклюзивных комплексов ЦД, содержащих гидро-
кортизон. В насыщенном растворе гидрокортизона 
происходило образование микроагрегатов альфа- и 
бета-ЦД, при этом была подтверждена метастабиль-
ность микроагрегатов, показано, что с повышением 
температуры и при добавлении этанола происходит 
уменьшение их размеров. Отметим, что стабильность 
инклюзивных комплексов ЦД напрямую связывают с 
жесткостью их структуры. Наиболее стабильными и 
при этом наименее гибкими являются кристалличес- 
кие формы наноагрегатов [10]. В работах [11, 12] иссле-
довано повышение растворимости глибенкламида 
при добавлении высоких концентраций различных 
ЦД. При этом происходило образование наноагре-
гатов инклюзивных комплексов (ЦД – глибенкламид) 
с размером наноагрегатов от 100 до 300  нм. Включе-
ние глибенкламида в бета-циклодекстрин происхо-
дило через циклогексильное кольцо с образованием 
целой сети водородных связей. При этом раствори-
мость глибенкламида повышалась в 150 раз. Наночас- 
тицы на основе ЦД проявляют совершенно иную ско-
рость высвобождения, способность проникать через 
биомембраны и прикрепляться к ним, поступать в 
системный кровоток, транспортироваться клеточны-
ми мембранами и т. д. в сравнении с БАВ в молекуляр-
ной форме [13]. В итоге можно говорить о значительно 
более редких приемах БАВ и повышении биодоступ-
ности гидрофобных БАВ, в том числе и в сублингваль-
ных формах [14]. В условиях ex vivo и in vivo исследован 
механизм чрезкожной абсорбции противовоспали-
тельных средств в виде комплексов с ЦД [15]. Посколь-
ку ЦД имеют гидрофильную поверхность макроцик- 
лов и гидрофобные полости внутри структуры, они 
способны образовывать комплексы с гидрофильны-
ми пептидами. В работе [16] описано приготовление 
комплекса бета-циклодекстрина, включающего много-
функциональный короткий пептид ABP-CM4, имеющий 
катионные свойства. При проверке его антимикроб-
ной активности оказалось, что в составе комплекса 
она не снижалась. Природный пептид ABP-CM4 в ви-
де макроциклического комплекса с ЦД рассматрива-
ли как перспективный консервант для пищевых про-
дуктов. Комплекс готовили методом сублимационной 
сушки. Смешивали по 10 мМ бета-циклодекстрина 
и пептида и перемешивали 14 ч с помощью магнит-
ной мешалки при температуре 40  °С. Затем суспен-
зию фильтровали, вымораживали и лиофилизирова-
ли. На данный момент наибольшим потенциалом для 

коммерциализации обладают технологии приготовле-
ния гелей, содержащих наночастицы разрешенно-
го к применению в косметике и пищевой промышлен-
ности бета-циклодекстрина, включающего короткие 
пептиды. Предпочтительными являются короткие (до 
400  Да) биогенные пептиды, разрешенные к примене-
нию в косметической и фармацевтической отраслях. В 
качестве недостатков инклюзивных комплексов БАВ с 
ЦД в обзоре [17] отмечены ограничения по введению 
высокой дозы БАВ, а также нефротоксичность крис- 
таллических ЦД. Путь преодоления перечисленных 
проблем – повышение растворимости инклюзивных 
комплексов.

Модифицированное высвобождение БАВ  
при интраназальном введении

Для БАВ белковой и пептидной природы интрана-
зальный путь введения уже давно применяется в ка-
честве неинвазивной альтернативы инъекциям [18, 
19]. В обзоре [20] рассмотрены различные средства 
усиления степени и скорости абсорбции препаратов 
при их интраназальном введении, в частности при-
менение микро- и наноносителей. При интраназаль-
ном введении для облегчения проникновения БАВ 
через слизистую оболочку применяют усилители1 аб-
сорбции. В качестве усилителей абсорбции опробова-
ны различные соединения [21, 22], преимущественно 
представленные биосовместимыми полимерами  [23]. 
В усилении абсорбции при интраназальном введении 
нуждаются высокомолекулярные БАВ. В работе [19] 
представлена технология получения инклюзивных 
комплексов, организованных в виде частиц размером 
2,6–2,8 мкм, для интраназального введения инсулина. 
Из низкомолекулярных соединений в роли усилителя 
интраназальной абсорбции хорошо зарекомендовал 
себя N-ацетилцистеин. В качестве модельного БАВ в 
работе [24] исследовали кальцитонин из лосося. Каль-
цитонин – пептидный гормон, с молекулярной массой 
3,5 кДа, состоит из 32-х аминокислот и секретируется 
парафолликулярными, или С-клетками, щитовидной 
железы. При исследовании интраназальной абсорб-
ции кальцитонина у крыс применяли различные по-
рошки в качестве филлеров (носителей). Ранее пола-
гали [25], что филлеры могут быть эффективными для 
улучшения всасывания низкомолекулярных лекарств, 
но не оказывают влияния на всасывание высокомо-
лекулярных пептидов. Позднее была показана эффек-
тивность филлеров и для усиления абсорбции высоко-
молекулярных БАВ, в частности, на примере усиления 
абсорбции кальцитонина. В качестве филлеров были 
опробованы гидрогенизированное касторовое мас-
ло, карбонат кальция, кристаллическая целлюлоза и 
этилцеллюлоза. При этом наилучшим филлером оказа-
лась этилцеллюлоза, применение которой в качестве 
филлера позволило получить максимальную абсорб-

1 Буквальный перевод«энхансеры» здесь неприменим, 
поскольку в русскоязычных изданиях энхансер имеет более 
конкретное толкование – стимулирующий транскрипцию 
участок ДНК.
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цию человеческого паратиреоидного гормона и инсу-
лина  – 28,2 ± 6,5 % и 23,4 ± 10,6 %, соответственно.  
Оптимальной оказалась рецептура следующего сос- 
тава: 0,1 мг кальцитонина; 0,15 мг ацетилцистеина и 
2,75  мг этилцеллюлозы. В работе [26] было показано, 
что повышение проницаемости слизистой оболоч-
ки носа при использовании филлеров в сочетании с 
ацетилцистеином не связано с микроповреждени-
ями ткани, поскольку отсутствие таких поврежде-
ний было доказано при последовательном интра-
назальном введении препаратов в течение 8 дней. 
Механизм повышения биодоступности БАВ пептид-
ной природы при их интразальном введении с по-
мощью усилителя абсорбции, представляющего со-
бой ацетилцистеин, иммобилизованный на частицах 
этилцеллюлозы, заключается в том, что достигается 
повышенная концентрация БАВ именно в сайтах аб-
сорбции. Сначала происходит адгезия ацетилцисте- 
ина и БАВ на микрочастицах этилцеллюлозы. За-
тем частицы попадают в микрополости слизистой 
оболочки, где ацетилцистеин растворяется в ее сек- 
рете и понижает вязкость секрета за счет разрыва  
дисульфидных мостиков в протеинах [27]. В менее 
вязком назальном секрете БАВ быстрее растворяет-
ся, его диффузия через эпителиальную мембрану  
усиливается. При этом потери за счет протеолиза 
пептидных и белковых БАВ могут снижаться, так как 
активные центры ферментов будут насыщаться быст- 
рее. Известно, что в кислой среде эффективность про-
теолиза пептидов снижается [28], а ацетилцистеин как 
раз снижает рН среды. Таким образом, было доказа-
но, что ацетилцистеин – распространенное муколи-
тическое средство, в смеси с гранулами этилцеллюлозы 
способствует увеличению абсорбции БАВ пептидной 
и белковой природы через слизистые оболочки. Ис-
пользование этилцеллюлозы в качестве загустителя 
жидких форм или для изготовления микрокапсул ле-
карственных средств для перорального или интрана-
зального применения является сложившейся практи-
кой. Сведений о кинетике выведения этилцеллюлозы 
из микрополостей слизистых оболочек в доступной 
литературе обнаружить не удалось. В то же время не 
сообщается о каких-либо отрицательных эффектах, 
связанных с накоплением этилцеллюлозы в слизистых 
оболочках. В одном из недавних исследований  [29] 
было показано, что способность филлеров к погло-
щению влаги снижает мукоадгезию БАВ. Возмож-
но, именно этим обстоятельством можно объяснить 
предпочтительность в качестве филлера этилцел-
люлозы, не способной сорбировать воду, в сравнении, 
например, с кристаллической целлюлозой, такой спо-
собностью обладающей.

Стимул-ориентированные  
высвобождение/доставка БАВ

Модификация высвобождения/доставки БАВ ста-
вит целью обеспечение действия БАВ в нужном мес- 
те в нужный момент времени. Мицеллы, наногели, 
гидрогели, наноконтейнеры и другие материалы для 
контролируемых высвобождения/доставки БАВ часто 

разрабатываются на основе полипептидов [30]. Син-
тетические полипептиды – модификаторы БАВ, долж-
ны быть биосовместимыми, биоразлагаемыми и иметь 
активные сайты, имитирующие рецепторы природных 
белков. Полипетиды-модификаторы чаще всего синте-
зируют путем полимеризации N-карбоксиальдегидов 
альфа-аминокислот, инициируемой аминами [31].

Стимул-ориентированные средства высвобожде-
ния/доставки подразделяются в зависимости от харак-
тера стимула и преобразований в структуре носителя, 
которые происходят при воздействии стимула. Био-
материалы пептидной природы, используемые для 
стимул-ориентированных высвобождения/достав-
ки БАВ, наиболее полно представлены в обзоре [32]. 
Полипептиды разнообразны по физико-химическим 
свойствам, биосовместимости и способности к струк-
турным/конформационным изменениям под дейст- 
вием стимулов. В качестве стимула могут выступать 
свет, повышение или понижение температуры, рН, 
ионной силы, действие ферментов.

Из всех многочисленных аспектов применения 
этой технологии остановимся на контролируемом 
высвобождении БАВ из полипептидных структур. 
Пептиды характеризуются структурным и функци- 
ональным разнообразием, способны к самоагре- 
гированию и, что особенно важно, они хорошо рас-
познаются биологическими сигнальными системами. 
Даже незначительные воздействия приводят к кон-
формационным изменениям определенных пепти-
дов, что позволяет выстроить цепочку стимул –  
ответ  [33]. Особенно перспективны с этих позиций 
пептиды и полипептиды с концевыми группами/свя-
зями, способными претерпевать превращения при 
воздействии стимулов. Для практического примене-
ния наиболее перспективными представляются (по-
ли)пептиды, чувствительные к изменению рН и/или 
температуры.

Чувствительность полипептидов к изменению рН 
основана на их способности к протонированию/деп- 
ротонированию [34]. Примерами рН-чувствительных 
полипептидов являются полимеризованные лизин и 
глутаминовая кислота [35, 36], которые способны к са-
моструктурированию с образованием «пептидных 
щеток». Пептидные щетки представляют собой линей-
ные или разветвленные цепочки, которые связаны с 
поверхностью концевыми группами. Такая модифика-
ция поверхности наночастиц приводит к появлению 
на ней щетки из пришитых молекул.

Известно, что ткани раковой опухоли имеют по-
вышенную кислотность ввиду накопления в них мо-
лочной кислоты и снижения скорости окислитель-
ного фосфорилирования. На этой их особенности 
может быть основана система доставки лекарствен-
ных средств в раковую опухоль с помощью рН-чувст- 
вительных пептидов [32]. Пептиды на основе поли-
гистидина, в частности, сополимеры полигистидина 
и полиэтиленгликоля биосовместимы и биоразла-
гаемы. В то же время, высокая рН-чувствительность 
полигистидина является не только преимуществом, 
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но и создает ограничения в его применении ввиду 
недостаточной стабильности [37, 38]. Гибридные рН- 
чувствительные агрегаты пептидов (пепсомы) на ос-
нове асимметричных 3-х блочных пептидных сополи-
меров были успешно применены для доставки доксо-
рубицина в форме гидрохлорида в ткань опухоли [39]. 
Пепсомы, которые по существу являлись наночасти-
цами (60–90 нм) имели гидрофильное ядро из поли-
мера на основе глутаминовой кислоты. В этом ядре 
эффективно удерживался гидрохлорид доксоруби-
цина, а при рН 5 и температуре 37 °C осуществлялась 
его целевая доставка в раковые клетки. Пепсомы бы-
ли стабильны при рН 7, но при рН 5, имитирующем ли-
зосомальные или эндосомальные условия, гибридные 
пепсомы утрачивали стабильность, и происходило 
активное высвобождение гидрохлорида доксоруби-
цина. Причиной разрушения пепсом являлось частич-
ное протонирование полиглутаминовой кислоты. 

Гибридные (химерные) пепсомы, сконструирован-
ные на основе сополимера полилизина, полиглута-
миновой кислоты и полиэтиленгликоля, имеют очень 
хорошую перспективу применения для целевой до-
ставки и других цитостатиков в раковые клетки. С 
другой стороны, «закисление» тканей, в первую оче-
редь, за счет накопления молочной кислоты, происхо-
дит также под действием экстремальных физических 
нагрузок и может быть стимулом для высвобожде-
ния средств фармакологической поддержки из соста-
ва пепсом при разработке препаратов для повышения 
толерантности к физическим нагрузкам.

Как и изменение рН, изменение температуры так-
же может быть стимулом, инициирующим конформа-
ционные изменения полипептида-носителя. На этом 
основаны термо-стимулируемые высвобождение и 
целевая доставка БАВ. В качестве термочувствитель-
ных в работе [40] описаны ковалентные связи между 
ответвлениями1 олиго(этиленгликоля) и поли(лизи-
ном). Полимер агрегирован в виде спирали. Темпера-
турный фактор оказывает обратимое воздействие на 
конфигурацию спирали.

В работе [41] было показано, что однодоменные 
пептиды могут быть организованы в поливалентные 
мицеллы путем их включения в термочувствитель-
ные эластиноподобные пептиды (ELPs). Гидрофобные 
и гидрофильные домены этих пептидов способствуют 
их обратимой агрегации в мицеллы. Процесс агрега-
ции находится под влиянием температурного факто-
ра. Макроскопическая форма полипептидов меняется 
под действием температуры обратимо. Температур-
ный фактор (стимул) может быть как внешним, так и 
внутренним. Как природные, так и синтетические тер-
мочувствительные полипептиды могут быть морфоло-
гически чрезвычайно разнообразны и представлены 

1  Буквальный перевод «дендроны» неприменим, по-
скольку в русскоязычной литературе дендронами называют 
отростки нервных клеток.

волокнами гидрогелей, мицеллами, в том числе и по-
перечно сшитыми, сетчатыми полимерами и т. д. [42].

Технологии стимул-ориентированного высвобож- 
дения БАВ предполагают формирование депо, в кото-
ром БАВ будет находиться до воздействия стимула.

Депо для парентерального введения БАВ

Технологии обеспечения отсроченного/пролонги-
рованного высвобождения БАВ из депо суммированы 
в работе [43]. 

В основе механизма формирования депо лежат 4 
процесса: 
•• отсроченное контролируемое растворение;
•• адсорбция;
•• капсулирование;
•• этерификация.

В случае отсроченного растворения лимитиру-
ющей стадией может быть растворение БАВ как в ле-
карственной форме, так и в биологической жидкости, 
контактирующей с лекарственной формой. Приме-
ром могут служить труднорастворимые формы налок-
сона и бупринона [44] или макрокристаллы эфиров  
тестостерона для внутримышечного введения [45].

Адсорбционный принцип применяется при иммо-
билизации вакцин на частичках гидроксида алюминия 
в целях обеспечения длительного присутствия анти-
гена в кровотоке и, соответственно, временного пери-
ода, достаточного для формирования необходимого 
количества антител [46]. 

Для капсулирования БАВ обычно используются 
биосовместимые и биоразлагаемые материалы: же-
латин, декстран, фосфолипиды, длинноцепочечные 
жирные кислоты. Мирокапсулы изготавливаются в со-
ответствии с желаемым эффектом: повышенной или 
пониженной способностью проникать через опреде-
ленные мембраны, прикрепляться к мембранам, диф-
фундировать в потоках биожидкостей, проникать в 
ткани и задерживаться в них [47].

Техника этерификции нашла широкое применение 
в разработке антипсихотических лекарств длительно-
го действия. Лекарственное средство в этих случаях 
применяется в виде эфира длинноцепочечной жирной 
кислоты и вводится парентерально в виде масляного 
раствора. Образуются внутримышечные масляные де-
по, из которых лекарство постепенно выделяется в 
системный кровоток, где быстро гидролизуется и пре-
вращается в нативную форму. Аналогичным образом 
действуют инъекции масляных растворов эфиров те-
стостерона и других стероидных гормонов в виде эфи-
ров гидрофобных длинноцепочечных кислот [48].

Депонирование БАВ  
в поперечно-сшитых полимерных сетках

Сетчатые конструкции из поперечно-сшитых по-
лимеров эффективны, если требуется контролиру- 
емое высвобождение гидрофильных макромолекул. 
Такие конструкции могут синтезироваться in situ в хо-
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де реакций с участием свободных радикалов, иници-
ируемых тепловой энергией, фотонами или ионными 
взаимодействиями между свободными катионами и 
анионами полимера. Еще в прошлом веке [48] был за-
патентован термочувствительный биоразлагаемый  
сополимер лактида и капролактама для импланти-
рования в область простаты в качестве резервуара  
для медленного высвобождения лекарственных 
средств. Позднее была отмечена опасность побочно-
го эффекта, обусловленного необходимостью при-
менения бензоилпероксида для генерирования сво-
бодных радикалов и связанного с этим возможного 
прогрессирования развития опухоли [49]. Еще позд-
нее, в 2004  г. процесс формирования сетчатых поли-
мерных депо был подробно изучен в экспериментах 
in vitro [50]. Было установлено, что лактид-гликолид-
ный сополимер в присутствии бензил-бензоата об-
разует гель, если его вводить в буферный раствор 
(имитация образования депо) или просто в процессе 
естественного старения. Высвобождение БАВ из де-
по происходит в процессе диффузии БАВ через сетку 
и усиливается в результате эрозии сетки. В форме ос-
нования БАВ высвобождается быстрее, чем в форме 
соли, что объясняется щелочным катализом процесса 
его гидролиза.

В общем случае в основе формирования депо in 
situ могут быть разные процессы: осаждение полиме-
ра, термически индуцированное загущение (желиро-
вание), образование различных микросфер, органелл 
и т. д. 

К настоящему времени разработаны формы для 
пролонгированного действия белковых препара-
тов, представляющие собой пористые микросфе-
ры, получаемые путем электрораспыленияих смеси 
с биополимерами [51]. При электрораспылении под 
действием электрического поля образуется струя, из-
вергаемая из отверстия в вершине конуса, и разлета-
ющаяся на мелкие капли, застывающие в виде порис- 
тых микросфер.

Высвобождение БАВ «по требованию»

Высвобождение БАВ из депо может носить равно-
мерный характер, но в последние годы усилия иссле-
дователей сосредоточены на разработке технологий 
высвобождения БАВ «по требованию» [52]. Выше были 
рассмотрены процессы модифицированного высво-
бождения БАВ, ориентированные на эндогенные сти-
мулы, т.  е. стимулы, формирование которых происхо-
дит внутри организма под влиянием физиологических 
факторов (изменение температуры, рН, ионной си-
лы и т. д.). Высвобождение БАВ из депо может быть от-
ветом и на внешние стимулы: воздействие ультразву-
ка, электрического или магнитного поля, химических 
активаторов. В качестве последних могут выступать 
малые молекулы, инициирующие обратимые или не-
обратимые конформационные изменения в полимер-
ной матрице депо. Активация высвобождения БАВ 
под действием ультразвука особенно привлекатель-
на для контролируемого трансдермального введения 
препаратов. Это направление частично пересекается 
с давно применяемыми технологиями фонофореза и 
микротоковой терапии. На рисунке 1, составленном на 
основе источника [53], проиллюстрировано разовое 
(А) и многократное (Б) высвобождение БАВ из депо под 
действием стимула. В первом случае структура поли-
мера разрушается необратимо. Во втором случае по 
окончании действия стимула за счет восстановления 
сшивки (кросс-сопряжения) полимера депо восстанав-
ливается, и при следующем воздействии стимула сно-
ва происходит высвобождение БАВ из полимерной 
матрицы.

Полимерные матрицы, способные к деструкции 
под действием ультразвука и последующему восста-
новлению структуры, описаны в работе [53].

Магнитные наночастицы [54] и магнитные липо-
сомы [55] уже нашли применение в практике высво-
бождения лекарственных средств «по требованию». 
Магнитные частицы обладают хорошей биосовмести-

Рисунок 1. Одноразовое (А) и многократное (Б) высвобождение биологически активных веществ (БАВ) из депо

Figure 1. Single (A) and repeated (B) releasing biologically active compounds from depot
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мостью, а воздействие магнитного поля рассматрива-
ется как относительно безопасное. Высвобождение 
БАВ из феррогеля может как непосредственно ини-
циироваться действием магнитного поля, так и через 
индуцированное магнитным полем повышение тем-
пературы. Экспериментальные критерии для контро-
ля качества магнитных наполнителей и магнитосодер-
жащих лекарственных форм предложены в работах 
Ю. Я. Харитонова с соавторами [56, 57]. Слабые элект- 
ротоковые стимулы эффективны для высвобождения 
БАВ из полиэлектролитных депо. Воздействие элект- 
рического поля на матрицу полиэлектролита на-
рушает его структуру вследствие потери воды, что и 
приводит к высвобождению БАВ [58].

Высвобождение БАВ, инициируемое химическим 
стимулом, имеет ряд преимуществ: в отличие от физи-
ческих воздействий, химический стимул может быть 
легко доставлен током крови к целевым органам или 
тканям; не требуется применения оборудования, по-
скольку вещество-стимул можно принять в любом 
месте и в любое время. В то же время, вещество-сти-
мул необходимо рассматривать как лекарственное 
средство с учетом возможных побочных эффектов, 
фармакологического взаимодействия, фармакокине-
тики и т.  д. В качестве химических стимулов не толь-
ко наиболее желательны с позиций биосовместимос- 
ти, но и наиболее эффективны биогенные вещества, в 
частности нуклеиновые кислоты. Если в качестве де-
понирующих БАВ систем используются гидрогели на 
основе поперечно-сшитых нуклеотидов, введение 
комплементарных нуклеотидов может вызывать как 
набухание, так и потерю объема гидрогелей [59, 60].

Обеспечение целевой доставки БАВ

Важной тенденцией в фармацевтической разра-
ботке является обеспечение доставки БАВ в те ло-
кации, в которых необходима реализация эффекта: 
мозг [61], глаза [62], легкие [63], слизистая оболочка но-
са [64], кожа [65, 66].

Эволюцию в разработке средств контролируе-
мого высвобождения БАВ можно проследить на при-
мере антипаразитарного препарата ивермектина. 
Кларком с соавторами [67] был разработан препарат, 
представляющий собой ивермектин, включенный в 
полимерную матрицу для долговременного дейст- 
вия. Препарат вводили путем инъекций. Позднее Ка-
марго с соавторами [68] были разработаны образую-
щиеся in situ микроимплантаты на основе биоразла-
гаемого полимера и биосовместимого растворителя, 
путь введения также оставался инъекционным. Лиз-
зи [69] и Поллок [70] с соавторами в 2017 г. независи-
мо опубликовали работы, подтверждающие возмож-
ность трансдермального введения ивермектина и 
его аналогов. В 2019 г. авторами [71] предложены са-
моимплантируемые микроиглы для контролируемой 
трансдермальной доставки ивермектина в качестве 
альтернативы традиционным парентеральным мето-
дам. Ивермектинин капсулирован в микрочастицы 

сополимера молочной и гликолевой кислот. Микро-
частицы включены в игольчатые волокна из поли-
гиалуроновой кислоты, которые могут быть само- 
стоятельно введены в требуемых локациях с помо-
щью простейшего миниатюрного устройства.

В ноябре 2019 г. опубликована статья [72], в кото-
рой в эксперименте in vitro была доказана возмож-
ность целевой доставки БАВ в определенное место 
сосудистой стенки при воздействии ультразвука. В ка-
честве контейнеров для доставки были использованы 
микропузырьки воздуха. Сфокусированное воздейст- 
вие ультразвука обеспечивало управляемое движе-
ние микропузырьков вдоль стенки искусственного 
кровеносного сосуда (тонкой полимерной трубки), а 
при увеличении амплитуды колебаний ультразвуко-
вых волн пузырьки лопались. Таким образом, дости-
гались как целевая доставка БАВ, так и высвобожде-
ние «по требованию» в нужный момент времени. Такие 
эксперименты доказывают принципиальную возмож-
ность быстрого создания требуемой концентрации 
БАВ в строго определенной локации неинвазивными 
безинъекционными методами. Следует оговориться, 
однако, что в цитируемой работе представлена лишь 
модель, имитирующая кровоток и не учитывающая 
всех сложностей, которые неизбежно возникнут при 
ее воплощении в практику терапии. Лекарственные 
средства в их традиционной (немодифицированной) 
форме были разработаны при достижении определен-
ного компромисса между желательными и фактичес- 
кими параметрами: физико-химические и фармакоки-
нетические свойства, режим дозирования, побочные 
эффекты и др. Обеспечивая быструю целевую достав-
ку лекарственного средства, мы можем «сконцентри-
ровать» побочные эффекты, в частности токсическое 
действие. С другой стороны, нельзя исключать из 
рассмотрения воздействие на организм, которое об- 
условлено средствами модификации/доставки БАВ 
как таковыми. Формирование депо, воздействие 
стимула могут расцениваться как вмешательства, по-
следствия которых, в том числе и отдаленные, необхо-
димо исследовать.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нанотехнологии предоставили множество высо-

коорганизованных самоагрегированных многоуров-
невых объектов для биомедицинского применения. 
В их ряду самоагрегированные пептиды, по-види-
мому, стоит рассматривать в качестве наиболее пер-
спективных для депонирования и стимул-ориентиро-
ванных высвобождения/доставки БАВ. Современные 
тенденции развития процессов управляемых высво-
бождения/доставки БАВ отвечают запросам на ме-
нее инвазивные способы введения, целевые по лока-
ции и времени реализации биологические эффекты. 
По мере совершенствования таких технологий «ум-
ные лекарства», способные распознавать и устранять 
проблему в очаге ее возникновения, из области мар-
кетинговых деклараций будут перемещаться в реаль-
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ность. При этом важно отметить, что повышая раство-
римость, биодоступность, селективность БАВ, изменяя 
их распределение в органах и тканях, добиваясь сни-
жения известных негативных побочных эффектов, 
мы можем оказаться перед лицом проблем, которые 
априори не были предсказаны.
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Резюме
Введение. В лаборатории Сеченовского Университета разработан инновационный противогрибковый вязкий раствор на основе 
нафтифина гидрохлорида с комбинацией полиэтиленгликолей (ПЭГ). Разработанный препарат предназначен для наружного применения. 
Действующее вещество – нафтифина гидрохлорид, имеет широкий спектр действия в отношении грибов, вызывающих онихомикозы. 
Входящие в состав разработанной лекарственной формы полиэтиленгликоли обеспечивают необходимую вязкость раствора (для точности 
нанесения и удержания в области применения). В работе представлены результаты исследования стабильности вязкого раствора нафтифина 
гидрохлорида с комбинацией ПЭГов для наружного применения. На протяжении всего срока годности лекарственный препарат должен 
сохранять химические, физические, биофармацевтические и фармакологические свойства в полном объеме. 
Цель. Определение стабильности и установление срока годности разработанного раствора нафтифина гидрохлорида для наружного 
применения, предназначенного для лечения микоза ногтей.
Материалы и методы. 1 % раствор нафтифина гидрохлорида спиртовой, фильтр «Миллипор», УФ-спектрофотометрия, рН-потенциометрия, 
капиллярная вискозиметрия.
Результаты и обсуждение. В ходе исследования был экспериментально определен срок годности разработанного спиртового раствора 
нафтифина гидрохлорида с комбинацией ПЭГов. Определение стабильности лекарственной формы проводили методом ускоренного 
старения при температуре 40 ± 2 °С, в естественных условиях при температуре не выше 25 °C; и в условиях холодильника при температуре 
8 ± 2 °С. Оценка стабильности спиртового раствора нафтифина гидрохлорида проводилась по следующим показателям: объем содержимого 
флакона, внешний вид, рН, количественное содержание действующего вещества, вязкость.
Заключение. На основании проведенных исследований рекомендовано хранить раствор нафтифина гидрохлорида при комнатной 
температуре не выше 25 °С, в защищенном от света месте. Допускается также хранение раствора нафтифина гидрохлорида в холодильнике 
при температуре 8 ± 2 °С.

Ключевые слова: хранение, нафтифина гидрохлорид, вязкость, УФ-спектрофотометрия, рН.
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Abstract
Introduction. An innovative antifungal viscous solution based on naftifine hydrochloride with a combination of polyethylene glycols (PEG) 
was developed in the laboratory of Sechenov University. The developed preparation intended for external use. The active ingredient – naftifine 
hydrochloride has a wide spectrum of action against fungi cause onychomycosis. The polyethylene glycols are included in the developed dosage 
form of provide the necessary viscosity of the solution (for accurate application and retention in the field of application). The paper presents the 
results of a study of the stability of a viscous solution of naftifine hydrochloride with a combination of PEG for external use. Over the entire shelf life, 
the drug must retain the full its chemical, physical, biopharmaceutical and pharmacological properties.
Aim. Determination of stability and expiration date of the shelf life of the developed solution of naftifine hydrochloride for external use, intended 
for the treatment of mycosis of the nail.
Materials and methods. Naftifine hydrochloride solution, «Millipor» filter, UV spectrophotometry, potentiometry pH, capillary viscometry.
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Results and discussion. In the course of the study, the shelf life of the developed alcohol solution of naftifin hydrochloride with a combination of 
PEG was experimentally determined. The stability of the dosage form was determined by accelerated aging at a temperature of 40 ± 2 °C, in vivo at a 
temperature of no higher than 25 °C; and in a refrigerator at a temperature of 8 ± 2 °C. Assessment of the stability of the alcohol solution of naftifine 
hydrochloride was carried out according to the following indicators: the volume of the contents of the bottle, appearance, pH, quantitative content 
of the active substance, viscosity.
Conclusion. Based on the studies, it is recommended to store the naftifine hydrochloride solution at room temperature not higher than 25 °C, in a 
dark place. It is also allowed to store the solution of naftifine hydrochloride in a refrigerator at a temperature of 8 ± 2 °C.

Keywords: storage, naftifine hydrochloride, viscosity, UV spectrophotometry, pH.
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ВВЕДЕНИЕ
Онихомикоз – грибковое поражение ногтевых 

пластин кистей и стоп. В России количество больных 
онихомикозами варьируется от 4,5 до 15 миллионов 
человек. Распространение грибка ногтей зависит от 
образа жизни, нарушения соблюдения правил лич-
ной гигиены, пола и возраста пациента, а также от со-
путствующих заболеваний и других факторов. Боль-
шинство населения отдает предпочтение местному 
лечению онихомикоза. Главное преимущество мест-
ной терапии – отсутствие сильных побочных и ток-
сических эффектов на организм человека [5]. Разра-
ботка новых противогрибковых препаратов очень 
актуальна. Был разработан инновационный анти-
микозный препарат, содержащий нафтифина гидро- 
хлорида 0,5 г, спирт этиловый 96  % – 8,0 г,  
ПЭГ-400 – 33,20 г и ПЭГ-1000 – 8,30  г. Данный раст- 
вор обладает высокой вязкостью и противогрибко-
вой активностью  [3]. Важным показателем качест- 
ва разработанного спиртового раствора нафтифи-
на гидрохлорида в процессе хранения является ста-
бильность внешнего вида (цвет, прозрачность), фи-
зико-химических характеристик и концентрации 
основного действующего вещества. Ввиду того, что 
срок годности лекарственного средства зависит от 
множества факторов (температуры, воздействия 
света, герметичности упаковки), изменение любого 
из них может привести к снижению терапевтическо-
го эффекта препарата [4].

Изучение стабильности разработанного спирто-
вого раствора нафтифина гидрохлорида и установле-
ние его срока годности является актуальной задачей 
данной фармацевтической разработки. 

Согласно литературным данным, нафтифина гид- 
рохлорид обладает высокой светочувствительнос- 
тью и легко разрушается при воздействии ультра-
фиолетовых лучей [4], поэтому его необходимо хра-
нить в прохладном, защищенном от света месте. 

Для хранения раствора на его основе, целесообраз-
но использовать медицинские флаконы из светоза-
щитного темного стекла. Такие флаконы отличаются 
прочностью, химической стойкостью и устойчивос- 
тью к световому воздействию. Для удобства и точ-
ности нанесения разработанной лекарственной 
формы рекомендовано использовать капельный 
тип дозирования. Возможно использование вер-
тикальной крышки капельницы, которая исполь-
зуется как встроенное во флакон устройство дози-
рования жидких лекарственных средств с высокой 
точностью дозирования. Образование капли начи-
нается только при перевертывании флакона с раст- 
вором в вертикальное положение. Преимущество 
использования крышки капельницы в том, что по-
лучаются равномерные по объему капли вне зави-
симости от количества раствора, остающегося во 
флаконе, а также имеется возможность подобрать 
необходимую конфигурацию капельницы к вязкости 
конкретной жидкости. В связи с вышесказанным для 
укупорки рекомендовано использовать крышки ка- 
пельницы. 

Объектами исследования в настоящей рабо-
те являлись образцы разработанной жидкой ле-
карственной формы, состоящей из нафтифина гид- 
рохлорида, спирта этилового 96  %, полиэтиленгли-
коля-400 и полиэтиленгликоля-1000. Препарат хра-
нился в рекомендуемой первичной упаковке [меди-
цинских флаконах из светозащитного темного стекла  
(ТУ 9461-002-00480164-200150 мл)] по 50 мл. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Определение срока годности и условий хране-

ния разработанной лекарственной формы (спиртово-
го раствора нафтифина гидрохлорида для наружного 
применения) было проведено на базе кафедры ана-
литической, физической и коллоидной химии Инсти-
тута фармации им. А. П. Нелюбина ФГАОУ ВО Первый  
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МГМУ им. И.  М. Сеченова Минздрава России (Сече-
новский Университет). Для определения концентра-
ции действующего вещества в процессе хранения 
использовали прибор UNICO 2800 из серии сканиру-
ющих спектрофотометров UNICO 280X Spectro Quest 
(США)  [2]. Измеряли оптическую плотность исследу-
емого раствора нафтифина гидрохлорида и раство-
ра стандартного образца на УФ-спектрофотометре 
в максимуме поглощения при длине волны 256 ± 2 в 
кварцевой кювете с толщиной слоя 10,0 мм.

Величина рН была определена с помощью ионо-
мера лабораторного типа И-160 МИ, оборудованного 
стандартным термодатчиком (Россия). 

Вязкость образцов раствора нафтифина гидрохло-
рида была определена при помощи капиллярного 
вискозиметра Оствальда. Был использован вискози-
метр ВПЖ-2 0.34 ЭКРОС (Россия) и секундомер механи-
ческий Агат С ОСпр-2Б-2-000 (Россия). 

Для хранения образцов раствора по методу «уско-
ренного старения» использовался термостат марки 
Bio TDB-100 (производство Biosan, Латвия).

Объектом исследования являлся раствор на ос-
нове действующего вещества нафтифина гидро- 
хлорида (не менее 99 % основного вещества, Arcos 
Organiс, Бельгия) (рисунок 1), спирта этилового 
96 %, полиэтиленгликоля-400 и полиэтиленглико- 
ля-1000.

Нафтифина гидрохлорид представляет собой бе-
лый кристаллический порошок без запаха, практи-
чески нерастворимый в воде, легко растворимый в 
ацетоне, растворимый в спирте 96 %. Температура 
плавления 171–175 °С.

Молярная масса 323,86 г/моль.
Нафтифина гидрохлорид должен храниться в плот-

но укупоренной таре в защищенном от света месте.

ПЭГ-400, ПЭГ-1000

HOCH2-(CH2-O-CH2) n-CH2OH, n = 33–68. ПЭГи 
производство Merck (Германия).

Полиэтиленгликоль (ПЭГ)-400 – прозрачная, вяз-
кая жидкость, без запаха и вкуса. ПЭГ-1000 – пасто-
образное вещество, белого цвета, без запаха и вкуса. 
Плотность 1,13 г/мл. ПЭГи достаточно легко раство-
римы в воде, хлороформе, алифатических кетонах, 

спиртах и других органических соединениях, но абсо-
лютно нерастворимы в эфирах. Температура плавле-
ния ПЭГ-1000 65–72  °С. ПЭГи хранятся в хорошо уку-
поренной таре, прохладном и защищенном от света 
месте.

Спирт этиловый 95 % (х.ч.) (ГФ РФ XIV, 
ФС.2.1.0036.15).

Прозрачная жидкость, обладает летучими и горю-
чими свойствами. Обладает высокой растворяющей 
способностью. Плотность 0,8014 г/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование было выполнено согласно ГФ РФ XIV, 

ОФС.1.1.0010.15 «Хранение лекарственных средств» [1]. 
Образцы растворов нафтифина гидрохлорида 

для испытаний методом ускоренного старения бы-
ли заложены на хранение в термостат (температу-
ра  – 40 ± 2  °C), для испытаний при пониженной тем-
пературе – в фармацевтический холодильник при 
температуре 8 ± 2  °С, для испытаний в естественных 
условиях хранились в сухом, защищенном от света 
месте при температуре 25 ± 2  °C. В момент изготов-
ления раствора и в процессе хранения (каждые 3 ме-
сяца – при хранении в естественных условиях и каж-
дые 3 месяца при хранении в условиях холодильника. 
Указанный срок соответствует 1 году при условии 
«ускоренного старения») проводили оценку качества 
исследуемых образцов по следующим показателям: 
объем содержимого упаковки, описание внешнего 
вида, рН, концентрация действующего вещества и 
вязкость препарата. Результаты анализа представле-
ны в таблице 1. 

Перед началом исследования свежеприготовлен-
ный раствор нафтифина гидрохлорида представлял 
собой вязкий прозрачный, бесцветный раствор, со 
слабым спиртовым запахом. Заявленное количествен-
ное содержание нафтифина гидрохлорида в разрабо-
танном растворе 1 %; рН 4,2 ± 0,2; вязкость 2,33 · 10–2 ±  
± 0,1 Па · с [3].

Внешний вид препарата на протяжении 3 меся- 
цев изучения стабильности по методу ускоренно-
го старения изменился от бесцветного, прозрач-
ного до желтого (рисунок 2). Содержание наф-

Рисунок 1. Структурная формула C21H21N, (E)-N-Метил-N- 
(3-фенил-2-пропенил)-1-нафталинметанамин

Figure 1. The structural formula is C21H21N, (E)-N-Methyl-N- 
(3-phenyl-2-propenyl)-1- naftalenemethanamine

Рисунок 2. Внешний вид раствора нафтифина гидрохлорида 
до и после хранения методом ускоренного старения

Figure 2. Appearance of naftifinе hydrochloride solution before 
and after storage by accelerated aging method
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тифина гидрохлорида снизилось до 65,5 % (при 
норме отклонения 100 ± 3 %) и выходило за преде-
лы допустимых значений. Вязкость препарата уве-
личилась в 2 раза, вероятно за счет изменений, про- 
исходящих в растворе при повышенной темпера- 
туре.

Внешний вид препарата при хранении в естест- 
венных условиях при 25  °С не изменился. Раст- 
вор нафтифина гидрохлорида остался прозрач-
ным, бесцветным, со слабым спиртовым запахом. 
Объем содержимого упаковки, вязкость и значение 
рН сохранялись в пределах установленных норм 
на протяжении 24 месяцев изучения стабильнос- 
ти. Содержание действующего вещества нафтифи-
на гидрохлорида составило 97 % (при норме откло-

нения 100 ± 3 %) и осталось в пределах допустимых 
значений. 

Аналогичные результаты получены и при хране-
нии препарата в условиях холодильника при темпера-
туре 8 ± 2 °С. Объем содержимого упаковки, значение 
рН, содержание действующего вещества препарата 
остались в пределах нормы.

Следует отметить, что при температуре 8 ± 2  °С 
вязкость раствора повысилась и препарат приоб-
рел очень густую консистенцию (за счет входящей 
в состав препарата комбинации полиэтиленгиколей) 
(рисунок 3), который превратился в раствор при на-
несении на поврежденную ногтевую пластину (темпе-
ратура ногтя 32 ± 2 °С). Показатели качества препара-
та при этом не изменяются.

Таблица 1. Показатели и допустимые отклонения показателей качества раствора нафтифина гидрохлорида  
в процессе хранения

Table 1. Indicators and permissible deviations of the quality indicators of a solution of naphthyne hydrochloride  
during storage

Хранение 
(год) Описание Объем содержимого 

упаковки (мл)

Содержание нафтифина ги-
дрохлорида на 50мл Значение

pH
Вязкость

Па·с
% Г

1 2 3 4 5 6 7

Хранение методом «ускоренного старения» 40 °С

0
Вязкий прозрачный, бесцвет-

ный раствор, со слабым спирто-
вым запахом

50,0 100,0 ± 3,0 0,500 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,33 · 10–2

0,25 Не соответствует, вязкий жел-
тый раствор 40,5 65,5 ± 3,0 0,327 ± 0,015 4,0 ± 0,2 4,55 · 10–2

Естественное хранение при температуре 25 °С

0
Вязкий прозрачный, бесцвет-

ный раствор со слабым спирто-
вым запахом

50,0 100,0 ± 3,0 0,500 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,33 · 10–2

0,25 Соответствует 50,0 99,4 ± 3,0 0,490 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

0,5 Соответствует 50,0 98,8 ± 3,0 0,494 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

0,75 Соответствует 50,0 98,2 ± 3,0 0,491 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

1,0 Соответствует 49,0 97,6 ± 3,0 0,488 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

1,5 Соответствует 49,0 97,3 ± 3,0 0,486 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

2,0 Соответствует 48,5 97,0 ± 3,0 0,485 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,31 · 10–2

Естественное хранение при температуре 8 °С

0
Вязкий прозрачный, бесцвет-

ный раствор, со слабым спирто-
вым запахом

50,0 100,0 ± 3,0 0,500 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,33 · 10-2

0,25 Соответствует 50,0 99,8 ± 3,0 0,499 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2

0,5 Соответствует 50,0 99,6 ± 3,0 0,498 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2

0,75 Соответствует 50,0 99,3 ± 3,0 0,496 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2

1,0 Соответствует 50,0 99,0 ± 3,0 0,495 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2

1,5 Соответствует 49,5 98,7 ± 3,0 0,493 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2

2,0  Соответствует 49,0 98,4 ± 3,0 0,492 ± 0,015 4,2 ± 0,2 2,41 · 10–2
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведено изучение стабильности антимикозной 

лекарственной формы – спиртового раствора нафти-
фина гидрохлорида. Результаты проведенного иссле-
дования показали возможность рекомендовать срок 
годности лекарственной формы при температуре не 
выше 25 °С – 2 года (также допустимо хранение в ус-
ловиях холодильника при температуре 8 ± 2 °С – 2 го-
да); первичная упаковка – медицинские флаконы из 
светозащитного темного стекла, обеспечивают ста-
бильное хранение препарата на протяжении всего 
срока годности.

ЛИТЕРАТУРА
1.	 ОФС.1.1.0009.15 «Сроки годности лекарственных средств» 

Государственная фармакопея Российской Федерации.  
14-е  изд.  – М.: Научный центр экспертизы средств медицинс- 
кого применения. 2018.

2.	 ОФС.1.2.1.1.0003.15 «Спектрофотомерия в УФ и видимой облас- 
тях». Государственная фармакопея Российской Федерации.  
14-е изд. – М.: Научный центр экспертизы средств медицинско-
го применения. 2018.

3.	 Патент 2699653 РФ «Средство для лечения микоза ногтей». Ко-
сенкова С. И., Краснюк И. И., Краснюк И. И. (мл), Беляцкая А. В., 
Степанова О. И., Фатеева Т. В. Сеченовский Универсистет.  
Опубл. 09.09.2019.

4.	 Albini A. Drugs Photochemistry and Photostability. London: Royal 
Society of Chemistry. 1998.

5.	 Сергеев А. Ю. Системная терапия онихомикозов: пособие для 
врачей. 2-е изд. – М.: Национальная академия микологии. 2007: 34.

REFERENCES
1.	 OFS.1.1.0009.15 «Shelf life of medicines» State Pharmacopoeia 

of the Russian Federation. 14th ed. – Moscow: Scientific center for 
examination of medical applications. 2018 (in Russ.).

2.	 OFS.1.2.1.1.0003.15 «Spectrophotometry in the UV and visible 
regions». State Pharmacopoeia of the Russian Federation. 14th ed. – 
Moscow: Scientific center for examination of medical applications. 
2018 (in Russ.).

3.	 Patent 2699653 of the Russian «Federation Remedy for the treatment 
of nail mycosis». Kosenkova S. I., Krasnyuk I. I., Krasnyuk I. I. (jr), 
Belyatskaya A. V., Stepanova O. I., Fateeva T. V. Sechenov University. 
Publ.09.09.2019 (in Russ.).

4.	 Albini A. Drugs Photochemistry and Photostability. London: Royal 
Society of Chemistry. 1998.

5.	 Sergeev A. Yu. Systemic therapy of onychomycosis: a manual for 
doctors. 2nd ed. – M.: National Academy of Mycology. 2007: 34 (in Russ.).

Рисунок 3. Внешний вид раствора нафтифина гидрохлорида 
до и после хранения в условиях холодильника (температура 
хранения 8 ± 2 °С)

Figure 3. Appearance of the naftifinе hydrochloride solution 
(storage temperature 8 ± 2 °C)

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



72 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

https://doi.org/10.33380/2305-2066-2020-9-2-72-76 
УДК 615.03

Оригинальная статья/Research аrticle

Интерполиэлектролитные комплексы на основе сополимеров Eudragit®  
как носители для систем биоадгезивной гастроретентивной доставки  
метронидазола
Д. С. Гордеева1, А. В. Ситенкова (Буховец)1, Р. И. Мустафин1*
1 – Институт фармации, ФГБОУ ВО Казанский ГМУ Минздрава России, 420126, Россия, Республика Татарстан, г. Казань, ул. Фатыха Амирхана, д. 16

*Контактное лицо: Мустафин Руслан Ибрагимович. E-mail: rouslan.moustafine@gmail.com

Статья получена: 11.03.2020. Статья принята к печати: 27.04.2020

Резюме
Введение. Существует ряд лекарственных веществ, зоной всасывания которых является верхняя область желудочно-кишечного тракта 
(ЖКТ) – желудок и двенадцатиперстная кишка. Для повышения биодоступности разрабатываются гастроретентивные (внутрижелудочные) 
системы контролируемой доставки лекарственных веществ (ЛВ). На сегодняшний день существуют различные подходы для обеспечения 
внутрижелудочной доставки ЛВ. Одним из наиболее перспективных подходов является использование вспомогательных веществ, 
обладающих биоадгезивными свойствами, как индивидуально, так и в комбинации с другими типами гастроретентивных систем.
Цель. Разработка и исследование новых носителей для систем гастроретентивной биоадгезивной доставки лекарственных веществ на 
основе интерполиэлектролитных комплексов (ИПЭК) с участием химически комплементарных поли(мет)акрилатов торговой марки Eudragit®.
Материалы и методы. Изучение набухающей способности проводилось в среде 0,1 М раствора хлористоводородной кислоты (рН 1,2) 
при температуре 37 ± 0,5 °С в течение 6 часов. Исследование высвобождения метронидазола (МЗ) из матриц на основе соответствующих 
ИПЭК производилось на приборе DFZ II (ERWEKA, Германия) по методу «Проточная ячейка» в среде 0,1 М НСl, рН 1,2, скорость потока  
4 мл/мин в закрытом цикле в течение 6 часов. Оценка количества высвободившегося МЗ проводилась УФ-спектрофотометрически на 
приборе Lambda 25 (PerkinElmer, США) при длине волны 274 нм. Адгезия ИПЭК исследовалась на анализаторе текстуры TA.XTplus (Stable 
Micro Systems, Великобритания).
Результаты и обсуждение. Матрицы на основе ИПЭК 1 дезинтегрировались после пребывания в среде с рН 1,2 в течение 4 часов; матрицы 
на основе ИПЭК 4 в течение 3 часов растворяются в кислой среде. В то же время матрицы на основе ИПЭК 2 и ИПЭК 3 сохраняют свою форму 
в течение всего эксперимента и характеризуются довольно высокими значениями степени набухаемости. Образцы ИПЭК характеризуются 
более высокой работой адгезии по сравнению с индивидуальными сополимерами. Высвобождение метронидазола из матриц на основе 
ИПЭК  1 происходит в соответствии с диффузией по закону Фика, из матрицы на основе ИПЭК 4 МЗ высвобождается по аномальному 
транспортному механизму.
Заключение. ИПЭК 3 является перспективным для использования в качестве носителя для гастроретентивных биоадгезивных систем 
контролируемой доставки метронидазола.

Ключевые слова: интерполиэлектролитные комплексы, гастроретентивные системы доставки, Eudragit®, метронидазол, пероральная 
доставка, биоадгезия, контролируемая доставка лекарственных веществ. 
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Interpolyelectrolyte Complexes Based on Eudragit® Copolymers  
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Abstract
Introduction. There are a number of drugs, the absorption zone of which is the upper region of the gastrointestinal tract (GIT) – the stomach and 
duodenum. To increase bioavailability, gastroretentive (intragastric) systems for the controlled drug delivery are being developed. To date, there are 
various approaches to ensure intragastric drug delivery. One of the most promising approaches is the use of excipients with bioadhesive properties, 
both individually and in combination with other types of gastroretentive systems.
Aim. Development and research of new carriers for gastroretentive bioadhesive drug delivery systems based on interpolyelectrolyte complexes 
(IPEC) with the participation of chemically complementary poly(meth)acrylates of the Eudragit®.
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Materials and methods. The study of swelling ability was carried out in a medium of 0.1 M hydrochloric acid solution (pH 1.2) at a temperature of 
37 ± 0.5 °C for 6 hours. The study of the release of metronidazole (MZ) from matrices based on the corresponding IPEC was performed on a DFZ II 
instrument (ERWEKA, Germany) according to the Flow Trough Cell method in 0.1 M HCl medium, pH 1.2, flow rate 4 ml/min in a closed cycle within 
6 hours. The amount of released MZ was estimated by UV spectrophotometry on a Lambda 25 instrument (PerkinElmer, USA) at a wavelength of  
274 nm. IPEC adhesion was studied using a TA.XTplus texture analyzer (Stable Micro Systems, UK).
Results and discussion. Matrices based on IPEC 1 were disintegrated after being in a medium with a pH of 1.2 for 4 hours, matrices based on IPEC 4 
were dissolved in an acidic medium for 3 hours. At the same time, matrices based on IPEC 2 and IPEC 3 retain their shape throughout the experiment 
and are characterized by rather high values of the degree of swelling. IPEC samples are characterized by higher adhesion performance compared to 
individual copolymers. The release of metronidazole from matrices based on IPEC 1 occurs in accordance with Fick's law of diffusion; from the matrix 
based on IPEC 4, MZ is released according to the anomalous transport mechanism.
Conclusion. IPEC 3 is promising for use as carrier for gastroretentive bioadhesive systems of controlled delivery of metronidazole.

Keywords: interpolyelectrolyte complexes, gastroretentive drug delivery systems, Eudragit®, metronidazole, oral delivery, bioadhesion, controlled 
drug delivery.
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ВВЕДЕНИЕ
Несмотря на стремительное развитие фармацев-

тической технологии и появление новых лекарствен-
ных форм, использование пероральных систем дос- 
тавки активных фармацевтических ингредиентов 
остается одним из наиболее предпочтительных пу-
тей медикаментозной терапии. Однако биодоступ-
ность лекарственных веществ (ЛВ) во многом зависит 
от возможности осуществления их доставки в опти-
мальную зону абсорбции. Существует ряд ЛВ, зоной 
всасывания которых является верхняя область же-
лудочно-кишечного тракта (ЖКТ) – желудок и две-
надцатиперстная кишка. Для увеличения времени 
пребывания ЛВ в зоне оптимальной абсорбции, а со-
ответственно, и повышения биодоступности разра-
батываются гастроретентивные (внутрижелудочные) 
системы контролируемой доставки лекарственных 
веществ. На сегодняшний день существуют различ-
ные подходы для обеспечения внутрижелудочной 
доставки ЛВ – плавающие системы, биоадгезив-
ные системы, супер-пористые гидрогелевые систе-
мы, набухающие системы, системы низкой плотнос- 
ти, магнитные системы [1, 2]. Одним из наиболее 
перспективных подходов является использование 
вспомогательных веществ, обладающих биоадге-
зивными свойствами, как индивидуально, так и в ком-
бинации с другими типами гастроретентивных сис- 
тем [3, 4].

Целью настоящей работы явилась разработка и 
исследование новых носителей для систем гастро-
ретентивной биоадгезивной доставки ЛВ на основе 
интерполиэлектролитных комплексов (ИПЭК) с учас- 

тием химически комплементарных поли(мет)акри-
латов торговой марки Eudragit®. Ранее была доказа-
на перспективность использования данных ИПЭК в 
пероральных системах с контролируемой доставкой 
ЛВ, относящихся к различным классам биофармацев-
тической классификационной системы (диклофенак 
натрия и теофиллин) [5, 6], а также в плавающих сис- 
темах контролируемой гастроретентивной доставки 
метформина и ацикловира [7, 8]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Eudragit® EPO (EPO) – терполимер диметиламино- 

этилметакрилата с метилметакрилатом и бутил-
метакрилатом (молярное соотношение 2:1:1), 
Eudragit®  L 100 (L 100) – сополимер метакриловой 
кислоты и метилметакрилата (молярное соотноше-
ние 1:1) и Eudragit®  L 100-55 (L 100-55) – сополимер 
акриловой кислоты и этилакрилата (молярное соот-
ношение 1:1) были любезно предоставлены произво-
дителем Evonik Röhm GmbH (Германия). Сополимеры 
использовались после высушивания под вакуумом 
при температуре 40 °С в течение 2 дней. В качестве 
модельного лекарственного вещества использовали 
метронидазол (Sigma-Aldrich, Бельгия). Для иссле-
дования биоадгезионных свойств использовали му-
цин, выделенный из желудков свиней (тип II) (Sigma-
Aldrich, США).

Синтез интерполиэлектролитных комплексов на 
основе сополимеров Eudragit® осуществляли в водной 
среде по методике, описанной ранее [5]. Было полу-
чено четыре образца ИПЭК: ИПЭК 1, ИПЭК 2, ИПЭК 3 и 
ИПЭК 4 (таблица 1).
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Таблица 1. Образцы интерполиэлектролитных комплексов  
на основе сополимеров Eudragit®

Table 1. The samples of interpolyelectrolyte complexes based  
on Eudragit® copolymers

Обозначение Сополимеры
Eudragit®

Соотношение 
сополимеров  

(моль/моль) [5, 6]
ИПЭК 1 EPO/L 100-55 1:2,75
ИПЭК 2 EPO/L 100 1:0,98
ИПЭК 3 EPO/L 100 1:0,67
ИПЭК 4 EPO/L 100 1:0,50

Изучение набухающей способности проводи-
лось в среде, имитирующей голодный желудок, с при-
менением 0,1 М раствора хлористоводородной кис-
лоты (рН  1,2) при температуре 37 ± 0,5  °С в течение 
6  часов. Таблетки порошка ИПЭК массой 100 мг и  
диаметром 8 мм, полученные путем прессования на 
ручном гидравлическом прессе для ИК-спектроско-
пии (PerkinElmer, США) при давлении 2,45 MПа, погру-
жали в среду объемом 40 мл. Каждые 30 минут прово-
дилось взвешивание образцов. Степень набухания 
(H%) определяли по формуле:

H% = ((m2 – m1)/m1) ∙ 100,

где m1 – масса сухого образца; m2 – масса набухшего 
образца.

Исследование высвобождения МЗ из матриц на 
основе соответствующих ИПЭК производилось на 
приборе DFZ  II (ERWEKA, Германия) по методу «Про-
точная ячейка» в среде, имитирующей голодный желу-
док (0,1  М НСl; рН 1,2; 37 ± 0,5  °С), при скорости пото-
ка 4 мл/мин в закрытом цикле в течение 6 часов. Для 
этого прессовали таблетки, содержащие смесь ИПЭК и 
МЗ, диаметром 8 мм на ручном гидравлическом прес-
се для ИК-спектроскопии (PerkenElmer, США) при дав-
лении 2,45 MПа. Оценка количества высвободивше-

гося МЗ проводилась УФ-спектрофотометрически на 
приборе Lambda 25 (PerkinElmer, США) при длине вол-
ны 274 нм.

Адгезия ИПЭК исследовалась на анализато-
ре текстуры TA.XTplus (Stable Micro Systems, Велико-
британия), в качестве субстрата использовали ком-
пакты муцина диаметром 13 мм, полученные путем 
прессования на ручном гидравлическом прессе для 
ИК-спектроскопии (PerkinElmer, США) при давлении 
2,45 MПа.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для исследуемых систем ранее было изучено по-

ведение в средах, имитирующих условия различных 
отделов желудочно-кишечного тракта (ЖКТ) [5, 6]. Для 
того, чтобы оценить возможность применения иссле-
дуемых ИПЭК в гастроретентивных системах контро-
лируемой доставки ЛВ была проведена оценка набу-
хающей способности матриц на основе данных ИПЭК 
в условиях, имитирующих голодный желудок (0,1  М 
раствор хлористоводородной кислоты, рН 1,2), в тече-
ние 6 ч. Как видно из результатов, представленных на 
рисунках 1 и 2, матрицы на основе ИПЭК 1 дезинтегри-
ровались после пребывания в среде с рН 1,2 в течение 
4 часов, матрицы на основе ИПЭК 4 в течение 3 часов 
растворяются в кислой среде. В то же время матрицы 
на основе ИПЭК 2 и ИПЭК 3 сохраняют свою форму в 
течение всего эксперимента с образованием набухаю-
щего гидрогелевого слоя и характеризуются доволь-
но высокими значениями степени набухаемости (око-
ло 1000 %). Различное поведение матриц на основе 
изучаемых ИПЭК связано со структурными изменени-
ями, происходящими во время пребывания образцов 
в кислой среде, что ранее было доказано в работах 
Р. И. Мустафина и др. [5, 6].

Рисунок 1. Визуальные изменения, происходящие с матрицами ИПЭК в среде, имитирующей условия голодного желудка (0,1 М 
HCl, рН 1,2)

Figure 1. Visible changes in the external appearance of IPEC matrices in the medium mimicking fasted stomach (0.1 M HCl, pH 1.2)
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С целью предопределения возможности исполь-
зования изучаемых ИПЭК в биоадгезивных гастроре-
тентивных системах была проведена оценка биоадге-
зии образцов ИПЭК на компактах муцина в сравнении 
с индивидуальными сополимерами (таблица 2). 

Таблица 2. Сравнительная характеристика  
биоадгезивной способности ИПЭК  
и индивидуальных сополимеров

Table 2. Comparative assessment of bioadhesive ability  
of IPEC and individual copolymers

Образец Сила отрыва (Н) Работа адгезии (Н)

Eudragit® EPO 0,499 ± 0,490 1,075 ± 0,040

Eudragit® L 100 0,230 ± 0,070 0,459 ± 0,170

Eudragit® L 100-55 0,607 ± 0,140 1,029 ± 0,390

ИПЭК 1 0,285 ± 0,180 2,133 ± 0,180

ИПЭК 2 0,706 ± 0,010 1,448 ± 0,120

ИПЭК 3 0,673 ± 0,234 0,708 ± 0,122

ИПЭК 4 0,744 ± 0,353 1,096 ± 0,111

Образцы ИПЭК характеризуются более высокой 
работой адгезии по сравнению с индивидуальными 
сополимерами. Как известно, в структуре муцина име-
ются остатки сиаловых кислот [9, 10], с которыми, 
предположительно, и происходит взаимодействие 
ИПЭК по дефектным участкам, содержащим ионизи-
рованные диметиламино группы Eudragit® EPO.

Для оценки транспортных свойств исследуемых 
ИПЭК в качестве модельного ЛВ использовали метро-
нидазол, применяемый в комплексной терапии язвен-
ной болезни желудка для эрадикации Helicobacter 
pylori [11, 12].

Профили высвобождения метронидазола из мат- 
риц на основе ИПЭК приведены на рисунке 3. Для 
матриц на основе ИПЭК 2 и ИПЭК 3 характерно быст- 
рое достижение максимальной концентрации ЛВ, выс-
вободившегося в среду растворения за короткий про-
межуток времени (45 % и 70 % соответственно), с по-
следующим выходом профиля высвобождения на 
«плато». Следует отметить, что образцы данных ИПЭК 

характеризуются наиболее высокими значениями на-
бухающей способности (рисунок 2). Высвобождение 
ЛВ из матрицы на основе ИПЭК 1 происходит медлен-
но за первый час эксперимента (не более 10 %) с по-
следующим увеличением скорости и достижением 
концентрации высвободившегося вещества равной 
концентрации высвободившегося ЛВ из матрицы на 
основе ИПЭК 2. Иной профиль высвобождения МЗ 
обеспечивает матрица на основе образца ИПЭК 4 – 
происходит медленное постепенное высвобожде-
ние ЛВ во времени с достижением 50 % за 6 часов 
эксперимента.

Для оценки механизма, лежащего в основе про- 
цесса высвобождения МЗ из поликомплексных мат- 
риц, было проведено математическое моделиро-
вание высвобождения с использованием уравне-
ния Korsmeyer-Peppas [13]. Результаты для образцов 
ИПЭК 1 и ИПЭК 4 представлены в таблице 3 (в случае 
образцов ИПЭК 2 и ИПЭК 3 показана низкая корреля-
ция результатов с уравнением Korsmeyer-Peppas, дан-
ные не представлены).

Таблица 3. Результаты математического моделирования  
метронидазола из матриц на основе ИПЭК

Table 3. Results of mathematic modeling of metronidazole  
release from IPEC matrices 

ИПЭК 1 ИПЭК 4

Экспонента 
высвобождения 0,50 ± 0,14 0,70 ± 0,03

Константа 
высвобождения 27,35 ± 5,50 14,57 ± 0,74

R2 0,8272 0,9929

Механизм 
высвобождения

диффузия по закону 
Фика

«аномальный» 
транспорт

Как видно, высвобождение МЗ из матриц на осно-
ве ИПЭК 1 происходит в соответствии с диффузией по 
закону Фика, то есть движущей силой является набу-
хание матрицы в среде растворения, в то время как 
из матрицы на основе ИПЭК 4 МЗ высвобождается по 
аномальному транспортному механизму, когда выход 

Рисунок 2. Профили поведения матриц на основе ИПЭК в сре-
де, имитирующей условия голодного желудка (0,1 М HCl, 
рН 1,2)

Figure 2. IPEC matrix behavior profiles in the medium mimicking 
fasted stomach (0.1 М HCl, рН 1.2)

Рисунок 3. Профили высвобождения метронидазола из мат- 
риц на основе ИПЭК в среде, имитирующей условия голодного 
желудка (0,1 М HCl, рН 1,2)

Figure 3. Release profiles of metronidazole from IPEC matrices in 
the medium mimicking fasted stomach (0.1 М HCl, рН 1.2)
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ЛВ обеспечивается не только набуханием матрицы, 
но и эрозией. Этим и объясняется тот факт, что про-
филь высвобождения из ИПЭК 4 имеет совершенно 
иной характер по сравнению с профилями остальных 
ИПЭК, а также, что, несмотря на разрушение матри-
цы ИПЭК 4, не нагруженной ЛВ, в среде с рН 1,2 за 4 ча-
са, данный образец обеспечивает высвобождение МЗ 
в течение 6 часов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, исследуемые образцы ИПЭК ха-

рактеризуются биоадгезивными свойствами и спо-
собностью обеспечивать пролонгированное высво-
бождение метронидазола в среде, имитирующей 
среду желудка (0,1 М раствор HCl с рН 1,2), при этом 
ИПЭК  3 является перспективным для использова-
ния в качестве носителя для гастроретентивных 
биоадгезивных систем контролируемой доставки 
метронидазола.
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Резюме
Введение. В последние годы вещества, извлекаемые из растительного сырья, находят самое широкое применение в фармацевтической, 
косметической и пищевой промышленности. Такие вещества используются в качестве растворов, сухих экстрактов для изготовления 
лекарственных препаратов, БАДов, косметических кремов, пищевых добавок в различных видах – таблеток, капсул, растворов, 
гранулированных порошков. Извлечения ценных веществ из растительного сырья производится с помощью процесса экстрагирования, 
который осуществляется различными методами и в аппаратах различной конструкции. Ранее было проведено сравнительное исследование 
экстрагирования диосцина из пажитника сенного различными методами: в аппаратах с мешалкой; в ультразвуковом поле; сверхкритической, 
флюидной СО2 экстракцией и в виброкавитационном гомогенизаторе. Показано, что наиболее эффективным методом является 
экстрагирование, осуществляемое в виброкавитационном гомогенизаторе.
Цель. Целью данной работы является изучение экстрагирования в виброкавитационном гомогенизаторе для определения коэффициентов 
массоотдачи как внешней диффузии, так и внутри частицы для оценки длительности процесса экстрагирования при заданной степени 
извлечения диосцина. 
Материалы и методы. Экспериментальное изучение извлечения ценных компонентов из растительного сырья проводилось на 
лабораторной установке с виброкавитационным гомогенизатором периодического действия. В качестве сырья были использованы 
семена пажитника сенного, экотип Марокко, приобретенных в фирме Фитокаса г. Касабланка (Марокко). Товароведческий анализ показал 
соответствие сырья требованиям ГФ XIV издания. В качестве экстрагентов использовали водные растворы этанола с концентрацией спирта 
40, 50, 60, 70, 80 и 90 %. В основу анализа кинетики процесса легли известные представления о механизме массопереноса, принятые в теории 
экстрагирования.
Результаты и обсуждение. Анализ полученных результатов показывает, что скорость вращения ротора значительно интенсифицирует 
процесс. Кроме того, влияние скорости вращения ротора наиболее существенно проявляется на начальном этапе процесса, когда 
экстрагированию подвергаются поверхностные слои частиц растительного сырья. Так же было установлено, что сопротивление 
массопереносу внутри частиц существенно возрастает по мере приближения к завершающей стадии процесса, а с повышением частоты 
вращения ротора, увеличивается, особенно на начальной стадии процесса, что связано с интенсивностью кавитации и ослабления ее 
воздействия по мере углубления процесса во внутрь частиц.
Заключение. Полученные зависимости необходимы для определения продолжительности процесса экстрагирования в периодическом 
режиме или среднего времени пребывания семян в рабочем объеме при организации процесса в непрерывном режиме.

Ключевые слова: диосцин, пажитник, водно-спиртовой раствор, смешанная кинетика, коэффициенты массоотдачи. 
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Abstract
Introduction. In recent years, substances extracted from plant materials have been widely used in the pharmaceutical, cosmetic and food industries. 
Such substances are used as solutions, dry extracts for the manufacture of medicines, dietary supplements, cosmetic creams, food additives in various 
forms – tablets, capsules, solutions, granular powders. The extraction of valuable substances from plant materials is carried out using the extraction 
process, which is carried out by various methods and in apparatuses of various designs. Earlier, a comparative study of the extraction of dioscin from 
fenugreek by various methods was carried out: in devices with a stirrer, in an ultrasonic field, supercritical, fluid CO2 extraction, and in a vibro-cavitation 
homogenizer. It is shown that the most effective method is the extraction carried out in a vibrocavitation homogenizer.
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Aim.To analyze the kinetics of the extraction of dioscin from fenugreek seeds, to determine the optimal values of the required degree of grinding of 
the raw materials, working temperature, the concentration of ethyl alcohol in the solution and the rotational speed of the rotor of the vibrocavitation 
homogenizer. Determine the effective mass transfer coefficient responsible for the intensity of mass transfer inside the particles.
Materials and methods. An experimental study of the extraction of valuable components from plant materials was carried out in a laboratory unit 
with a vibrocavitation homogenizer of periodic action. As raw materials were used seeds of hay fenugreek, ecotype of Morocco, acquired in the 
company Fitokasa, Casablanca (Morocco), which we used for research. Commodity analysis showed that raw materials comply with the requirements 
of the State Pharmacopoeia XIVth edition. As extractants, aqueous solutions of ethanol with an alcohol concentration of 40, 50, 60, 70, 80, and 90 %. 
The analysis of the kinetics of the process was based on the following ideas. Extraction begins with the surface of the particles of plant material. As 
the extracted component moves into the volume of the solution, the extractant penetrates into the internal pores of the particles, and the surface 
on which the extractant and the extracted component interact is gradually shifted into the individual particles. In this case, the resistance to mass 
transfer in the region between the specified surface and the outer surface of the particle increases over time.
Results and discussion. An analysis of the results shows that the rotor speed significantly intensifies the process. In addition, the influence of the 
rotor speed is most pronounced at the initial stage of the process, when the surface layers of particles of plant material are extracted. It was also 
found that the resistance to mass transfer inside particles increases significantly as it approaches the final stage of the process, and with an increase 
in the rotor speed, it increases, especially at the initial stage of the process, which is associated with the intensity of cavitation and the weakening of 
its effect as the process deepens inward particles.
Conclusions. The obtained dependences are necessary to determine the duration of the extraction process in a batch mode, or the average residence 
time of seeds in the working volume when organizing the process in a continuous mode.

Keywords: dioscin, fenugreek, water-alcohol solution, combined kinetics, mass transfer coefficients.
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ВВЕДЕНИЕ
В последние годы вещества, извлекаемые из рас-

тительного сырья, находят самое широкое примене-
ние в фармацевтической, косметической и пищевой 
промышленности. Такие вещества используются в ка-
честве растворов, сухих экстрактов для изготовле-
ния лекарственных препаратов, БАДов, косметических 
кремов, пищевых добавок в различных видах – табле-
ток, капсул, растворов, гранулированных порошков. 

Извлечения ценных веществ из растительного сы-
рья производится с помощью процесса экстрагирова-
ния, который осуществляется различными методами 
и в аппаратах различной конструкции. Ранее [1] бы-
ло проведено сравнительное исследование экстраги-
рования диосцина из пажитника сенного различными 
методами: в аппаратах с мешалкой; в ультразвуковом 
поле; сверхкритической, флюидной СО2 экстракцией 
и в виброкавитационном гомогенизаторе. Показано, 
что наиболее эффективным методом является экстра-
гирование, осуществляемое в виброкавитационном 
гомогенизаторе. 

Объектом нашего исследования были выбра-
ны извлечения из семян пажитника сенного (лат. 
Trigonella foenum-graecum сем. Fabaceae), полученные 
различными методами экстракции. Семена пажитни-
ка сенного часто использовались в лечебных целях как 
ветрогонное, слабительное, отхаркивающее средст- 
во и применялись для лечения заболеваний желу-
дочно-кишечного тракта. Отвары из семян пажитника 
применяли при повышение температуры тела, боли в 

горле, при ранах и язвах, опухание желез, раздраже-
ние кожи, бронхите и диабете. 

Целью данной работы является изучение экст- 
рагирования в виброкавитационном гомогенизато-
ре для определения коэффициентов массоотдачи как 
внешней диффузии, так и внутри частицы для оценки 
длительности процесса экстрагирования при задан-
ной степени извлечения диосцина. 

Для создания кавитации в жидкости необходимо 
создать растягивающие напряжения, которые могут 
вызвать локальные разрывы ее сплошности.

Присутствие в жидкости твердых частиц может 
служить ядром возникновения кавитации, что сущест- 
венно интенсифицирует процесс экстрагирования в 
таком аппарате.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальное изучение извлечения цен-

ных компонентов из растительного сырья проводи-
лось на лабораторной установке с виброкавитацион-
ным гомогенизатором периодического действия. На 
данном аппарате изучали процесс экстрагирования и 
нарабатывали опытные партии продукта. В качестве 
сырья использованы семена пажитника сенного, эко-
тип Марокко, приобретенных в фирме Фитокаса г. Ка-
сабланка (Марокко). Товароведческий анализ показал 
соответствие сырья требованиям ГФ XIV издания [10]. 
В качестве экстрагентов использовали водные раст- 
воры этанола с концентрацией спирта 40, 50, 60, 70, 
80 и 90 %.
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Виброкавитационный гомогенизатор представ-
ляет лабораторный образец аппарата, изготовленно-
го в СПбГТИ (ТУ), состоящий из статора и ротора, вра-
щающегося с высокой скоростью [3, 4]. 

Работа аппарата осуществляется следующим 
образом.

Суспензия, представляющее собой смесь экстра-
гента с предварительно неизмельченными семена-
ми пажитника сенного размером 1–2 мм и предвари-
тельно подогретая до температуры 60 °С, загружалась 
в стакан 7, в количестве 0,2 литра, затем включался 
электродвигатель и сырье обрабатывалось при задан-
ной частоте вращения, а пробы для анализа отбира-
лись через каждые 10 минут. В течение опыта разогрев 
обрабатываемого сырья составлял несколько граду-
сов, поэтому не оказывал существенного влияния на 
изменение вязкости среды. Каждый опыт проводился 
в течение 60 минут. Результаты опытов представлены 
на рисунках 2–5. В процессе экстрагирования происхо-
дило измельчение семян до среднего размера поряд-
ка 130 мкм. Причем этот размер достигался достаточ-
но быстро – в течение 5–10 минут и затем практически 
не изменялся во времени всего опыта. Очевидно, что 
это связано с постоянством зазора между статором и 
ротором виброкавитационного гомогенизатора. Не-
обходимо отметить, что при экстрагировании другими 
методами – в аппаратах с мешалкой; с использованием  

ультразвука и низкотемпературной СО2  – экстрак- 
цией  [1] дисперсный состав семян пажитника также 
подвергался измельчению и средний размер частиц 
во всех опытах был близким к указанному. Это позво-
ляет проводить сравнение различных методов экст- 
рагирования по эффективности друг с другом. Кроме 
того, результаты эксперимента показали, что наиболь-
ший выход целевого компонента (диосцина) был при 
концентрации этанола в растворе 60 %, поэтому даль-
нейший анализ проводился по результатам опытов с 
этой концентрацией этанола в растворе.

В основу анализа кинетики процесса легли следу-
ющие далее представления [5]. Экстрагирование на-
чинается с поверхности частиц растительного сырья. 
По мере перехода в объем раствора экстрагирован-
ного компонента экстрагент проникает во внутренние 
поры частиц, и поверхность, на которой происходит 
взаимодействие экстрагента извлекаемого компо-
нента, постепенно смещается внутрь отдельной части-
цы. При этом сопротивление массопереносу в области 
между указанной поверхностью и наружной поверх-
ностью частицы с течением времени возрастают. Если 
через βв(t) обозначить эффективный коэффициент мас-
соотдачи через эту область, то поток экстрагируемо-
го компонента j(t), отнесенный к единице поверхности 
частицы, может быть выражен с помощью уравнения 
массоотдачи:

j(t) = βв(t)[Cн – Сгр(t)], (1)

где Cн – концентрация извлекаемого компонента у по-
верхности взаимодействия реагентов, равная кон-
центрации насыщенного раствора; Сгр – концентра- 
ция извлекаемого компонента на поверхности час- 
тицы. Тот же удельный массовый поток j(t) может быть 
выражен через уравнение массоотдачи, записанное 
для внешнего диффузионного пограничного слоя 
частицы:

j(t) = βн[Сгр(t) – С(t)]. (2)

Здесь βн – коэффициент массоотдачи от поверх-
ности частицы в объем раствора, зависящий только 
от гидродинамических условий в аппарате; С(t) – кон-
центрация извлекаемого компонента в объеме раст- 
вора. Исключая из соотношений (1) и (2) концентрацию 
на границе Сгр(t) для удельного потока имеем:
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Отсюда видно, что скорость экстрагирования 
убывает с течением времени как за счет уменьше-
ния движущей силы массопередачи, так и за счет 
увеличения диффузионного сопротивления внутри 
частицы. Именно массоперенос внутри частицы, в 
конечном счете, определяет продолжительность 
процесса экстрагирования при заданной степени 
извлечения.

Рисунок 1. Схема виброкавитационного гомогенизатора:

1 – крышка; 2 – втулка; 3 – статор; 4 – крыльчатка; 5 – ротор; 6 – 
нижняя втулка; 7 – стакан; 8 – втулка сальниковая; 9 – проклад-
ка; 10 – заглушка

Figure 1. Scheme of vibrocavitation homogenizer:

1 – cover; 2 – sleeve; 3 – stator; 4 – impeller; 5 – rotor; 6 – lower 
sleeve; 7 – a glass; 8 – stuffing box; 9 – gasket; 10 – stub
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Величина удельного потока j(t) может быть выра-
жена также через скорость изменения концентрации 
С(t) в объеме суспензии:

j t
V
S

dC t
dt

( )
( )

,= (4)

где S – суммарная поверхность всех частиц в суспен-
зии; V – ее объем. Из (3) и (4) вытекает соотношение для 
коэффициента массоотдачи βв(t) [6]:

1

н
в

н

( ) 1
β ( ) .

( )
C C t

t
V dC t
S dt

β

−
 
 −

= − 
 
  

(5)

Из полученного соотношения следует, что о внут- 
ри диффузионной кинетике процесса экстрагирова-
ния, которая характеризуется коэффициентом βв(t), 
можно однозначно судить исходя из поведения кине-
тической кривой С(t).

На рисунке 2 приведены экспериментальные кри-
вые, иллюстрирующие зависимость концентрации 
диосцина С(t) от времени в растворе при различной 
частоте вращения ротора. Эти кинетические зависи-
мости непосредственно используются для расчета ко-
эффициента массоотдачи βн(t) по соотношению (5).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Анализ полученных результатов показывает, что 

скорость вращения ротора значительно интенсифи-
цирует процесс. Кроме того, влияние скорости вра-
щения ротора наиболее существенно проявляется на 
начальном этапе процесса, когда экстрагированию 
подвергаются поверхностные слои частиц раститель-
ного сырья. 

По известной зависимости С(t), используя соотно-
шение (5), можно количественно оценить уменьшение 
интенсивности экстрагирования по мере протекания 
процесса. Предварительно была определена концент- 
рация насыщенного раствора диосцина при рабочей 
температуре, она составила 100 г/л. Кроме того, для 
расчета необходимо определить суммарную поверх-
ность частиц и коэффициент массоотдачи через внеш-
ний диффузионный слой. 

Учитывая, что в аппарате такого типа имеет место 
образование интенсивных турбулентных пульсаций, 
то для расчета коэффициента внешней массоотдачи 
использовалась известная критериальная зависи-
мость βн от плотности диссипации энергии в переме-
шиваемой массе суспензии [7]:

0,25 0,75
н обβ 0,267(ε ν) ,rP−= (6)

где εоб = N/(ρcV); N – мощность, затрачиваемая на из-
мельчение и перемешивание суспензии (значение N 
определялось в процессе эксперимента с помощью 
преобразователя частоты); ρc – плотность суспензии; 
V  – объем суспензии (в опытах он не изменялся и 
был 0,2 л); ν – коэффициент кинематической вязкости 
суспензии; Pr = ν/D – критерий Прандтля; D – коэффи-
циент молекулярной диффузии диосцина, определял-
ся расчетным путем [8] и составил 2,39 ∙ 10-8 м2/с. Вели-
чина коэффициента βн при частотах вращения ротора 
1000, 3000 и 5000 об/мин, рассчитанная по выраже-
нию (6), составила соответственно 2,14 ∙ 10-3, 2,33 ∙ 10-3 и 
2,61 ∙ 10-3 м/с. 

Для определения суммарной поверхности частиц, 
участвующей в опытах, проведен анализ дисперсного 
состава шрота. В результате статистического анализа, 
полученного распределения частиц, был определен 
средний размер частиц (как математическое ожида-
ние случайной величины), который составил 0,13 мм. 

Средняя поверхность одной частицы связана со-
ответственно со вторым моментом случайной ве-
личины d [9]. В опытах использовалась навеска се-
мян массой М = 10 г при объеме суспензии V = 0,2  л. 
Истинная плотность шрота (измельченных семян)  
1,21 г/см3. С учетом приведенных значений суммарная 
поверхность частиц в суспензии S составила 0,331 м2. 
Наконец, концентрация насыщенного раствора дио-
сцина при температуре 60 °С равна 100 г/л. Расчет по 
соотношению (5) с использованием всех выше пере-
численных значений позволил количественно оценить 
поведение эффективного коэффициента внутренней 
массоотдачи βв(t) в зависимости от времени выщела-
чивания при различной частоте вращения ротора. Ри-
сунок 3 иллюстрирует указанные зависимости. Анализ 
этих результатов показывает, что сопротивление мас-
сопереносу внутри частиц существенно возрастает по 
мере приближения к завершающей стадии процесса, 
а с повышением частоты вращения ротора, увеличи-
вается, особенно на начальной стадии процесса, что 

Рисунок 2. Зависимость от времени концентрации диосци-
нав 60 % растворе этанола при различной частоте вращения 
ротора: 

 – n = 1000 об/мин; ∆ – n = 3000 об/мин;  – n = 5000 об/мин

Figure 2. Time-dependent concentration of dioscin in a 60 % 
ethanol solution at different rotor speeds: 

 – n = 1000 rpm; Δ – n = 3000 rpm;  – n = 5000 rpm
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связано с интенсивностью кавитации и ослабления ее 
воздействия по мере углубления процесса во внутрь 
частиц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные зависимости необходимы для опре-

деления продолжительности процесса экстрагирова-
ния в периодическом режиме или среднего времени 
пребывания семян в рабочем объеме при организа-
ции процесса в непрерывном режиме. Кроме того, с 
их помощью может быть установлена целесообразная 
степень извлечения диосцина из семян пажитника. От-
метим также, что изложенный подход может быть при-
менен при изучении кинетики экстрагирования цен-
ных компонентов из любого растительного сырья при 
условии, что кинетика извлечения носит внутри диф-
фузионный или смешанный характер. 

ЛИТЕРАТУРА
1.	 Белокуров С. С., Флисюк Е. В., Наркевич И. А., Лужанин В. Г., Ши-

лов С. В., Новикова К. О. Сравнительный анализ перспективных 
методов экстрагирования для получения извлечений из семян 
пажитника сенного. Разработка и регистрация лекарственных 
средств. 2019; 8(3): 47–53. 

2.	 Фролов В. Ф., Флисюк О. М. Процессы и аппараты химической 
технологии. СИНТЕЗ. 2008: 468. 

3.	 Пименов Ю. А. Виброкавитационный смеситель-гомогениза-
тор пат. – 2131761 Рос. Федерация; рег. № 98105553/25; заявл. 
25.03.1998; опубл. 20.06.1999.

4.	 Лисицын Н. В., Лебедской-Тамбиев М. А., Флисюк О. М. Экспе-
риментальное исследование получения водоэмульсионно-
го топлива на основе нефтесодержащих отходов. Известия  
СПБГТИ (ТУ). 2014; 27(53): 56–58.

5.	 Романков П. Г., Курочкина М. И. Экстрагирование из твердых 
материалов. Химия. 1983: 256. 

6.	 Флисюк О. М., Марцулевич Н. А., Круковский О. Н., Марков А. С., 
Гришин В. В. Кинетика кислотного выщелачивания марганцевой 
руды Тыньинского месторождения. Известия СПБГТИ (ТУ). 2017; 
41(67): 94–97.

7.	 Романков П. Г., Фролов В. Ф., Флисюк О. М. Массообменные про-
цессы химической технологии. ХИМИЗДАТ. 2011: 440. 

8.	 Романков П. Г., Фролов В. Ф., Флисюк О. М. Методы расчета про-
цессов и аппаратов химической технологии. ХИМИЗДАТ. 2009: 543.

9.	 Тихонов А. Н., Уфимцев М. В. Статистическая обработка резуль-
татов экспериментов. Изд-во МГУ. 1988: 174. 

10.	 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. 
Т. 2. – М.: МЗРФ. 2018: 7019. 

REFERENCES
1.	 Belokurov S. S., Flisyuk E. V., Narkevich I. A., Lujanin V. G., Shilov S. V., 

Novikova K. O. Comparative analysis of promising extraction methods 
for obtaining extracts from hay fenugreek seeds. Drug development 
& registration. 2019; 8(3): 47–53 (in Russ.).

2.	 Frolov V. F., Flisyuk O. M. Processes and devices of chemical technology. 
SYNTHESIS. 2008: 468 (in Russ.).

3.	 Pimenov Yu.A. Vibro-cavitationmixer-homogenizer: Pat. – 2131761 
Rus. Federation; reg. No. 98105553.25; declared 03.25.1998; publ. 
06.20.1999 (in Russ.).

4.	 Lisitsyn N. V., Lebedskoy-Tambiev M. A., Flisyuk O. M. An 
experimental study of the production of aqueous emulsion fuels 
based on oily waste. Proceedings of SPBGTI (TU). 2014; 27(53): 56–
58 (in Russ.).

5.	 Romankov P. G., Kurochkina M. I. Extraction from solid materials.  
Chemistry. 1983: 256 (in Russ.).

6.	 Flisyuk O. M., Martsulevich N. A., Krukovsky O. N., Markov A. S., 
Grishin V. V. Kinetics of acid leaching of manganese ore of Tyninsky 
deposit. Proceedings of SPBGTI (TU). 2017; 41(67): 94–97 (in Russ.).

7.	 Romankov P. G., Frolov V. F., Flisyuk O. M. Mass transfer processes of 
chemical technology. HIMIZDAT. 2011: 440. (in Russ.).

8.	 Romankov P. G., Frolov V. F., Flisyuk O. M. Methods for calculating 
processes and apparatuses of chemical technology. HIMIZDAT. 2009: 
543. (in Russ.).

9.	 Tikhonov A. N., Ufimtsev M. V. Statistical processing of experimental 
results. Publishing house MGU. 1988: 174. (in Russ.).

10.	 State Pharmacopoeia of the Russian Federation. XIV ed. V. 2. – M.: 
MZRF. 2018: 7019. (in Russ.).

Рисунок 3. Зависимость эффективного коэффициента массо-
отдачи внутри частицы от времени экстрагированиядиосци-
на в 60 % растворе этанола при различной частоте вращения 
ротора: 

 – n = 1000 об/мин; ∆ – n = 3000 об/мин;  – n = 5000 об/мин

Figure 3. The dependence of the effective mass transfer coefficient 
inside the particle on the time of extraction of dioscin in a 60 % 
ethanol solution at different rotor speeds: 

 – n = 1000 rpm; Δ – n = 3000 rpm;  – n = 5000 rpm
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Резюме
Введение. Одним из требований, предъявляемых к трансбуккальным системам доставки лекарственных веществ (ЛВ), является проявление 
мукоадгезивных свойств носителя, обеспечивающего удерживание на слизистой продолжительное время с постепенным высвобождением 
включенного ЛВ. Следует отметить, что одним из преимуществ буккальных систем по сравнению с пероральными, является отсутствие 
эффекта «первого прохождения» через печень.
Цель. Провести физико-химическое и фармацевтическое исследование интерполиэлектролитного комплекса (ИПЭК), полученного на основе 
полимеров фармацевтического назначения Eudragit® ЕРО и Noveon® AA-1, в сравнении с физической смесью и индивидуальными полимерами, 
в качестве мукоадгезивной системы доставки метронидазола для лечения заболеваний рта.
Материалы и методы. Полученные на основе пары полимеров фармацевтического назначения (Eudragit® ЕРО и Noveon® AA-1) два образца 
ИПЭК были охарактеризованы по данным элементного анализа, ИК-спектроскопии и дифференциальной сканирующей калориметрии с 
моделируемой температурой (мДСК) в сравнении с индивидуальными полимерами и их физическими смесями. Изучение набухающей 
способности, биоадгезии и высвобождение проводилось в среде, имитирующей искусственную слюнную жидкость (рН 7,0) при температуре 
37 ± 0,1 °С. Мукоадгезия образцов полимеров и ИПЭК исследовалась на анализаторе текстуры TA.XTplus (Stable Micro Systems, Великобритания).
Исследование высвобождения метронидазола (МД) из матриц на основе соответствующих ИПЭК производилось на приборе CE 7Smart 
(Sotax, Швейцария) по методу «проточная ячейка» при скорости потока 20 мл/мин в открытом цикле в течение 5 часов. Оценка количества 
высвободившегося МД проводилась УФ-спектрофотометрически на приборе Lambda 25 (PerkinElmer, США) при длине волны 319 нм. 
Результаты и обсуждение. В результате проведенных исследований по изучению физико-химических и фармацевтических свойств 
подобран оптимальный состав поликомплексного носителя (ИПЭК 2) на основе Eudragit® ЕРО и Noveon® AA-1, который характеризуется 
требуемыми биоадгезивными свойствами и способностью обеспечивать контролируемое высвобождение ЛВ из таблетированной матрицы 
(при соотношении МД/ИПЭК-2 1:0,5) в условиях, имитирующих среду рта, что обеспечивает необходимый режим трансбуккальной доставки 
метронидазола в соответствии с диффузией по закону Фика. 
Заключение. ИПЭК 2 является перспективным для использования в качестве носителя для трансбуккальной контролируемой доставки 
метронидазола.

Ключевые слова: интерполиэлектролитные комплексы, трансбуккальные системы доставки, Eudragit®, Noveon®, метронидазол, мукоадгезия, 
контролируемая доставка лекарственных веществ. 
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Abstract
Introduction. One of the well-known requirements for buccal drug delivery systems is the demonstration of mucoadhesive properties of the carrier, 
ensuring retention on the mucosa for a long time with the gradual release of the included drug. It should be noted that one of the advantages of 
buccal systems compared with oral ones is the absence of the «first pass effect» through the liver.
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Aim. To carry out a physicochemical and pharmaceutical research of the interpolyelectrolyte complex (IPEC), obtained on the basis of pharmaceutically 
acceptable polymers – Eudragit® EPO and Noveon® AA-1, in comparison with the physical mixture and individual polymers, as a mucoadhesive delivery 
system of metronidazole for the treatment of periodontal diseases.
Materials and methods. Obtained on the basis of a pair of pharmaceutical polymers (Eudragit® EPO and Noveon® AA-1), two IPEC samples were 
characterized by elemental analysis, FTIR spectroscopy, and modulated temperature differential scanning calorimetry (mDSC) in comparison with 
individual polymers and their physical mixtures. The study of swelling ability, bioadhesion and release was carried out in a medium simulating 
artificial salivary fluid (pH 7.0) at a temperature of 37 ± 0.1 °C. Mucoadhesion of polymer samples and IPEC was studied using a TA.XTplus texture 
analyzer (Stable Micro Systems, UK). The release of metronidazole (MD) from matrices based on the developed IPEC was studied on a CE 7Smart 
USP 4 apparatus (Sotax, Switzerland) using the Flow Trough Cell method at a speed a flow of 20 ml/min in an open cycle within 5 hours. The amount 
of released MD was estimated by UV spectrophotometry on a Lambda 25 instrument (PerkinElmer, USA) at a wavelength of 319 nm.
Results and discussion. As a result of studies on the physicochemical and pharmaceutical properties, there was selected the optimal composition of a 
polycomplex carrier (IPEC 2) based on Eudragit® EPO and Noveon® AA-1, which is characterized by the required bioadhesive properties and the ability 
of providing controlled release of drug from the tablet matrix (with weight ratio MD/IPEC-2 1:0.5) in conditions mimicking oral cavity environment, 
which provides the necessary mode of buccal delivery of metronidazole in accordance with Fick's law of diffusion.
Conclusion. IPEC 2 is a perspective for use as carrier for buccal controlled delivery of metronidazole.

Keywords: interpolyelectrolyte complexes, buccal delivery systems, Eudragit®, Noveon®, metronidazole, mucoadhesion, controlled drug delivery.
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка новых уникальных носителей лекарст- 

венных веществ (ЛВ), представляющих собой интер-
полиэлектролитные комплексы (ИПЭК), полученные 
из полимеров фармацевтического назначения, об-
ладающие выраженными биоадгезивными свойства-
ми, является перспективным направлением фарма-
цевтической технологии [1]. Под мукоадгезивными 
свойствами носителя понимают способность систе-
мы доставки на его основе закрепиться на биологи-
ческой поверхности, например на слизистых оболоч-
ках. Преимущества мукоадгезивных систем связано 
с продлением времени пребывания системы в месте 
всасывания ЛВ. Тесный контакт мукоадгезивной сис- 
темы доставки со слизистой оболочкой рта генери-
рует, как известно, больший градиент концентрации, 
таким образом увеличивая скорость проникнове-
ния ЛВ [2–6]. Ранее нами была показана перспектив-
ность интерполимерных сочетаний различных ти-
пов полианионных полимеров Carbopol® (карбополы, 
карбомеры, карбоксивиниловые полимеры, редкос-
шитые полимеры полиакриловой кислоты) и сополи-
мера поликатионного характера – Eudragit® ЕРО как 
для доставки диклофенака натрия в толстый отдел 
кишечника [7–11], так и в быстродиспергируемых во 
рту системах, содержащих клобетазол [12], предла-
гаемых для лечения различных воспалительных за-
болеваний в гастроэнтерологии или стоматологии 
соответственно. 

Полученные в данном исследовании ИПЭК, со-
стоящие из Noveon® AA-1, характеризующегося вы-
раженными биоадгезивными свойствами, и Eudragit® 
ЕРО, с уже выявленной перспективностью при ис-
пользовании в качестве вспомогательных веществ в 
трансмукозальных системах доставки лекарств в виде  
быстродиспергируемых во рту таблеток, было решено 
изучить и в качестве трансбуккальной системы достав-
ки метронидазола.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Eudragit® EPO – ЕРО (Evonik Röhm GmbH, Герма-

ния)  − терполимер диметиламиноэтилметакрила-
та и нейтральных эфиров метакриловой кислоты, 
Noveon® AA-1 – АА-1 (Lubrizol Advance Materials, США) – 
высокомолекулярный полимер акриловой кислоты 
с аллиловыми эфирами полиспиртов. Исходные по-
лимеры использовались после высушивания под ва-
куумом при температуре 40  °С в течение 7 дней. В 
качестве модельного лекарственного вещества ис-
пользовали метронидазол – МД (Sigma-Aldrich, Бель-
гия). Для исследования биоадгезионных свойств ис-
пользовали муцин, выделенный из желудков свиней 
(тип II) (Sigma-Aldrich, США).

Синтез интерполиэлектролитных комплексов 
на основе сополимеров Eudragit® осуществляли в 
водно-солевой среде. В результате нами было получе-
но два образа EPO/АА-1 (таблица 1).
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Таблица 1. Образцы интерполиэлектролитных комплексов  
на основе полимеров Eudragit® EPO и Noveon® AA-1

Table 1. The samples of interpolyelectrolyte complexes based  
on Eudragit® EPO и Noveon® AA-1 polymers

Условное 
обозначение Полимеры

Соотношение 
полимеров  

в реакционной 
смеси  

(моль/моль)

Состав ИПЭК*
(моль/моль)

ИПЭК-1 ЕРО/АА-1 1:1 1:2 
ИПЭК-2 ЕРО/АА-1 1:0,5 1:1,42 

Примечание: *По данным элементного анализа.
Note: *According to elemental analysis.

Синтез образцов ИПЭК ЕРО/AA-1 проводили при 
двух мольных соотношениях: 1:1 и 1:0,5, по методике, 
опубликованной ранее [12], при длительности прове-
дения интерполиэлектролитной реакции в течение 
7 суток при периодическом перемешивании. Выделен-
ные осадки ИПЭК высушивали при комнатной темпе-
ратуре в течение 2 суток с последующим досушива- 
нием в вакуум-сушильном шкафу (Binder VD 23, Герма-
ния) при температуре 40 °С до постоянной массы. 

Подтверждение образования ИПЭК составов 
ЕРО : АА-1 1:1 и 1:0,5 (по молям) проводили методом 
элементного анализа с использованием анализатора 
Thermo Flash 2000 CHNS/O (Thermo Fisher Scientific, 
Великобритания), а изучение их структурных осо-
бенностей методами ИК-спектроскопии на при-
боре Nicolet iS5 с приставкой однократного НПВО 
Smart  iTR (Thermo Scientific, США) и дифференциаль-
ной сканирующей калориметрии с модулируемой 
температурой (мДСК) на приборе Discovery™  DSC 
(ТА Instruments, США). 

Изучение мукоадгезии и набухаемости таблетиро-
ванных полимерных матриц (без ЛВ), а также высво-
бождение МД из них, проводили при температуре 
37,0 ± 0,1 °С в среде искусственной слюны, имитирую-
щей рот (рН 7,0) и приготовленной по известной ме-
тодике [13].

Мукоадгезию полученных матриц к муциновым 
компактам изучали на анализаторе текстуры TA.XTplus 
(Stable Micro Systems, Великобритания), в качестве 
субстрата использовали компакты муцина диаметром 
13 мм, массой 150 мг, полученные путем прессования 
на ручном гидравлическом прессе для ИК-спектроско-
пии (PerkinElmer, США) при давлении 2,45 MПа.

Изучение набухающей способности таблетиро-
ванных поликомплексных матриц проводили в тече-
ние 5 часов. Таблетки порошка ИПЭК массой 170 мг и 
диаметром 13 мм, полученные путем прессования на 
ручном гидравлическом прессе для ИК-спектроско-
пии (PerkinElmer, США) при давлении 2,45 MПа, погру-
жали в среду объемом 40 мл. Каждые 15 минут про-
водилось взвешивание образцов на аналитических 
весах Vibra (Shinko Denshi Co Ltd., Япония) с точнос- 
тью до 0,0001. Степень набухания (H%) определяли по 
формуле: 

H% = (m2 – m1/m1) ∙ 100,

где m1 – масса сухого образца; m2 – масса набухшего 
образца.

Высвобождение МД проводили на приборе «про-
точная ячейка» CE 7Smart (Sotax, Швейцария) при ско-
рости потока 20 мл/мин в открытом цикле в течение 
5 часов. Оценка количества высвободившегося МД 
проводилась УФ-спектрофотометрически на приборе 
Lambda 25 (PerkinElmer, США) при длине волны 319 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
С целью выявления отличий анализируемых поли-

меров от полученных нами поликомплексов, в сравне-
нии с физическими смесями тех же полиэлектролитов 
в установленных соотношениях нами, был предложен 
метод ИК-спектроскопии и мДСК. 

На ИК-спектрах (рисунок 1) появляется полоса 
поглощения при 1574 см-1, отсутствующая у индиви-
дуальных полимеров и их ФС, которая обусловлена 
образованием ионных связей между карбоксилатны-
ми группами Noveon® AA-1 и протонированными ди-
метиламиногруппами ЕРО [8, 11, 12]. Появление новых 
полос поглощения, ранее отсутствующих у исходных 
полимеров, доказывает образование между ними 
ИПЭК. С целью отличия новой полосы поглощения при 
1574  см-1, вследствие образования межмакромолеку-
лярных ионных связей противоположно заряженных 
полиэлектролитов от их несвязанных ионизирован-
ных групп, нами были получены и сняты ИК-спектры 
специально полученных ионизированных форм иссле-
дуемых полимеров. 

Представленные на рисунке 2 ИК-спектры сви-
детельствуют, что свободные ионизированные кар-
боксильные группы АА-1 (AA-1ion) характеризуют-
ся появлением полосы при 1557 см-1, сдвигающейся в 
случае ФС обоих составов до 1568 см-1, что вполне мо-
жет быть следствием их частичного взаимодействия с  
ионизированным ЕРО (EPOion) в процессе их приготов-
ления. Изменений в ИК-спектрах EPOion, при этом, не 
выявлено. 

По результатам мДСК (рисунок 3) индивидуаль-
ные полимеры имеют различающиеся температуры 
стеклования (Тс) –50,7 °С (ЕРО) и –131,3 °С; Тс поли-
комплексов находятся в пределах между Тс индивиду-
альных полимеров, что совпадает с данными литерату-
ры [12–14]. Следует отметить, что по мере увеличения 
доли термопластичного ЕРО в образцах АА-1/ЕРО, 
прослеживается тенденция к снижению Тс у ИПЭК  2 
(Тс = 118,1  °С) по сравнению с ИПЭК  1 (Тс = 128,2  °С). В 
случае ФС Тс практически полностью совпадают с тако-
выми у индивидуальных полимеров.

Термоанализ ионизированных форм полимеров 
(рисунок 4) показал увеличение в их Тс: –55,4  °С (ЕРО) 
и –197,4 °С (АА-1), куда более выраженное у последне-
го. При анализе ФС на основе AA-1ion – EPOion в обоих  
составах выявлено отсутствие Тс, характерных для  
ионизированных полиэлектролитов с детекцией 
единственных (а не двух, как следовало ожидать) Тс. 
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Рисунок 2. ИК-спектры ионизированных форм полимеров и их физических смесей (ФС), аналогичного состава

Figure 2. FTIR spectra of ionized form of the polymers and its physical mixtures (РМ) with the same compositions
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Рисунок 3. ДСК термограммы анализируемых полимеров, ИПЭК и их физических смесей (ФС), аналогичного состава

Figure 3. DSC thermograms of the analyzed samples of polymers, IPECs and its physical mixtures (PM) with the same compositions
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Figure 1. FTIR spectra of the analyzed samples of polymers, IPECs and its physical mixtures (РМ) with the same compositions
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Таким образом, по данным ИК-спектроскопии и 
мДСК, кроме двух синтезированных ИПЭК (1 и 2), ФС, 
полученные на основе ионизированных форм поли-
меров, так же представляют собой поликомплексы, 
структуры которых хоть и похожи, но, по всей ви-
димости, различны. Подтверждением служат не толь-
ко различие в характеристических полосах образцов 
на ИК-спектрах, но и различающиеся Тс. Интересно от-
метить, что при практически совпадающих Тс, ИПЭК 1 и 
ФС на основе AA-1ion – EPOion 1:1, 128,2 °С и 129,6 °С соот-
ветственно, характеристические полосы и их интен-
сивности на ИК-спектрах различаются. 

Принимая во внимание, что по данным литера-
туры [15–17], ионизированные формы изучаемых се-
мейств полимеров фармацевтического назначения 
(Carbopol® и Eudragit®), характеризуются усилением 
мукоадгезивных свойств, то было бы интересно срав-
нить полученные на их основе матрицы по набуха- 
емости и мукоадгезии с коммерчески выпускаемыми 
(неоинизированными) формами. 

Согласно полученным результатам по набуха- 
емости (рисунок 5), в случае индивидуальных, иони-
зированных форм полимеров и их физических сме-
сей, ожидалось, что с уменьшением доли редкосши-
того компонента (АА-1) в матрицах, степень набухания 
также будет снижается, но, как видно, эта логичная за-
кономерность справедлива далеко не для всех образ-
цов: AA-1ion > ФС AA-1ion – EPOion 1:1 > АА-1 > ФС AA-1 – 
EPO 1:1 (ФС AA-1 – EPO 0,5:1; ФС AA-1ion – EPOion 0,5:1) > 
ИПЭК 1 > ИПЭК 2 > EPOion > EPO. Наиболее интересным 
было сравнить образцы поликомплексов (ИПЭК  1 и 
ИПЭК 2) и ФС на основе ионизированных полимеров, 
которые, согласно проведенному физико-химическо-
му исследованию, также имеют структуру ИПЭК. Оба 
исходных поликомплекса имеют очень различающие-
ся, но мало изменяющиеся во времени профили набу-
хания, при этом ИПЭК 1 превосходит ИПЭК 2 практи-
чески в 4 раза, и сравним у последнего с ЕРО и EPOion. 
Профили же ФС AA-1ion – EPOion по своему характе-

ру не сильно отличаются от содержащих АА-1 (AA-1ion)  
матриц, имеющих тенденцию к выходу на максимум 
в степенях набухаемости к концу эксперимента. Сле-
дует отметить, что выявленная нами схожесть в зна-
чениях Тс ИПЭК 1 и ФС на основе AA-1ion – EPOion 1:1, про-
демонстрировала различие их свойств. Принимая во 
внимание полученные результаты по сравнительно-
му изучению набухаемости и схожесть в профилях ФС 
на основе как ионизированных полимеров, так и не  
ионизированных, мы приняли решение не исследо-
вать ФС AA-1ion – EPOion в последующих тестированиях 
матричных систем с их участием.
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Figure 4. DSC thermograms of ionized form of the polymers and its physical mixtures (РМ) with the same compositions
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Figure 5. IPEC matrix behavior profiles in the mimicking oral cavity 
media
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С целью предопределения возможности исполь-
зования изучаемых ИПЭК в мукоадгезивных трансбук-
кальных системах была проведена оценка биоадгезии 
поликомплексных матриц (ИПЭК 1 и ИПЭК 2) к ком-
пактам муцина в сравнении образцами на основе изу-
чаемой группы полимеров (таблица 2). 

Таблица 2. Сравнительная характеристика  
биоадгезивной способности ИПЭК и изучаемых  
образцов полимеров

Table 2. Comparative assessment of bioadhesive ability  
of IPEC and all other analyzed samples of the polymers

Образец
Сила отрыва F, 

(Н)*
Работа адгезии W, 

(Н ∙ м)**

EPO 9,857 ± 1,512 53,619 ± 7,403

AA-1 5,835 ± 0,342 40,73 ± 11,199

IPEC AA-1/EPO 1:1 9,054 ± 1,003 38,306 ± 11,307

IPEC AA-1/EPO 0,5:1 8,926 ± 1,044 50,421 ± 15,749

PM AA-1 – EPO 1:1 6,688 ± 0,161 23,844 ± 7,146

PM AA-1 – EPO 0,5:1 7,656 ± 0,294 31,859 ± 9,306

AA-1ion 5,801 ± 0,227 37,091 ± 6,309

EPOion 9,284 ± 0,839 81,922 ± 23,222

Примечание: *Н – ньютон; **Н ∙ м – ньютон-метр.
Note: *Н – Newton; **Н ∙ m – Newton meter.

Оба образца ИПЭК характеризуются более вы-
сокой силой отрыва (F) по сравнению с ФС и АА-1. 
Как известно, в структуре муцина имеются остатки 
сиаловых кислот, с которыми, предположительно, 
и происходит взаимодействие ИПЭК по дефектным 
участкам, содержащим ионизированные димети-
ламиногруппы Eudragit® EPO, что подтверждает-
ся максимальной работой адгезии (W) для EPOion.  
Согласно проведенному тестированию биоадгезив-
ных свойств лучшими, с точки зрения работы адге- 
зии, является образец ИПЭК  2, уступающий по  
обоим показателям ЕРО и EPOion. Однако использо-
вание матриц на основе чистого ЕРО сопряжено с 
рядом неудобств, к числу которых относится де-
зинтеграция таблеток на его основе в нейтральных 
средах со значением рН больше 5,0 ввиду потери 
заряда на цепочках макромолекул и последующая 
гидрофобизация его структуры [18].

В этой связи для последующей оценки транспорт-
ных свойств был отобран только образец ИПЭК  2, с 
использованием в качестве ЛВ – метронидазола, при-
меняемого, как известно, в комплексной терапии за-
болеваний рта инфекционного генеза, а также заболе-
ваний пародонта [18].

Профили высвобождения метронидазола из мат- 
рицы на основе ИПЭК 2 AA-1/EPO 0,5:1 с различной до-
лей содержания ЛВ в таблетированной матрице при-
ведены на рисунке 6. 

Для оценки механизма, лежащего в основе про-
цесса высвобождения МД из поликомплексных мат- 
риц на основе ИПЭК-2, было проведено математи- 
ческое моделирование высвобождения с использова-
нием уравнения Korsmeyer-Peppas [19]. Результаты для 
образцов матриц с разным соотношением ЛВ : носи-
тель представлены в таблице 3.

Таблица 3. Результаты математического моделирования  
высвобождения метронидазола из таблетированных матриц  
на основе ИПЭК-2 при различном соотношении МД : носитель

Table 3. Results of mathematic modeling of metronidazole release 
from IPEC-2 tableting matrices with different compositions 
MD : carrier

Состав матриц МД:ИПЭК-2 (по массе)

1:0,5 1:1 1:1,5

Экспонента 
высвобождения (n) 0,46 ± 0,03 0,47 ± 0,03 0,52 ± 0,03

Константа 
высвобождения (k) 8,06 ± 1,44 5,75 ± 0,80 4,70 ± 0,68

Коэффициент 
корреляции R2 0,9828 0,9901 0,9917

Механизм 
транспорта

диффузия по 
закону Фика

диффузия по 
закону Фика

диффузия по 
закону Фика

Высвобождение МД из матриц на основе всех  
выбранных составов (1:0,5; 1:1 и 1:1,5) происходит в 
соответствии с диффузией по закону Фика, то есть 
движущей силой является набухание матрицы в среде 
растворения [19]. При этом состав с соотношением (по 
массе) МД/ИПЭК-2 1:0,5 характеризуется максималь-
ным значением константы скорости высвобождения 
и, соответственно, более быстрым достижением мак-
симальной концентрации ЛВ, что, учитывая времен-
ной интервал аппликации трансбуккальной системы, 
кажется нам вполне соответствующей поставленной 
цели [18, 20].

0

20

40

60

80

100

120

0 1 2 3 4 5

В
вы

св
об

ож
де

ни
е,

 %

Время, ч
1:0,5 1:1 1:1,5

Рисунок 6. Профили высвобождения метронидазола из поли-
комплексных матриц при различном соотношении ИПЭК-2/ЛВ 
в среде, имитирующей рот

Figure 6. Release profiles of metronidazole from IPEC matrices in 
the mimicking oral cavity media 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в результате проведенных иссле-

дований были изучены физико-химические и фарма-
цевтические свойства синтезированных поликомп- 
лексов, определены их стехиометрические соста-
вы и оптимальное соотношение с ЛВ, необходимые 
для разработки трансбуккальной системы доставки 
метронидазола. 

ИПЭК 2 характеризуется требуемыми биоадге-
зивными свойствами и способностью обеспечивать 
пролонгированное высвобождение метронидазо-
ла в среде, имитирующей среду рта. При этом состав  
МД/ИПЭК-2 1:0,5 является перспективным для ис-
пользования ИПЭК 2 в качестве носителя для био-
адгезивных систем с контролируемой доставкой 
метронидазола.
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Резюме
Введение. Согласно данным литературы, в листьях крапивы двудомной содержатся полисахариды и слизи, как составная часть гидрофильной 
фракции. Данная группа биологически активных веществ (БАВ) принимает участие в проявлении физиологической активности настоя. 
Традиционный гравиметрический метод определения полисахаридов в лекарственном растительном сырье (ЛРС), фармацевтических 
субстанциях растительного происхождения и лекарственных растительных препаратах не может дать истинной картины их содержания 
из-за присутствия примесей. Поэтому целесообразным является определение восстанавливающих сахаров, наиболее полно извлекающихся 
в водную фазу при приготовлении настоя с применением современных физико-химических методов анализа. 
Цель. Целью работы являлось определение суммы полисахаридов и простых сахаров в листьях крапивы двудомной различными физико-
химическими методами и их сравнительная характеристика. 
Материалы и методы. Проведено сравнительное определение суммы полисахаридов и простых сахаров в листьях крапивы двудомной 
фармакопейными методами (пикриновым, антроновым и орциновым). Идентификацированы и количественно определены свободные и 
связанные простые сахара методом тонкослойной хроматографии (ТСХ). Исследован состав и содержание свободных простых сахаров 
методом капиллярного электрофореза (КЭ) в сырье. 
Результаты и обсуждение. Установлено содержание свободных и связанных сахаров в сырье. Самое большое содержание как суммы 
полисахаридов и свободных простых сахаров в полисахаридном комплексе листьев крапивы двудомной, так и суммы свободных 
восстанавливающих простых сахаров согласно экспериментальным данным получено пикриновым способом. Содержание пентоз в изучаемом 
ЛРС оказалось в четыре раза меньше, что согласуется с данными литературы о преимущественном построении полисахаридов растительных 
объектов из сахаров класса гексоз. Полученное суммарное содержание фракции свободных сахаров в листьях, определенное методом КЭ, 
на порядок меньше по сравнению со спектрофотометрическими методиками. Полученные результаты количественного определения суммы 
свободных и связанных простых сахаров в изучаемом ЛРС согласуются с данными определения пикриновым фармакопейным методом. 
Заключение. В целом, полные сведения, в зависимости от целей анализа, о составе и количественном содержании простых и связанных 
сахаров в полисахаридном комплексе растительных объектов возможно получить только комбинированием спектральных методов с КЭ 
или ТСХ.

Ключевые слова: листья крапивы двудомной, полисахариды, простые сахара, пикриновый метод, орциновый метод, антроновый метод, 
дифференциальная спектрофотометрия, капиллярный электрофорез, тонкослойная хроматография. 
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Abstract
Introduction. According to the literature, nettle leaves contain polysaccharides and mucus as an integral part of the hydrophilic fraction. This group 
of biologically active substances (BAS) is involved in the manifestation of the physiological activity of the infusion. The traditional gravimetric method 
for the determination of polysaccharides in medicinal plant raw materials (PRM), pharmaceutical substances of plant origin and medicinal herbal 
preparations cannot provide a true picture of their content due to the presence of impurities. Therefore, it is advisable to determine the reducing 
sugars that are most fully extracted into the aqueous phase during the preparation of the infusion using modern physicochemical methods of analysis. 
Aim. The aim of the work was to determine the amount of polysaccharides and simple sugars in nettle leaves by various physico-chemical methods 
and their comparative characteristics. 
Materials and methods. A comparative determination of the sum of polysaccharides and simple sugars in the leaves of nettle by pharmacopoeial 
methods (picrine, anthrone and orcine) was carried out. Free and bound simple sugars were identified and quantified by thin layer chromatography 
(TLC). The composition and content of free simple sugars was studied by capillary electrophoresis (CE) in raw materials. 
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Results and discussion. The content of free and bound sugars in raw materials has been established. The largest content of both the sum of 
polysaccharides and free simple sugars in the polysaccharide complex of nettle leaves, as well as the sum of free reducing simple sugars, according 
to experimental data, was obtained using the picrine method. The content of pentoses in the studied PRM was four times less, which is consistent 
with the literature data on the preferential construction of polysaccharides of plant objects from sugars of the hexose class. The resulting total 
content of the fraction of free sugars in the leaves, determined by the CE method, is an order of magnitude less compared with spectrophotometric 
methods. The obtained results of quantitative determination of the amount of free and bound simple sugars in the studied PRM are consistent with 
the determination data by the picrine pharmacopoeial method. 
Conclusion. In general, complete information, depending on the goals of the analysis, on the composition and quantitative content of simple and 
related sugars in the polysaccharide complex of plant objects can only be obtained by combining spectral methods with CE or TLC.

Keywords: nettle leaves, polysaccharides, simple sugars, picrine method, orcine method, anthrone method, differential spectrophotometry, capillary 
electrophoresis, thin layer chromatography.
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ВВЕДЕНИЕ
Анализ литературы за последние 20 лет показал, 

что при контроле качества лекарственных средств, со-
держащих моносахариды, а также при исследовании 
состава простых сахаров в полисахаридных комплек-
сах лекарственных растений, биологически активных 
добавках, изделиях пищевого и косметического назна-
чения и не только, предпочтение отдается физико-хи-
мическим методам, как наиболее экспрессным, чувст- 
вительным и информативным [1–7]. 

Метод определения сахаров с пикриновой кис-
лотой описан в нормативной документации (НД) на 
ЛРС «Мать-и-мачехи листья» [1, 9], а также ЛРП «Ла-
минарид», «Алтейного корня экстракт сухой», «Сок 
подорожника», «Арменикум» [1]. Кроме пикриново-
го метода, в ОФС ГФ XIII изд. «Определение сахаров 
спектрофотометрическими методами» [8] были вклю-
чены антроновый и орциновый способы. В ГФ РФ 
XIV издания подобной ОФС не представлено [9].

Согласно данным литературы [1, 10], в листьях кра-
пивы содержатся полисахариды и слизи, как составная 
часть гидрофильной фракции. Данная группа биоло-
гически активных веществ (БАВ) принимает участие в 
проявлении физиологической активности настоя. Тра-
диционный гравиметрический метод определения по-
лисахаридов в лекарственном растительном сырье 
(ЛРС), фармацевтических субстанциях растительного 
происхождения и лекарственных растительных пре-
паратах (ЛРП) не может дать истинной картины их со-
держания из-за присутствия примесей [1]. Поэтому 
целесообразным является определение восстанав-
ливающих сахаров, наиболее полно извлекающихся в 
водную фазу при приготовлении настоя. 

Целью настоящей работы являлось определе-
ние суммы полисахаридов и простых сахаров в листьях 
крапивы двудомной различными физико-химически-
ми методами и их сравнительная характеристика.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлось высушенное 

измельченное ЛРС крапивы двудомной, собранное в 
Воронежской области согласно правилам заготовки 
данного вида сырья летом 2018 года. Все реактивы и 
растворители были использованы марки х.ч. и ч.д.а. 
(ЗАО «Вектон», СПб., Россия). В качестве стандартных 
образцов в работе использованы субстанции гекса- и 
пентасахаров: глюкоза, фруктоза, рамноза и ксилоза 
(ЗАО «Вектон», СПб., Россия; степень чистоты не менее 
99 %). 

Для суммарного количественного определе-
ния простых сахаров, как свободных, так и связан-
ных в исследуемом сырье использованы методики, 
изложенные в ОФС ГФ XIII изд. «Определение саха-
ров спектрофотометрическими методами» [8]. В бо-
лее ранних работах авторами [11, 12] подобраны и 
обоснованы оптимальные условия экстракции ана-
лизируемой группы БАВ из изучаемого ЛРС, а также 
разработана и валидирована методика определения 
сахаров пикриновым методом применительно к лис- 
тьям крапивы двудомной. Исследования проведены 
на спектрофотометре Hitachi U-1900 (Япония). При-
готовление антронового и орцинового реактивов, 
раствора пикриновой кислоты, а также других вспо-
могательных реактивов осуществляли по ОФС ГФ 
XIII  изд. «Определение сахаров спектрофотометри-
ческими методами»  [8] и ФС ГФ XIV  изд. «Мать-и-ма-
чехи листья» [9].

Метод капиллярного электрофореза основан на 
разбавлении жидких проб дистиллированной водой 
и экстракции сахаров из твердых проб дистиллиро-
ванной водой, и последующем разделении, а также 
количественном определении анализируемых ком-
понентов. Детектирование компонентов проводят 
косвенным способом, регистрируя поглощение при 
длине волны 254 нм («Капель-105М», Россия, СПб., «Лю-
мекс»). Сбор, обработку и вывод данных осуществляют 
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с помощью персонального компьютера с операцион-
ной системой не ниже «Windows® 2000/XP», на кото-
ром установлено специализированное программное 
обеспечение. Фоновый электролит: на основе сор-
бата калия с добавкой ЦТАБ, рН = 12,1. Капилляр: Lэфф/
Lобщ = 65/75 см, ID = 50 мкм. Ввод пробы: 150 мбар ∙ с. 
Напряжение: 25 кВ. Температура: 20 °С [13]. 

Авторами также разработана и запатентова-
на [14] методика хроматографического разделения и 
количественного определения моносахаридов (глю-
козы, рамнозы и ксилозы) в тонком слое сорбен-
та, использованная в данной работе: сорбент – си-
ликагелевые пластинки марки «Sorbfil» 10 × 15 см  
ПТСХ-АФ-А (Россия); элюент – н-бутанол – ледяная 
уксусная кислота – вода (4:1:2); проявитель – реак-
тив, состоящий из сульфаниламида и о-фталевой 
кислоты; объем пробы – 2  мкл водного раствора с 
содержанием моносахаридов 10 мг/мл; время насы-
щения камеры парами элюента – 10 мин; время элю-
ирования – 7 часов; время выдерживания пластинки 
в термостате при t° ≥ 100 °С – 3–5 мин; чувствитель-
ность определения 2,5–5 ∙ 10-6 г моносахарида в 
пробе, нанесенной на пластинку. Сразу же после 
проявления хроматографических зон, пластины ска-
нировали с помощью планшетного сканера (разре-
шение не менее 300 dpi), а полученные изображения 
обрабатывали компьютерной программой «Sorbfil 
Videodensitometer» (v1.7, производитель ЗАО «Сорб-
полимер», Россия, Краснодар). В результате получа-
ли треки в координатах Rf – интенсивность. Установ-
лены линейные зависимости между содержанием 
моносахаридов и площадью хроматографической 
зоны в диапазоне изучаемых концентраций для про-
ведения количественного анализа. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты количественного определения суммы 

полисахаридов и свободных простых сахаров в поли-
сахаридном комплексе листьев крапивы двудомной 
фармакопейными спектрофотометрическими методи-
ками (рисунки 1–3) представлены в таблице 1. Опреде-
ление суммы свободных и связанных простых сахаров 
проводили с помощью предварительного кислотного 
гидролиза ЛРС, а сумму свободных простых сахаров 
без гидролиза в условиях, описанных авторами ра-
нее [11, 12]. 

Многие из известных способов (в том числе вы-
шеперечисленные спектрофотометрические) позво- 
ляют определять только суммарное содержание са-
харов, как свободных, так и связанных в полисаха-
ридных комплексах без достоверной информации о 
присутствии отдельных компонентов. Кроме того, по-
лученные результаты часто оказываются несколько 
завышенными, ввиду химической неизбирательности 
используемых реактивов к определяемой группе БАВ. 
Так, например, в основе пикринового метода лежит 
цветная реакция моносахаридов с пикриновой кисло-

Рисунок 1. Пикриновый метод. Спектры поглощения продук-
тов реакции стандартных образцов простых сахаров и извле-
чений из изучаемого ЛРС, полученных с применением кислот-
ного гидролиза, с пикриновой кислотой

Figure 1. The picrin method. Absorption spectra of reaction 
products of standard samples of simple sugars and extracts from 
the studied LRS obtained using acid hydrolysis with picric acid

Рисунок 2. Антроновый метод. Спектры поглощения продук-
тов реакции стандартных образцов простых сахаров и извле-
чений из изучаемого ЛРС, полученных с применением кислот-
ного гидролиза, с антроновым реактивом

Figure 2. Anthron method. Absorption spectra of the reaction 
products of standard samples of simple sugars and extracts from 
the studied LRS obtained using acid hydrolysis with an anthrone 
reagent

Рисунок 3. Орциновый метод. Спектры поглощения продуктов 
реакции стандартных образцов простых сахаров и извлече-
ний из изучаемого ЛРС, полученных с применением кислотно-
го гидролиза, с орцином и хлоридом железа(III)

Figure 3. Orcine method. The absorption spectra of the reaction 
products of standard samples of simple sugars and extracts from 
the studied LRS obtained using acid hydrolysis with orcin and 
iron(III) chloride
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той с образованием аминопикриновой кислоты в ре-
зультате восстановления сахаром группы NО2 в NH2 [2, 
8, 11]. Так как извлечения из ЛРС, как правило, содер-
жат и другие БАВ, способные вступать в редокс-про-
цессы, содержание суммы сахаров в пересчете на глю-
козу может оказаться значительно больше реального 
значения. Самое большое содержание как суммы по-
лисахаридов и свободных простых сахаров в полиса-
харидном комплексе листьев крапивы двудомной, так 
и суммы свободных восстанавливающих простых саха-
ров согласно экспериментальным данным (см. табли-
цу 1) получено именно данным способом. 

Таблица 1. Результаты определения суммы полисахаридов  
и свободных простых сахаров в полисахаридном комплексе  
листьев крапивы двудомной фармакопейными  
спектрофотометрическими методиками  
(в пересчете на абсолютно сухое сырье)

Table 1. The results of determining the sum of polysaccharides 
and free simple sugars in the polysaccharide complex of nettle 
leaves by dioecious pharmacopeia spectrophotometric methods 
(in terms of absolutely dry raw materials)

№ 
п/п Метод определения

Сумма,%

Свободных 
и связанных 

простых сахаров

Свободных 
простых 
сахаров

1 Пикриновый метод (в 
пересчете на глюкозу) 15,31 ± 0,70 4,70 ± 0,22

2 Антроновый метод (в 
пересчете на глюкозу) 6,75 ± 0,76 3,08 ± 0,35

3

Орциновый метод (в 
пересчете на рамнозу) 11,73 ± 0,12 4,20 ± 0,42

Орциновый метод (в 
пересчете на ксилозу) 2,29 ± 0,23 0,82 ± 0,08

Антроновый метод, основанный на расщеплении 
сложных углеводов до моносахаридов в сильнокислой 
среде с последующей их дегидратацией и образова-
нием оксиметилфурфурола, образующего при реакции 
с антроном комплексное соединение синевато-зеле-
ного цвета [2, 8, 11]. Данный способ является более из-
бирательным по отношению к сахарам, так как альде-
гидные функциональные группы редко присутствуют 
в других классах БАВ растительного происхождения. 
Содержание как суммы полисахаридов и свобод-
ных простых сахаров в полисахаридном комплексе 
листьев крапивы двудомной, так и суммы свободных 
восстанавливающих простых сахаров согласно экспе-
риментальным данным (см. таблицу 1) оказалось в два 
раза ниже по сравнению с пикриновым способом. 

Орциновый метод более специфичен для опреде-
ления пентасахаров, так как при нагревании пентоз 
(или их фосфорных производных) в присутствии кис-
лот от них отщепляется вода и образуется фурфурол; 
в присутствии орцина и железа(III) хлорида при этом 
развивается зеленое окрашивание [2, 8, 11]. 

Содержание пентоз в изучаемом ЛРС оказалось в 
четыре раза меньше, что согласуется с данными ли-
тературы о преимущественном построении полиса-

харидов растительных объектов из сахаров класса 
гексоз.

Капиллярный электрофорез (КЭ) в последнее вре-
мя выходит на лидирующие позиции в фармацевти-
ческом анализе в виду таких преимуществ как до-
ступность, экспрессность, наличие отечественной 
приборной базы, простота определения и невысо-
кая стоимость одного анализа. В случае растительных 
объектов исследования наиболее часто данный метод 
применяется при определении качественного и коли-
чественного составов таких групп БАВ, как органи-
ческие кислоты (в том числе и аминокислоты), сахара, 
макроэлементы, водорастворимые витамины группы 
В и флавоноиды [13]. Вид электрофореграмм свобод-
ных сахаров исследуемого ЛРС показан на рисунках 4 
и 5. Результаты определения приведены в таблице 2.

Таблица 2. Результаты количественного определения  
свободных водорастворимых простых сахаров  
в исследуемом ЛРС (в пересчете на абсолютно сухое сырье) 
методом КЭ

Table 2. The results of the quantitative determination  
of free water-soluble simple sugars in the studied LRS  
(in terms of absolutely dry raw materials) by the CE method

№ п/п Сахара Содержание свободных 
простых сахаров, %

1 Фруктоза 0,333 ± 0,017

2 Глюкоза 0,044 ± 0,002

3 Сахароза 0,100 ± 0,005

Всего 0,477 ± 0,024

Полученные результаты демонстрируют (см. таб- 
лицу 2), что содержание индивидуальных простых са-
харов в листьях крапивы двудомной невысоко (сырье 
не обладает сладковатым вкусом) и это характерно 
для данной морфологической группы сырья. Следу-
ет отметить, что особенности пробоподготовки ЛРС 
к проведению анализа данным методом, позволяют 

Рисунок 4. Электрофореграмма смеси стандартных образцов 
сахаров: 1 – фруктоза (28,5 г/л); 2 – глюкоза (28 г/л); 3 – сахаро-
за (49 г/л)

Figure 4. Electrophoregram of a mixture of standard samples of 
sugars: 1 – fructose (28.5 g/l); 2 – glucose (28 g/l); 3 – sucrose (49 g/l)
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идентифицировать и определить только содержание 
свободных гексоз, а также дисахарида – сахарозы в 
изучаемом объекте. Полученное суммарное содер-
жание фракции свободных сахаров в листьях, опреде-
ленное методом КЭ, на порядок меньше по сравнению 
со спектрофотометрическими методиками.

Более объективный качественный и количествен-
ный анализ в настоящее время позволяют получить 
хроматографические методы. Значительное число 
научных публикаций посвящено исследованию соста-
ва, как свободных, так и связанных простых сахаров в 
полисахаридных комплексах растительных объектов 
методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) [3, 5, 7, 12, 
14].

Полученную в условиях кислотного гидролиза [11, 
12] суммарную вытяжку из исследуемого ЛРС хро-
матографировали восходящим способом в услови-
ях ранее разработанной ТСХ-методики [14]. На хро-
матограммах извлечений из исследуемого сырья 
обнаружены зоны простых сахаров характерной 
окраски (рисунок 6), среди которых идентифицирова-
ны глюкоза, ксилоза и рамноза по характерному значе-
нию величин Rf в сравнении с достоверными стандарт-
ными образцами (ЗАО «Вектон», СПб., Россия; степень 
чистоты не менее 99,5 %). Пластины сканировали, а по-
лученные изображения обрабатывали компьютерной 
программой «Sorbfil Videodensitometer» (рисунок 7). 

Результаты количественного определения свободных 
и связанных моносахаридов в извлечении, а также 
метрологическая характеристика полученных резуль-
татов представлены в таблице 3.

Полученные результаты (таблица 3, сумма 16,66 %) 
согласуются с данными определения суммы свобод-
ных и связанных моносахаридов в изучаемом ЛРС 
пикриновым фармакопейным методом (таблица 1, 
сумма 15,31 %). Содержание в листьях пентоз, опреде-
ленное методом ТСХ, также незначительно. Диаграм-

Рисунок 5. Электрофореграмма сахаров листьев крапивы двудомной (последовательность пиков: фруктоза, глюкоза, сахароза)

Figure 5. Electrophoregram of sugar of leaves of nettle leaves (sequence of peaks: fructose, glucose, sucrose)

Рисунок 6. Вид хроматограммы водного 
извлечения из листьев крапивы двудом-
ной, подвергнутого кислотному гидролизу 
(3 мкл – объем пробы)

Figure 6. Chromatogram view of water 
extraction from dioecious nettle leaves 
subjected to acid hydrolysis (3 μl – sample 
volume)
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ма распределения содержания простых сахаров в по-
лисахаридном комплексе листьев крапивы двудомной 
представлена на рисунке 8. Данные рисунка 8 пока-
зывают, что большая часть сахаров полисахаридного 
комплекса листьев представлена глюкозой.

Таблица 3. Результаты идентификации  
и количественного определения свободных  
и связанных моносахаридов в ЛРС  
(в пересчете на абсолютно сухое сырье) методом ТСХ

Table 3. The results of the identification and quantification  
of free and bound monosaccharides in LRS  
(in terms of absolutely dry raw materials) by TLC

№ 
п/п

Идентификация зон 
на хроматограммах Rf ± 0,02

Содержание 
свободных 

и связанных 
моносахаридов, % 

1 Глюкоза 0,27 14,07 ± 1,26; εср = 8,98 %

2 Ксилоза 0,43 0,27 ± 0,06; εср = 20,67 %

3 Рамноза 0,52 2,32 ± 0,13; εср = 5,65 %

4 Не идентифицирован-
ная зона 0,79 –

5 Не идентифицирован-
ная зона 0,87 –

Всего 16,66

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведено определение суммы 

полисахаридов и простых свободных и связанных са-
харов в листьях крапивы двудомной фармакопейны-

ми спектрофотометрическими методами. Методы не 
лишены недостатков, так как не дают информации о 
качественном составе моносахаридов в извлечении, 
а позволяют лишь установить суммарное содержа-
ние сахаров, как свободных, так и связанных в поли-
сахаридных комплексах без достоверной информа-
ции о присутствии отдельных компонентов. Методом 
капиллярного электрофореза проведена идентифи-
кация и количественное определение свободных 
водорастворимых простых и дисахаров (фруктоза, 
глюкоза, сахароза). Методом ТСХ обнаружены глюко-
за, ксилоза и рамноза с количественной оценкой сво-
бодных и связанных моносахаридов в извлечении. 
Наиболее информативным является метод КЭ, так как 
позволяет за одну аналитическую процедуру прово-
дить качественное и количественное определение 
свободных простых сахаров в ЛРС. Однако полные 
сведения, в зависимости от целей анализа, о составе 
и количественном содержании простых и связанных 
сахаров в полисахаридном комплексе растительных 
объектов возможно получить только комбинирова-
нием данных методов.
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Резюме
Введение. Налтрексон – антагонист µ-опиоидных рецепторов является перспективным для лечения различных аутоиммунных и 
онкологических заболеваний при применении в дозах 1,5–5 мг/сут. На сегодняшний день лекарственные препараты, обеспечивающие 
такие дозировки налтрексона, отсутствуют. В связи с отсутствием на рынке препаратов, обеспечивающих такие дозировки налтрексона, 
нами был подобран состав назального спрея налтрексона гидрохлорида, содержащего водорастворимый термочувствительный полимер – 
полоксамер Kolliphor® Р 407. Для данного состава необходимо разработать методику количественного определения активного вещества с 
учетом сложности состава.
Цель. Разработка и валидация методики количественного определения налтрексона гидрохлорида в назальном спрее методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). 
Материалы и методы. В качестве объекта исследования использовали назальный спрей налтрексона гидрохлорида. Методика 
количественного определения налтрексона в исследуемом образце была разработана на высокоэффективном жидкостном хроматографе 
«Dionex UltiMate 3000» (Thermo Scientific, США), оснащенном диодно-матричным детектором.
Результаты и обсуждение. Изучена возможность применения изократических и градиентных режимов хроматографирования для 
количественного определения налтрексона гидрохлорида в назальном спрее. На основании этих результатов предложена новая методика 
определения с использованием градиентного режима, которая позволяет минимизировать влияние полимерного компонента в исследуемом 
образце на результаты анализа.
Заключение. Разработана новая методика, позволяющая осуществлять идентификацию и определять количественное содержание 
налтрексона гидрохлорида в назальном спрее, содержащем в качестве загустителя водорастворимый термочувствительный полоксамер 
в высокой концентрации. Разработанная методика была валидирована по параметрам: правильность, прецизионность, специфичность, 
линейность.

Ключевые слова: назальный спрей, налтрексон, высокоэффективная жидкостная хроматография, валидация, градиентный режим. 

Конфликт интересов: конфликта интересов нет.

Вклад авторов. Все авторы принимали активное участие в разработке эксперимента, анализе полученных данных, написании текста статьи 
и ее обсуждении.

Для цитирования: Домнина Ю. М., Суслов В. В., Кедик С. А., Ворфоломеева Е. В., Мелешко А. В. Количественное определение налтрексона 
гидрохлорида в назальном спрее методом высокоэффективной жидкостной хроматографии. Разработка и регистрация лекарственных 
средств. 2020; 9(2): 98–104.

Quantitative Determination of Naltrexone Hydrochloride  
in a Nasal Spray by High-performance Liquid Chromatography
Yuliya M. Domnina1,2*, Vasiliy V. Suslov1,2, Stanislav A. Kedik1,2, Elena V. Vorfolomeeva1,2,  
Anastasiya V. Meleshko1,2

1 – Federal State Budget Educational Institution of Higher Education «MIREA – Russian Technological University», 86, Vernadsky av., Moscow, 119571, Russia 
2 – JSC «Institute of Pharmaceutical Technologies», 21/1, Skolkovskoye highway, Moscow, 121353, Russia

*Corresponding author: Yuliya M. Domnina. E-mail: domnina.yulia@mail.ru

Received: 03.02.2020. Accepted: 18.03.2020

Abstract
Introduction. Naltrexone, an antagonist of µ-opioid receptors, is promising for the treatment of various autoimmune and oncological diseases when 
used in doses of 1.5–5 mg/day. To date, there are no medications that provide such dosages of naltrexone.
Aim. Development and validation of a method for the quantitative determination of naltrexone hydrochloride in a nasal spray by high performance 
liquid chromatography (HPLC).
Materials and methods. As an object of research, a naltrexone hydrochloride nasal spray was used. The quantitative determination of naltrexone 
in the test sample was developed using a Dionex UltiMate 3000 high-performance liquid chromatograph (Thermo Scientific, USA) equipped with 
a diode-matrix detector.
Results and discussion. The possibility of using isocratic and gradient chromatographic modes for the quantitative determination of naltrexone 
hydrochloride in the nasal spray was studied. Based on these results, a new method of determination using the gradient mode is proposed, which 
allows minimizing the influence of the polymer component in the test sample on the analysis results.
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Conclusion. A new technique of high-performance liquid chromatography (HPLC) is proposed that allows identification and quantification of 
naltrexone hydrochloride in a nasal spray containing a high concentration of water-soluble heat-sensitive poloxamer as a thickener. The developed 
method was validated according to the parameters: correctness, precision, specificity, linearity.

Keywords: nasal spray, naltrexone, high-performance liquid chromatography, validation, gradient mode.
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ВВЕДЕНИЕ
Налтрексон – опиоидный антагонист с наиболь-

шим сродством к µ-рецепторам [1] был одобрен 
Управлением по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов (FDA) для меди-
каментозного лечения алкоголизма или расстройств, 
связанных с употреблением опиоидов [2]. Впоследст- 
вии, после первоначального использования док- 
тором Бихари налтрексона в дозах от 1,5 мг до 5  мг 
в качестве вспомогательной терапии при синдро-
ме приобретенного иммунодефицита (СПИД) в кли-
ническую практику для терапии аутоиммунных за-
болеваний была введена низкая доза налтрексона 
(НДН)  [3, 4]. Однако, несмотря на это, до настояще-
го времени, лекарственные препараты, обеспечи-
вающие такие дозировки налтрексона, отсутствуют. 
В связи с этим, нами был разработан состав назаль-
ного спрея налтрексона гидрохлорида [5]. Одной из 
важных особенностей спрея является наличие в его 
составе водорастворимого термочувствительного 
полимера – полоксамера Kolliphor® Р 407, загустеваю-
щего при повышении температуры, что должно пре-
дотвращать самопроизвольное вытекание препарата 
из полости носа.

В связи со сложностью состава лекарственной 
формы, из существующих методов применимых для 
количественного определения налтрексона [6–9], 
наиболее перспективным методом для анализа ле-
карственной формы является высокоэффективная 
жидкостная хроматография. 

Цель данной работы заключалась в разработке 
и валидации методики количественного определения 
налтрексона гидрохлорида в назальном спрее мето-
дом ВЭЖХ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объект исследования

Для анализа использовали назальный спрей 
налтрексона, состав которого представлен в табли- 
це 1.

Таблица 1. Состав назального спрея

Table 1. The composition of the nasal spray

Компоненты Производитель Концентрация, 
%

Налтрексона 
гидрохлорид

Aspenn Oss B.V., 
Нидерланды, серия 
L00037915

2,5

Полоксамер 
Kolliphor® Р 407

Geismar США, 
№ GNA 18721 D, NF-USP/
Ph. Eur.

14,0

Лимонная кислота 
безводная, х.ч. Химмед, Россия 0,01

Натрия хлорид, х.ч. Химмед, Россия 0,2

Бензалкония хлорид
Unilab chemicals and 
pharmaceuticals Pvt. Ltd., 
India, USP

0,006

Вода очищенная 
(ФС.2.2.0020.15) До 100

Оборудование

Высокоэффективный жидкостный хроматограф 
«Dionex  UltiMate  3000» (Thermo  Scientific, США) осна-
щенный диодно-матричным детектором.

Установка для фильтрования Millipore (Merck, 
США).

Стерилизатор паровой ВК-75-1 (ТЗМОИ, Россия).

Используемые реактивы

Налтрексона гидрохлорид, субстанция-порошок 
(Aspenn Oss B.V., Нидерланды, серия L00037915, годен 
до 09.06.2020 г.), 1-пентилсульфонат натрия (Panreac, 
кат. № 245-208-4), ортофосфорная кислота (Fluka, кат. 
№  79606), ацетонитрил (Panreac, HPLC-gradient grade, 
кат. № 200-835-2).

Метод ВЭЖХ

Приготовление подвижной фазы А: в мерную кол-
бу вместимостью 1000 мл количественно переноси-
ли навеску 0,870 г натрия 1-пентилсульфоната. Затем 
прибавляли 10 мл кислоты ортофосфорной 85 % и до-
водили раствор до метки водой для хроматографии. 
Полученный раствор отфильтровывали с помощью ва-
куумного насоса через мембранный фильтр из поли-
винилиденфторида с размером пор 0,45 мкм. 
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В качестве подвижной фазы В использовали ацето-
нитрил для хроматографии.

Приготовление растворителя [начальной под-
вижной фазой (A : B = 86 : 14 %) об./об]: в емкость вме-
стимостью 1000 мл помещали 860 мл подвижной фазы 
А и 140 мл подвижной фазы В и перемешивали. 

Приготовление раствора налтрексона для ана-
лиза: в мерную колбу вместимостью 25 мл поме-
щали 62,5  мг (точная навеска) налтрексона гидро- 
хлорида, растворяли начальной подвижной фазой 
(A : B = 86 : 14 % об./об.), доводили тем же растворите-
лем до метки и перемешивали. Затем 2,5 мл получен-
ного раствора помещали в мерную колбу вместимос- 
тью 25 мл, доводили тем же растворителем до метки и 
перемешивали. 

Приготовление раствора назального спрея для 
анализа: в мерную колбу вместимостью 50 мл помеща-
ли 0,5 мл назального спрея, объем раствора доводи-
ли до метки раствором начальной подвижной фазы и 
перемешивали. 

Приготовление раствора плацебо: в мерную кол-
бу вместимостью 100 мл помещали 14,0 г полоксаме-
ра Kolliphor®  Р 407, 0,01 г лимонной кислоты безвод-
ной, 0,2 г натрия хлорида, 0,006 г бензалкония хлорида 
приливали 70 мл холодной воды очищенной и остав-
ляют при постоянном перемешивании при температу-
ре +4 – +7 °С на 5–6 часов. Затем доводили до метки 
водой очищенной и перемешивали.

Приготовление раствора плацебо для анализа: в 
мерную колбу вместимостью 50 мл помещали 0,5  мл 
раствора плацебо, доводили до метки раствором на-
чальной подвижной фазы и перемешивали.

Приготовление раствора назального спрея под-
вергнутого воздействию высокой температуры: в пе-
нициллиновый флакон помещали 20 мл назального 
спрея, укупоривали резиновой пробкой снабженной 
алюминиевым колпачком, флакон помещали в авто-
клав и нагревали до 120–122 °С при давлении 120 кПа, 
выдерживали в течение 15 минут и охлаждали. 

Условия хроматографирования

Колонка: Phenomenex Kinetex XB C18 250 × 4,6 мм, 
диаметр частиц 5 мкм, размер пор 100 Å:
–    скорость потока подвижной фазы 1 мл/мин;
–    длина волны детектирования 230 нм;
–    температура колонки 25 °С;
–    вводимый объем испытуемого образца 10,0 мкл.

Элюирование проводилось в градиентном ре- 
жиме.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЯ
Первоначальная попытка использовать условия 

хроматографирования, предложенные в ранее разра-
ботанной методике [9], оказалась неудачной. На хро-
матограмме образца спрея (рисунок 1) в отличие от 
хроматограммы раствора налтрексона (рисунок 2) 
наблюдается проявление дополнительных пиков. Это, 
вероятно, обусловлено блокировкой водораствори-

мым полоксамером активных центров сорбента ко-
лонки и как следствие ступенчатой десорбции опреде-
ляемого компонента – налтрексона.

Для предотвращения данного эффекта нами были 
исследованы три градиентных режима элюирования 
(таблица 2) с использованием ион-парного реагента 
1-пентилсульфонат натрия. 

В первом режиме градиента (рисунок 3) в тече-
нии 20 минут возрастает элюирующая сила раствори-
теля, активный компонент определяется на 11 минуте, 
но пик имеет неудовлетворительную асимметрию, так 
как активный компонент неэффективно сорбируется 
на колонке. 

Замена формы градиента с линейной на ступен-
чатую (режим 2, рисунок 4) также не позволила про-
вести корректное определение содержания налтрек- 
сона. Наблюдаемый с пятой по восьмую минуту при 
70 % органической фазы пик налтрексона является ма-
лоэффективным. В тоже время, наблюдается подъем 
базовой линии, затрудняющий его интегрирование. 

Рисунок 1. Хроматограмма испытуемого раствора спрея 
налтрексона гидрохлорида

Figure 1. Chromatogram of naltrexone hydrochloride spray test 
solution

Рисунок 2. Хроматограмма раствора налтрексона гидрохло- 
рида

Figure 2. Chromatogram of naltrexone hydrochloride solution
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Таблица 2. Режимы градиентного элюирования

Table 2. Gradient Elution Modes

Режим 1 Режим 2
Режим 3 

(Выбранная 
методика)

И
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И
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л,
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П
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ж

на
я 

ф
аз

а 
Б,

 %
 о

б

0 10 0–4 15 0–7 14
0–20 30 4–5 15→70 7–13 14→60

20–21 30–10 5–8 70 13–20 60→90
21–30 10 8–9 70→15 20–21 90→14

9–17 15 21–26 14

В третьем режиме (рисунок 5) применяли двойной 
ступенчатый градиент. Сорбция налтрексона осущест-
влялась при возрастании элюирующей силы с 14 % до 

60 %, при дальнейшем увеличении фазы В с 60 % до 
90 % происходит удаление полоксамера с поверхнос- 
ти сорбента. 

Для определения налтрексона в составе назально-
го спрея выбрали режим № 3. Данный режим можно 
варьировать при условии выполнения теста «Провер-
ка пригодности хроматографической системы». Она 
включает в себя:
–       фактор асимметрии (Аs) для пика налтрексона на 

хроматограммах стандартного раствора должен 
находиться в диапазоне от 0,8 до 1,5; 

–       среднеквадратичное отклонение площадей пиков 
налтрексона на пяти хроматограммах стандартно-
го раствора составляет не более 3 %.
Валидацию методики количественного определе-

ния налтрексона в назальном спрее проводили в соот-
ветствии с требованиями ГФ XIV [10].

Специфичность подтверждали на основе сравне-
ния результатов хроматографирования растворителя 
(рисунок 6), раствора назального спрея, не содержа-

Рисунок 3. Хроматограмма испытуемого раствора спрея 
налтрексона гидрохлорида (режим 1)

Figure 3. Chromatogram of test solution of naltrexone 
hydrochloride spray (mode 1)

Рисунок 4. Хроматограмма испытуемого раствора спрея 
налтрексона гидрохлорида (режим 2)

Figure 4. Chromatogram of test solution of naltrexone 
hydrochloride spray (mode 2)

Рисунок 5. Хроматограмма испытуемого раствора спрея 
налтрексона гидрохлорида (режим 3) 

Figure 5. Chromatogram of test solution of naltrexone 
hydrochloride spray (mode 3)

Рисунок 6. Хроматограмма растворителя

Figure 6. Chromatogram of solvent
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щего налтрексона гидрохлорида («плацебо») (рисунок 
7), раствора налтрексона гидрохлорида для анализа 
(рисунок 8), раствора назального спрея для анализа 
(рисунок 9) и раствора назального спрея подвергну-
того воздействию высокой температуры (рисунок 10). 

На представленных выше хроматограммах раство-
рителя и «плацебо» (рисунки 6 и 7) отсутствуют пики, 
мешающие определению налтрексона гидрохлорида. 
Пик, соответствующий налтрексону гидрохлориду на 
хроматограмме, анализируемого образца назального 
спрея (рисунок 9), имеет такое же время удержива-
ния, как пик на хроматограмме раствора налтрексо-
на гидрохлорида для анализа (рисунок 8).

На хроматограмме раствора назального спрея, 
подвергнутого воздействию высокой температуры 
(рисунок 10), наблюдается уменьшение площади пи-
ка налтрексона гидрохлорида на 8,5 минуте и до-
полнительный пик на 11,8 минуте, образующейся в 
результате нагревания примеси. Пик, соответствую-

щий примеси, не мешает опеделению налтрексона 
гидрохлорида. 

Прецизионность оценивали по параметрам повто-
ряемость (сходимость) и внутрилабораторная (проме-
жуточная) прецизионность (таблицы 3 и 4).

Относительное стандартное отклонение (RSD) 
не должно превышать 4,0 %. Требования крите-
рия прецизионность по параметру повторяемости 
выполнены.

Исследование параметра «Прецизионность по 
критерию внутрилабораторная воспроизводимость» 
было выполнено двумя сотрудниками независимо 
друг от друга на разных сериях препарата (таблица 4). 

Рисунок 7. Хроматограмма «плацебо»

Figure 7. Chromatogram of placebo

Рисунок 8. Хроматограмма раствора налтрексона гидрохло-
рида для анализа

Figure 8. Chromatogram of naltrexone hydrochloride solution

Рисунок 9. Хроматограмма анализируемого образца назаль-
ного спрея

Figure 9. Chromatogram of the test sample of the nasal spray

Рисунок 10. Хроматограмма раствора назального спрея, под-
вергнутого воздействию высокой температуры 

Figure 10. Chromatogram of nasal spray solution exposed to high 
temperature 
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Таблица 3. Статистические характеристики  
валидируемой методики по параметру повторяемость 
(сходимость)

Table 3. Statistical characteristics of the validated method  
for the repeatability (convergence) parameter
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, %

1 80,21 0,250

0,251 0,0002 0,084 0,251 ± 0,000 0,080

2 80,19 0,251
3 80,26 0,251
4 80,26 0,251
5 80,28 0,251
6 80,36 0,251

Относительное стандартное отклонение (RSD) по 
результатам измерений в течение двух дней должно 
составлять не более 4,0 %. Критерий Фишера составил 
0,138 %, что не превышает требуемый диапазон не бо-
лее 5,05 %. Требования критерия прецизионность по 
параметру внутрилабораторной воспроизводимости 
выполнены.

Необходимым условием пригодности методи-
ки количественного определения активного ком-
понента является наличие линейной зависимости 
площади пика от концентрации. Экспериментально 
полученные точки описываются уравнением пря-
мой y = 18005x + 292,68 с коэффициентом корреля-
ции r = 0,994. Величина коэффициента корреляции 
более 0,99, что удовлетворяет требованиям крите-
рия «Линейность». На рисунке 11 представлено гра-
фическое отображение зависимости площади пика от 
концентрации.

Таблица 4. Статистические характеристики  
валидируемой методики по параметру  
внутрилабораторная воспроизводимость

Table 4. Statistical characteristics of the validated method  
for the parameter intralaboratory reproducibility
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1 81,27 0,255

0,255 0,0002 0,077 0,255 ± 0,000 0,073

2 80,27 0,255
3 81,25 0,254
4 81,28 0,255
5 81,40 0,255
6 81,33 0,255

Правильность методики оценивали при помощи 
растворов с заданным уровнем концентраций налт- 
рексона гидрохлорида, сравнивая найденные значе-
ния с истинными (расчетным) данными (таблица 5). 

Процент открываемости должен находиться в 
диапазоне 95–105 %; относительное стандартное от-
клонение (RSD) не более 4,0 %.

Робастность (устойчивость) методики оценивали 
по двум параметрам: влияние температуры колонки 
и концентрации ион-парного реагента в подвижной 
фазе. При изменении температуры +/–5 °С не проис-
ходит значительных изменений измеряемых парамет- 

Рисунок 11. Графическое отображение параметра «Линейность» 

Figure 11. Graphical display of the Linearity parameter
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ров. При увеличении температуры на 10 °С и более 
происходит уменьшение времени удерживания ак-
тивного компонента (рисунок 12). 

Таблица 5. Статистические характеристики  
валидируемой методики по параметру правильность

Table 5. Statistical characteristics of the validated method  
for the correctness parameter
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80
64,74 0,199

0,200 0,10 99,8364,77 0,200
64,86 0,200

100
81,05 0,254

0,254 0,28 101,6781,40 0,255
81,02 0,254

120
64,09 0,297

0,298 0,32 99,4494,64 0,299
94,48 0,299

Таким образом, методика устойчива в температур-
ном диапазоне от 20 до 30 °С. При уменьшении кон-
центрации ион-парного реагента до 4 ммоль/л также 
происходит уменьшение времени удерживания опре-
деляемого компонента (рисунок 13), ввиду образова-
ния меньшего количества ионных пар на поверхности 
сорбента. 

В диапазоне концентраций ион-парного реагента 
4,5–5,5 ммоль/л разработанная методика устойчива.

Полученные расчетные и экспериментальные зна-
чения, полностью удовлетворяли предъявленным 
критериям, что позволяет сделать заключение о кор-
ректности применения методики количественного 
определения налтрексона в препарате «Налтрексон 
гидрохлорид, спрей назальный».

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная методика, позволяет с высокой точ-

ностью осуществлять идентификацию и определять 
количественное содержание налтрексона гидрохло-
рида в назальном спрее, содержащем полоксамер в 
высокой концентрации. 
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Рисунок 12. Хроматограмма испытуемого раствора при тер-
мостатировании колонки при 35

Figure 12. Chromatogram of the test solution during column 
temperature control at 35

Рисунок 13. Хроматограмма испытуемого раствора при кон-
центрации ион-парного реагента 4 ммоль/л

Figure 13. Chromatogram of the test solution at an ion-pair 
reagent concentration of 4 mmol/L
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Хроматография гидрофильных взаимодействий (HILIC) позволяет удерживать 
и разделять полярные соединения с помощью стандартной системы ВЭЖХ 
и обычных растворителей для обращенно-фазового режима разделения. 

Новые сорбенты Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC объединяют в себе 
инновационные технологии частиц сорбента и привитых фаз и улучшают 
удерживание и форму пиков полярных аналитов. Это позволяет быстро 
и эффективно разделять сложные полярные соединения, несущие высокий 
заряд, и достигать великолепной аналитической чувствительности в режиме 
масс-спектрального детектирования при использовании совместимых 
с масс-спектральным детектированием элюентов. 

Колонки Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-Z

 – Инновационная цвиттерионная неподвижная фаза, привитая на носитель 
Poroshell 120 с диаметром частиц 2,7 мкм.

 – Вариант с колонкой с полиэфирэфиркетоновым (ПЭЭК) покрытием 
обеспечивает великолепную форму пиков и успешное определение особо 
сложных заряженных соединений.

 – Стабильность в условиях высокой температуры и рН: значение рН до 12 
и температура до 80 ºC. 

Колонки Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC-OH5

 – Инновационная полигидроксифруктановая неподвижная фаза, привитая 
на носитель Poroshell 120 с диаметром частиц 2,7 мкм.

 – Имеет другую селективность по сравнению с фазами HILIC и HILIC-Z.

Узнайте больше об 
удерживании и разделении 
полярных соединений  
Закажите набор вводной 
документации, включающий 
методические рекомендации, 
брошюру о линейке продуктов Agilent 
InfinityLab Poroshell и многое другое:

Уверенный анализ 
сложных полярных 
соединений
Колонки Agilent InfinityLab Poroshell 120 HILIC

www.agilent.com/chem/
poroshell-120

Отличное удерживание, форма пиков и аналитическая  
чувствительность. Разделение нефункционализированных  
аминокислот с помощью метода ВЭЖХ-МС
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InfinityLab Poroshell HILIC-Z  
2,1 x 100 мм, 2,7 мкм

Условия
Подвижная фаза A:  20 мМ водный раствор 

формиата аммония, рН 3 
Подвижная фаза B:  ацетонитрил/20 мМ 

водный раствор 
формиата аммония, рН 3, 
в соотношении 9:1 

Градиент:   от 100% В до 70% В 
в течение 10 мин,  
возврат к 100% B 

Скорость потока: 0,8 мл/мин 
Температура:  30 ºC 
Масс-спектральное  
детектирование:  Трехквадрупольный масс-

спектрометр Agilent, режим 
мониторинга выбранных 
ионов MS2 SIM 
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Резюме
Введение. Создание рациональных комбинированных лекарственных средств, обладающих гепатопротекторной активностью – 
актуальная задача лекарствоведенья. Адеметионин проявляет фармакологическую эффективность при цитолизе, холестазе, синтетической 
недостаточности. Силибин, в свою очередь, эффективен при цитолизе, синтетической недостаточности, мезенхимальном воспалении, 
фиброзе и патологической регенерации. Таким образом, комбинация данных веществ охватывает практически весь набор клинико-
морфологических синдромов поражения печени и обладает широким спектром воздействия при различных патологиях печени.
Цель. Разработка комбинированной гранулированной лекарственной формы, содержащей густой экстракт расторопши пятнистой, 
адеметионин и аналитическое обеспечение настоящего процесса. 
Материалы и методы. Для получения густого экстракта из плодов Silybum marianum L. использовали традиционный метод перколяции в 
батарее из 3 диффузоров. Удаление экстрагента проводили с помощью ротационного испарителя ИР-1М3 под вакуумом. Модельный образец 
гранул получали методом влажного гранулирования. Формирование гранул осуществлялось с помощью продавливания увлажненной массы 
через перфорированную поверхность. Для анализа силибина в полученном густом экстракте из плодов S. marianum L. использовали метод 
ОФ ВЭЖХ. Валидационную оценку методики проводили по общепринятым параметрам. 
Результаты и обсуждение. Была разработана модельная комбинированная лекарственная форма на основе густого экстракта S. marianum L. 
и адеметионина. В качестве вспомогательного агента вводилась лактоза. Оценку качества гранул проводили по общепринятым критериям. 
Методом ОФ ВЭЖХ определены валидационные параметры изготовленной лекарственной формы. Правильность и прецизионность 
определяли методом добавок в серии из 9 экспериментальных образцов гранул. Результаты определения линейности, прецизионности и 
правильности методики определения силибина и адеметионина в комбинированной модельной лекарственной форме показали корректные 
результаты. 
Заключение. Разработана комбинированная гранулированная лекарственная форма, содержащая густой экстракт расторопши пятнистой, 
адеметионин. Проведено аналитическое обеспечение настоящего процесса с использованием метода ВЭЖХ. Осуществлены валидационные 
исследования разработанной методики. Область применения полученных результатов – практическая фармация. Дальнейшие исследования 
должны касаться проведения комплекса фармакологических тестов.

Ключевые слова: силибин, адеметионин, расторопша пятнистая, гранулы, высокоэффективная жидкостная хроматография, валидация. 
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Abstract
Introduction. The creation of rational combined medicines with hepatoprotective activity is an urgent task of medicinal science. Ademetionin 
shows pharmacological ef-fectiveness in cytolysis, cholestasis, synthetic insufficiency. Silybin, in turn, is effective in cytolysis, synthetic insufficiency, 
mesenchymal inflammation, fibrosis and pathological regeneration. Thus, the combination of these substances covers almost the entire set of clinical 
and morphological syndromes of liver damage and has a wide range of effects in various liver pathologies.
Aim. The purpose of this study was to develop a combined granular dosage form containing a thick extract of milk thistle, ademetionin and analytical 
support for this process. 
Materials and methods. To obtain a thick extract from the fruits of Silybum marianum L. a traditional percolation method was used in a battery 
of 3 diffusers. Extractant removal was performed using a rotary evaporator IR-1M3 under vacuum. For the analysis of silybin in the obtained thick 
extract from the fruit of S. marianum L. the method of HPLC was used. Validation evaluation of the method was performed according to generally 
accepted parameters.
Results and discussion. A modular combined dosage form based on a thick extract of S. marianum L. and ademethionine was developed. Lactose 
was introduced as an auxiliary agent. The quality of pellets was evaluated according to generally accepted criteria. The validation parameters of the 
manufactured dosage form were determined using the HPLC method. Accuracy and precision were determined by the method of additives in a series 
of 9 experimental samples of granules. The results of determining the linearity, precision and correctness of the method for determining silybin and 
ademetionin in a combined model drug form showed correct results. 
Conclusion.Thus, a combined granular dosage form containing a thick extract of milk thistle, ademetionin, has been developed. Analytical support 
of this process using the HPLC method was performed. Validation studies of the developed methodology were carried out. The field of application 
of the obtained results is practical pharmacy. Further research should concern the conduct of a set of pharmacological tests.

Keywords: silybin, ademetionin, milk thistle, granules, high-performance liquid chromatography, validation.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время на отечественном фармацев-

тическом рынке преобладают гепатопротекторы рас-
тительного происхождения, содержащие суммарные 
фитокомплексы из плодов расторопши пятнистой  – 
Silybum marianum (L.) Gaertn.

Плоды S. marianum L. характеризуются наличием 
богатого комплекса биологически активных веществ, 
включающего жирное масло, стерины, горечи, смо-
лы, гетеро- и гомополисахариды и флавоноиды [1]. Од-
нако наибольший интерес представляет уникальная 
группа  – флаволигнаны [2, 3]. В плодах S. marianum L. 
было выделено 12 соединений данной группы, среди 
которых: силибин, изосилибин, 2,3-дегидросилибин, 
силандрин, силикристин, силидианин, силимонин, 
2,3-дегидросиликристин, изосиликристин, силигер-
мин [4–7]. Доминирующими среди перечисленных 
соединений являются силибин, силидианин и сили-
кристин, сумма которых имеет общее название си-
лимарин  [8, 9]. На сегодняшний день лекарственные 
препараты на основе силимарина являются препара-
тами-лидерами в терапии заболеваний печени [10, 11].

Гепатопротекторную активность силимарина свя- 
зывают с одним из его компонентов – силибином. Ха-
рактерным свойством силибина является его предель-
но низкая токсичность при выраженной фармакологи-
ческой активности [3, 12–14]. Ключевыми факторами, 
обеспечивающими гепатопротекторную активность 

настоящего компонента, составляют четыре механиз-
ма действия:
1)	 антиоксидантный – обезвреживает активные формы 

кислорода и регулирует внутриклеточное содержа-
ние глутатиона [3]. Силибин повышает активность 
антиоксидантной защиты, в частности супероксид-
дисмутазы, каталазы, глутатионредуктазы [11, 15];

2)	 мембраностабилизирующий – заключается в спо-
собности силибина стабилизировать мембраны ге-
патоцитов и, как следствие, повышать прочность 
мембран, предотвращая проникновение гепато-
токсических агентов через клеточные мембраны, 
и снижать потерю внутриклеточных метаболи- 
тов  [16]. Данный эффект является результатом 
взаимодействия силибинина с мембранами гепа-
тоцитов [12]. Силибин оказывает прямое влияние 
на клеточные мембраны, меняя их качественный 
состав. В клеточных мембранах увеличивается со-
держание жирных кислот и фосфолипидов, а со-
держание триглицеридов и эфиров холестерина в 
свою очередь снижается [17];

3)	 регенеративно-метаболический – под воздейст- 
вием силибина происходит активация синтеза бел-
ка и регенерация гепатоцитов [18]. Данное свойст- 
во основано на способности силибина повышать 
содержание РНК и цРНК, и синтез рРНК в клетках 
печени [4]. Таким образом, увеличивается не толь-
ко число рибосом, но и синтез белка в клетках [19];
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4)	 ингибиторование конверсии звёздчатых гепатоци-
тов в миофибробласты [20, 21].
Еще одним уникальным представителем группы 

гепатопротекторов является адеметионин (син.: S- 
аденозил-L-метионин, сульфоаденозил-L-метионин. S- 
аденозилметионин). Данное соединение – производ-
ное серосодержащей незаменимой аминокислоты 
метионина и аденозинтрифосфата. Оно представляет 
собой активный метионин, который является донато-
ром метильных групп в реакциях трансметилирова- 
ния [22].

В настоящее время имеется множество результа-
тов клинических исследований, доказывающих эффек-
тивность адеметионина при патологиях печени [23, 
24].

Адеметионин проявляет фармакологическую эф-
фективность при цитолизе, холестазе, синтетической 
недостаточности. Силибин, в свою очередь, эффекти-
вен при цитолизе, синтетической недостаточности, 
мезенхимальном воспалении, фиброзе и патологи-
ческой регенерации [25]. Таким образом, можно сде-
лать вывод о том, что комбинация данных веществ 
охватывает практически весь набор клинико-морфо-
логических синдромов поражения печени и обладает 
широким спектром воздействия при различных пато-
логиях печени [26].

Следовательно, создание рациональных комби-
нированных лекарственных средств, обладающих ге-
патопротекторной активностью, и аналитическое 
обеспечение процесса их разработки является акту-
альной задачей фармации.

Целью настоящего исследования, проводимого в 
рамках научного направления «Фармацевтический ре-
мейк» [27], явилась разработка комбинированной гра-
нулированной лекарственной формы, содержащей 
густой экстракт расторопши пятнистой, адеметионин 
и аналитическое обеспечение настоящего процесса.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объектов исследования выступили пло-

ды S. marianum L. (ФС.2.5.0035.15), субстанция адеме- 
тионина (НД-42-4578-05), стандартный образец сили-
бина (Sigma-Aldrich, CAS 22888-70-6, LOT # BCBS2989V, 
PCod: 101853895, Германия).

Хроматографические исследования проводи-
ли на хроматографическом приборе фирмы Agilent 
Technologies производства США, оснащённым детек-
тором с диодной матрицей серии 1200 Infinity и обра-
батывались с помощью программного обеспечения 
Agilent Chem Station.

Эффективность колонки (N), коэффициент разде-
ления (Rs) и асимметрию пиков рассчитывали согласно 
рекомендациям Европейской фармакопеи [21].

Сумму флаволигнанов подвергали хроматогра-
фическому разделению в следующих условиях: под-
вижная фаза: 1,0%-ый водный раствор кислоты уксус-
ной (А); спирт метиловый (Б) в градиентном режиме 

элюирования, колонка: Ascentis express C18, 100 × 4,6 мм; 
2,7  мкм фирмы Supelco; скорость подвижной фазы –  
0,5  мл/мин; температура колонки +35  °С; объём вво-
димой пробы 5 мкл; детекция диодно-матричная при 
длинах волн 290 и 257 нм.

Режим элюирования – градиентный.
Идентификацию изомеров силибина осуществля-

ли по совпадению времён удерживания анализируе-
мого образца со СО силибина.

Содержание силибина в густом экстракте опре-
деляли путём растворения 0,1 г указанного объекта в 
25 мл спирта этилового 70%-ого. Полученные извлече-
ние подвергали хроматографированию.

Расчёт содержания силибина в объектах проводи-
ли по формуле 1:
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,x st
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S С W P
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S m B
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⋅ ⋅  

(1)

где Sх – среднее значение площади пика анализиру-
емого образца; Sст – среднее значение площади пика 
СО силибина; mst – масса навески СО силибина, г; mx – 
масса навески сырья или экстракта, г; W – объём мер-
ной колбы, мл; Р – содержание основного вещества в 
СО силибина, %; B – потеря в массе при высушивании 
анализируемого образца, %.

Расчёт содержания силибина и адеметионина в 
гранулах проводили по формуле 2:
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где Sх – среднее значение площадей пиков силибина 
или адеметионина, вычисленное из хроматограмм 
испытуемого раствора; Sст – среднее значение площа-
дей пиков силибина или адеметионина, вычисленное 
из хроматограмм раствора сравнения; mst – масса на-
вески СО силибина или адеметионина, г; mx – масса на-
вески исследуемого материала, г; Va – объём раство-
ра Б, введённый в хроматограф (в случае материалов 
природного происхождения – 5 мкл); W – потеря в мас-
се при высушивании материала, г.

Полученные гранулы, содержащие густой экст- 
ракт плодов S. marianum L. и адеметионин, анализи-
ровали согласно соответствующим ОФС.1.4.1.0004.15, 
ОФС.1.1.0015.15, ОФС.1.4.2.0016.15 и ОФС.1.4.2.0016.15.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для количественной оценки силибина в сырье, 

промежуточном продукте – густом экстракте и гра-
нулах использован метод абсолютной градуировки.  
Подтверждение линейности разрабатываемой ме-
тодики проводили в диапазоне концентраций 0,01–
0,1 % раствора СО силибина. По результатам хрома-
тографирования построен градуировочный график 
зависимости площадей пиков изомеров силиби-
на от концентрации. В выбранном диапазоне кон-
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центраций калибровочная зависимость оказалась 
прямолинейной, уравнение регрессии имело вид: 
y = 28108x – 105,22.

Коэффициент корреляции R2 = 0,996, что свиде-
тельствует о прямо пропорциональном соотноше-
нии между концентрацией и аналитическим сигналом 
силибина.

Диапазон линейности для адеметионина составил 
0,025–0,3 %. В указанном диапазоне калибровочная за-
висимость была прямолинейной, уравнение регрес-
сии для адеметионина имела вид: y = 49139х + 1035,9.

Коэффициент аппроксимации составил 0,9902, что 
свидетельствует о прямолинейной зависимости меж-
ду концентрацией и площадью пика адеметионина.

Для получения густого экстракта из плодов 
S. marianum L. использовали метод перколяции в бата-
рее из 3 диффузоров. Удаление экстрагента проводи-
ли с помощью ротационного испарителя ИР-1М3 под 
вакуумом.

Для анализа силибина в полученном густом экст- 
ракте из плодов S. marianum L. использовали метод 
ОФ ВЭЖХ.

Результаты хроматографирования спиртового 
раствора густого экстракта S. marianum L. представле-
ны на рисунке 1.

На хроматограмме обнаруживаются два пика со 
временем удерживания tr = 36,707 и 37,278 мин с по-
метками площадей пиков, принадлежащие изомерам 
силибина.

Валидационную оценку методики проводили по 
общепринятым параметрам. Все валидационные кри-
терии оказались корректными.

На следующем этапе настоящих исследований 
была разработана модельная комбинированная ле-
карственная форма на основе густого экстракта 
S. marianum L. и адеметионина. 

В качестве вспомогательных веществ – наполни-
телей и формообразователей использовали лактозу. 
В качестве увлажнителя в модельном образце гранул, 
использовалась вода очищенная.

Модельный образец гранул получали методом 
влажного гранулирования. Формирование гранул осу-
ществлялось с помощью продавливания увлажненной 
массы через перфорированную поверхность.

Состав модельной лекарственной формы: гус- 
той экстракт плодов S. marianum L. – 1,266  г; адеме- 
тионин – 0,4 г; лактоза моногидрат – 0,33 г.

Модельная смесь представляла собой зерна не-
правильной формы, желтого цвета и отвечала требо-
ваниям ОФС.1.4.1.0004.15 «Гранулы».

Результаты хроматографического изучения грану-
лированной модельной лекарственной формы на ос-
нове адеметионина и густого экстракта S. marianum L. 
представлены на рисунке 2.

Оценку качества гранул проводили по общепри-
нятым критериям, результаты представлены в таб- 
лице 1.

Валидационную оценку настоящей методи-
ки проводили по общепринятым валидационным 
критериям.

Прецизионность (сходимость) и правильность ме-
тодики определяли методом добавок на сериях, полу-
ченных из 9 образцов гранул. Результаты представле-
ны в таблицах 2 и 3.

Рисунок 1. Хроматограмма густого экстракта из плодов S. marianum L.

Figure 1. Chromatogram of a thick extract from the fruit of S. marianum L.
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Содержание силибина в плодах S. marianum L. со-
ставило 0,048 ± 0,27 %. Ошибка единичного экспери-
мента при доверительной вероятности Р = 95 % соста-
вила 0,7 %.

Содержание адеметионина в густом экстракте со-
ставило 0,4 ± 0,487 %. Относительная ошибка сред-

него результата при доверительной вероятности 
Р = 95 % составила 1,25 %.

Результаты определения линейности, прецизион-
ности и правильности методики определения силиби-
на и адеметионина в комбинированной модельной ле-
карственной форме показали корректные результаты.

Рисунок 2. Хроматограмма гранул с густым экстрактом S. marianum L. и адеметионином: 

А – детекция диодно-матричная при λ = 290 нм; Б – детекция диодно-матричная при λ = 257 нм

Figure 2. Chromatogram of granules with a thick extract of S. marianum L. and ademethionine: 

A – diode-matrix detection at λ = 290 nm; B – diode-matrix detection at λ = 257 nm
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Таблица 1. Технологические характеристики гранул  
с экстрактом плодов S. marianum L. и адеметионином

Table 1. Technological characteristics of granules  
with S. marianum L. fruit extract and ademethionine

Показатель Методика Экспериментальные 
значения

Размер частиц ОФС.1.1.0015.15 1,0–1,2 мм

Форма ОФС.1.4.2.0014.15 Вытянутая

Насыпная 
плотность ОФС.1.4.2.0016.15 563,70 ± 1,31 кг/м3

Сыпучесть ОФС.1.4.2.0016.15 7,05 ± 0,25 г/с

Распадаемость ОФС.1.4.2.0013.15 10 ± 3 минут

Прочность ОФС.1.4.2.0004.15 97,91 ± 0,5 %

Высвобождение 
адеметионина ОФС.1.4.2.0014.15 99,0 ± 0,10 %

(30 минут)

Растворимость 
в воде ОФС.1.2.1.0005.15 Умеренно растворимы 

(1:30)

Остаточная 
влажность ОФС.1.2.1.0010.15 2,3 ± 0,6 %

Однородность 
дозирования ОФС.1.4.2.0008.15 Выполняется

Содержание: 
силибина 
адеметионина

ОФ ВЭЖХ
ОФ ВЭЖХ

Не менее 0,048 г
Не менее 0,4 г

Таблица 2. Результаты опытов с добавками СО силибина  
для методики количественного определения силибина  
в гранулах

Table 2. The results of experiments with the addition  
of CO silybin for methods for the quantitative determination  
of silybin in granules

Вз
ят

о,
 г

Д
об

ав
ле

но
 С

О
, г

Вв
ед

ен
о,

 г

Н
ай

де
но

, г

Ошибка

О
тк

ры
ва

ем
ос

ть
, %

А
бс

ол
ю

тн
ая

, %

О
тн

ос
ит

ел
ьн

ая
, %

0,0481 0,0122 0,0603 0,0602 –0,0001 0,166 99,83

0,0480 0,0124 0,0604 0,0606 +0,0002 0,33 100,33

0,0478 0,0123 0,0601 0,0602 +0,0001 0,166 100,166

0,0482 0,0243 0,0725 0,0723 –0,0002 0,41 99,59

0,0481 0,0245 0,0726 0,0728 +0,0002 0,27 100,27

0,0480 0,0242 0,0722 0,0725 +0,0003 0,41 100,41

0,0481 0,048 0,0961 0,096 –0,0001 0,10 99,9

0,0482 0,0478 0,096 0,0963 +0,0003 0,31 100,31

0,0479 0,0482 0,0961 0,0962 +0,0001 0,1 100,1

Среднее R, % 100,1

RSD, % 0,27

Относительный доверительный интервал
∆ % ( %, ) % , %= − ⋅ = ⋅t n z z95 1 2 57RSD RSD 0,6939

Систематическая погрешность, δ = Zcp – 100 0,1

Общий вывод о методике Корректна

Таблица 3. Результаты опытов с добавками СО адеметионина  
для методики количественного определения адеметионина  
в гранулах

Table 3. The results of experiments with the addition  
of CO ademetionine for the quantitative determination  
of ademetionine in granules
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, %
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О
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%

0,401 0,103 0,504 0,506 +0,002 0,39 100,39
0,400 0,102 0,502 0,505 +0,003 0,59 100,59
0,403 0,102 0,505 0,503 –0,002 0,4 99,6
0,404 0,203 0,607 0,606 –0,001 0,16 99,84
0,402 0,201 0,603 0,607 +0,004 0,65 100,65
0,403 0,203 0,606 0,601 –0,005 0,83 99,17
0,405 0,402 0,807 0,809 +0,002 0,4 100,4
0,402 0,402 0,804 0,805 +0,001 0,16 100,16
0,401 0,403 0,804 0,804 – – 100,0

Среднее X, % 100,08
RSD, % 0,487

∆ % %, % , %= −( ) ⋅ = ⋅t n z z95 1 2 57RSD RSD 1,25

Систематическая погрешность, δ = Zcp – 100 0,08
Общий вывод о методике Корректна

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, выполнена разработка комбини-

рованной гранулированной лекарственной формы, 
содержащей густой экстракт расторопши пятнистой, 
адеметионин. Проведено аналитическое обеспечение 
настоящего процесса с использованием метода ВЭЖХ. 
Осуществлены валидационные исследования разра-
ботанной методики.
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Резюме
Введение. Одним из важных физико-химических параметров лекарственных форм на основе наночастиц является степень включения 
лекарственного вещества (ЛВ) в наночастицы (НЧ). Выбор адекватного метода для оценки этого параметра, в том числе метода разделения 
свободной и связанной с носителем фракций ЛВ является важной задачей, при решении которой необходимо учитывать особенности 
конкретной наносомальной лекарственной формы (НЛФ).
Цель. Оптимизация методов оценки степени включения ЛВ в НЧ на примере НЛФ доксорубицина на основе НЧ сополимера молочной и 
гликолевой кислот (PLGA-Dox НЧ).
Материалы и методы. PLGA-Dox НЧ были получены методом «двойных эмульсий» (вода/масло/вода) при различных значениях рН внешней 
водной фазы (7,4/6,4). Размер и распределение частиц по размерам (PDI) определяли методами фотонной корреляционной спектроскопии 
(ФКС) и просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ). Для оценки степени включения доксорубицина НЧ отделяли методами 
центрифугирования, ультрафильтрации и гель-фильтрации. Эффективность отделения НЧ методом центрифугирования оценивали по 
содержанию PLGA в супернатанте методом капиллярного электрофореза (КЭФ).
Результаты и обсуждение. Средний гидродинамический диаметр НЧ PLGA-Dox/7,4 и PLGA-Dox/6,4 в воде (ФКС) составил 103 ± 10 нм и 141 ± 8 нм 
соответственно. По данным ПЭМ размер полученных НЧ составил в среднем 50 ± 16 нм. Степень включения доксорубицина, определенная 
при отделении наночастиц центрифугированием при ускорении 48254×g, составила 78,9 ± 1,8 % для PLGA-Dox/6,4 НЧ и 91,5 ± 0,9 % для  
PLGA-Dox/7,4 НЧ, при этом содержание PLGA в супернатанте не превышало 5 %. Меньшее ускорение обеспечивало неполное осаждение НЧ и 
занижение степени включения. Метод ультрафильтрации (NMWL 50 и 100 кДа) также позволил достоверно определить степень включения, при 
этом сорбция доксорубицина не превышала 4 %. В то же время отделение НЧ методом гель-фильтрации привело к значительной десорбции 
доксорубицина с поверхности НЧ за счет создания условий значительного разбавления.
Заключение. Для определения степени включения доксорубицина в PLGA-Dox НЧ наилучшим образом подходит метод центрифугирования 
(оптимальным является ускорение 48254×g) и метод ультрафильтрации при использовании мембранных фильтров с диаметром пор 50 и 
100 кДа.

Ключевые слова: наночастицы, PLGA, доксорубицин, степень включения, ультрафильтрация, центрифугирование, гель-фильтрация. 
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Abstract
Introduction. Drug encapsulation efficiency (EE) is the important parameter of the nanoparticle-based drug formulations. Generally, the methods for 
evaluation of the EE are based on separation of the free and NP-bound fractions of the drug; however, applicability of these methods for a particulate 
formulation needs careful consideration. 
Aim. The purpose of the study was to optimize the procedure for evaluation of the EE for a nanoparticle-based drug formulation taking doxorubicin 
loaded in the PLGA nanoparticles (PLGA-Dox NP) as a model formulation.
Materials and methods. The PLGA-Dox NP were prepared by a «double emulsion» method at pH of the external aqueous phase of 7.4 or 6.4. The 
NP size and size distribution (PDI) were determined by photon correlation spectroscopy (PCS) and transmission electron microscopy (TEM). For 
the EE evaluation of doxorubicin, the NP were separated by centrifugation, ultrafiltration, or gel filtration. The efficiency of NP separation by the 
centrifugation method was evaluated by the PLGA content in the supernatant by capillary electrophoresis (CZE).
Results and discussion. The average hydrodynamic diameter of the PLGA-Dox/7.4 and PLGA-Dox/6.4 NP (FCS) was 103 ± 10 nm and 141 ± 8 nm, 
respectively. According to the TEM data, the main fraction of the NP averaged 50 ± 16 nm. The EE of doxorubicin, determined after the NP separation 
by centrifugation at 48254×g, was 78.9 ± 1.8 % for the PLGA-Dox/6.4 and 91.5 ± 0.9 % for the PLGA-Dox/7.4 NP with the residual PLGA content in the 
supernatant of ~5 %. At lower acceleration the NP separation was incomplete leading to underestimation of the EE. Also, the ultrafiltration method 
using the filters with the NMWL of 50 and 100 kDa enabled the reliable NP separation with the minimal doxorubicin adsorption on the filter (<4 %). 
Separation of the NP by gel filtration led to the underestimation of the EE due to considerable desorption of doxorubicin from the NP surface.
Conclusion. The optimal analytical procedures for evaluation of the EE of doxorubicin in the PLGA NP are based on the NP separation by centrifugation 
at 48254×g and ultrafiltration using filters with NMWL of 50 and 100 kDa. 

Keywords: nanoparticles, PLGA, doxorubicin, encapsulation efficiency, ultrafiltration, ultracentrifugation, gel filtration.
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ВВЕДЕНИЕ
Наночастицы (НЧ) – коллоидные полимерные 

частицы размером от 10 до 1000 нм, в которых актив-
ное вещество включено и/или адсорбировано на по-
верхности, на протяжении более 40 лет активно ис-
следуются в качестве систем доставки лекарственных 
веществ (ЛВ). Физико-химические свойства НЧ, исполь-
зуемых в качестве носителей ЛВ, такие как размер и за-
ряд поверхности, а также степень включения ЛВ и про-
филь его высвобождения из НЧ, оказывают влияние 
на эффективность и безопасность наноразмерной ле- 
карственной формы (НЛФ). Изучение этих свойств тре-
бует применения особых методов анализа. В частности, 
для определения степени включения ЛВ в носитель 
(липосомы, полимерные НЧ) необходимо отделение 
носителя, содержащего включенное ЛВ, от свободно-
го (не связанного с носителем) ЛВ с последующим ана-
лизом «свободной» фракции ЛВ и оценкой фракции 
(косвенной или прямой), связанной с носителем. Для 
отделения НЧ можно использовать методы центрифу-
гирования, ультрафильтрации или гель-фильтрации, 
при этом выбор метода зависит от особенности конк- 
ретной НЛФ [1–4]. В частности, важным параметром, 
определяющим пригодность метода, является эффек-
тивность отделения НЧ от дисперсионной среды, по-
скольку неполное отделение НЧ может привести к не-
точным (заниженным) оценкам степени включения. 

Цель настоящего исследования – оптимизация 
методов оценки степени включения ЛВ в НЧ на при-
мере НЛФ доксорубицина на основе НЧ сополимера 
молочной и гликолевой кислот (PLGA-Dox НЧ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение PLGA-Dox НЧ

Наночастицы PLGA, нагруженные доксорубицином 
(PLGA-Dox НЧ), получали методом «двойных эмуль-
сий» (W1/O/W2), как описано в опубликованных ранее 
работах авторов [5]. Первичную эмульсию (W1/O) по-
лучали путем эмульгирования внутренней водной фа-
зы (W1), представляющей собой раствор доксорубици-
на гидрохлорида (Yick-Vic Chemicals & Pharmaceuticals, 
Hong Kong, China) в 0,001 н соляной кислоте, с раст- 
вором PLGA (Resomer® 502H, D,L-лактид/гликолид  = 
50:50 моль/моль; молекулярная масса 7–17 кДа, Evonik 
Nutrition & Care GmbH, Германия) в дихлорметане 
(х.ч., Химмед, Россия) при помощи гомогенизатора  
(Ultra-Turrax T 18 Basic, IKA, Германия) в течение 1  ми-
нуты при 23600  об/мин. Соотношение доксоруби-
цин : PLGA составило 1:10 в/в, соотношение объемов 
водной (W1) и органической фаз  2:3. Для получения 
двойной эмульсии (W1/O/W2) первичную эмульсию 
диспергировали в 5-кратном объеме 1 % водного раст- 
вора поливинилового спирта (ПВС, 9–10 кДа, Sigma-
Aldrich, Германия) в фосфатно-солевом буфере (PBS, 
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ПанЭко, Россия) при рН 6,4 или 7,4 с помощью Ultra-
Turrax T 18 (2 мин, 23600 об/мин), а затем подверга-
ли гомогенизации под высоким давлением (15000 psi, 
3 минуты; Microfluidizer M-110P, Microfluidics, США). Ор-
ганический растворитель удаляли под вакуумом, по-
лученную наносуспензию фильтровали через стеклян-
ный фильтр, добавляли маннит (5 % м/о) в качестве 
криопротектора и разливали во флаконы по 1,5 мл. 
После лиофилизации (Alpha 2-4 LSCplus, Martin Christ 
GmbH, Германия) образцы хранили в холодильнике 
при температуре +4–5 °С.

Изучение физико-химических параметров  
PLGA-Dox НЧ

Средний гидродинамический диаметр частиц и 
распределение частиц по размерам (PDI) определя-
ли методом фотонной корреляционной спектроско-
пии (ФКС), дзета-потенциал поверхности НЧ – мето-
дом микроэлектрофореза (Zetasizer Nano  ZS, Malvern 
Instruments, Великобритания) при разведении сус- 
пензии НЧ в воде Milli-Q до концентрации 0,2 мг/мл 
по полимеру (угол 173°, +25  °С, n = 4). Размер и мор-
фологию НЧ оценивали также при помощи просвечи-
вающей электронной микроскопии (ПЭМ, микроскоп 
JEOL JEM-1400, Япония); контрастирующий агент – 1 % 
раствор уранила ацетата. Содержание полимера в  
PLGA-Dox определяли методом капиллярного элект- 
рофореза (КЭФ, Капель-105M, Lumex, Россия) с прог- 
раммным обеспечением Elforun® (Lumex, Россия), 
как описано в [6]. Для этого во флакон с лиофилиза-
том НЧ добавляли 2 мл 1,0 н раствора NaOH; смесь 
инкубировали 24 ч при +37 °С при перемешивании  
(200 об/мин). Гидролизат разбавляли в 1000 раз водой 
Milli-Q и определяли содержание полимера по коли-
честву молочной кислоты, образующейся в резуль-
тате гидролиза. Общее содержание доксорубицина 
в PLGA-Dox НЧ определяли спектрофотометрически 
(Shimadzu UV-1800, Япония) при λmax = 480 нм после 
растворения лиофилизата НЧ в ДМСО (0,00–50 мкг/мл; 
r = 0,9995). Для определения каждого показателя про-
водили 3 параллельных измерения (n = 3).

Определение степени включения  
доксорубицина в PLGA-Dox НЧ

Степень включения доксорубицина в PLGA-Dox НЧ 
оценивали путем отделения фракции НЧ от свобод-
ного доксорубицина методами центрифугирования, 
ультрафильтрации и гель-фильтрации. 

Метод центрифугирования 

Лиофилизат НЧ ресуспендировали в 1,5 мл дистил-
лированной воды, НЧ отделяли центрифугированием 
с использованием различных режимов: 1) на центри-
фуге Eppendorf 5804R (Германия), ускорение 15000×g, 
30  мин при +18  °C; 2) на ультрацентрифуге Avanti  
JXN-30 (Beckman Coulter, США), ускорение 20000×g/
30000×g/48254×g/75000×g/100000×g, 30  мин при 

+5 °C. Объем центрифугируемой суспензии и отбира-
емой аликвоты супернатанта для анализа составляли 
в первом случае 0,5 и 0,05 мл, во втором – 1 и 0,2 мл 
соответственно. Концентрацию свободного доксору-
бицина в супернатанте определяли спектрофотомет- 
рически с использованием калибровочной кривой в 
воде (0,00–52,50 мкг/мл; r = 0,9979). Степень включения 
доксорубицина рассчитывали как отношение (%) раз-
ницы содержания общего и свободного доксорубици-
на к его общему содержанию в образце:

Степень включения (%) = (Собщ. – Ссвобод.) /Собщ. × 100 %. (1)

Для оценки эффективности осаждения НЧ содер-
жание PLGA в супернатантах определяли методом 
КЭФ после щелочного гидролиза, как описано выше. 
Для этого к 100 мкл неразбавленного супернатанта 
прибавляли 10 мкл 1,0 н раствора NaOH, инкубирова-
ли 24 ч при +37 °С. Перед анализом смесь разбавляли 
в 100 раз водой Milli-Q. Остаточное содержание НЧ в 
супернатанте после центрифугирования рассчитыва-
ли, как отношение (%) содержания PLGA в супернатан-
те к его общему содержанию в образце. Все измерения 
выполняли параллельно с использованием 6 флако-
нов образца каждой серии PLGA-Dox НЧ.

 Метод ультрафильтрации 

Лиофилизованные НЧ ресуспендировали в 1,5  мл 
дистиллированной воды, далее 500 мкл суспензии по-
мещали в предварительно промытые водой фильтры 
Amicon® Ultra-0,5 (Millipore) из восстановленной цел-
люлозы с размером пор 10, 30, 50 и 100 кДа (NMWL) и 
центрифугировали (Eppendorf 5804R, 15000×g, 30 мин, 
+25  °С). Концентрацию доксорубицина в фильтрате 
и степень включения доксорубицина (%) в PLGA-Dox 
НЧ рассчитывали как описано выше (n = 6). Контроль-
ный раствор доксорубицина гидрохлорида с концен-
трацией 1,0 мг/мл подвергали ультрафильтрации в тех 
же условиях (n = 6) для оценки степени сорбции на  
фильтрах (%).

Метод гель-фильтрации

Для оценки степени включения свободный док-
сорубицин отделяли методом гель-фильтрации 
(Sephadex® G25, GE Healthcare, Швеция; колонка 
32 × 110 мм, объем геля ~70 мл). Для оценки влияния 
объема анализируемого образца на качество разде-
ления на колонку наносили образцы сконцентриро-
ванной в 2 раза суспензии НЧ объемом 2–3 мл или 
10–12  мл; фракцию «отмытых» от свободного доксо-
рубицина НЧ (10–15 мл) собирали и лиофильно высу-
шивали. Степень включения (%) рассчитывали как от-
ношение нагрузки доксорубицина в НЧ после и до 
отделения фракции свободного доксорубицина:

Нагрузка = Доксорубицин [мг]/PLGA [мг] (2)

Степень включения (%) = 

= (нагрузкаотмытые/нагрузканеотмытые) × 100 %. (3)
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Отделение свободной фракции доксорубицина от 
НЧ методом гель-фильтрации в обоих случаях прово-
дили в двукратной повторности для оценки сходи-
мости; содержание доксорубицина и PLGA в «отмы-
тых» НЧ определяли для трех параллельных образцов.

Статистический анализ данных 

Статистическую обработку результатов про-
водили с помощью пакета анализа данных Statsoft 
Statistica 10. Для статистического анализа физико-хи-
мических данных использовали t-критерий Стью-
дента; статистический уровень значимости р < 0,05. 
Полученные результаты представлены как средние 
значения  ± стандартное отклонение (sd), при этом 
указано число параллельных измерений (n).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Молекула доксорубицина обладает амфифильны-

ми свойствами, поэтому его растворимость зависит 
от рН: при понижении рН фосфатно-солевого буфера 
до 6,4 происходит смещение ионного равновесия ам-
фифильной молекулы доксорубицина в сторону обра-
зования катионов с протонированной аминогруппой, 
обладающих большей растворимостью в воде и мень-
шим сродством к гидрофобной матрице PLGA [7]. Соот-
ветственно, мы предположили, что путем варьирова-
ния рН внешней водной фазы двойной эмульсии (1 % 
раствор ПВС в PBS; рН 6,4 или 7,4) можно получить НЧ 
с разной степенью включения. В таблице 1 приведе-
ны усредненные значения параметров PLGA-Dox/6,4 
и PLGA-Dox/7,4 НЧ (3 серии каждого типа). До лиофи-
лизации гидродинамический диаметр обоих типов НЧ 
составлял 90–100 нм, однако после лиофилизации в 
суспензии PLGA-Dox/6,4 НЧ появлялись микроагрега-
ты (3–5 мкм), фракция которых составила от 3 до 6 %; 
с учетом микронной фракции средний гидродинами-
ческий диаметр PLGA-Dox/6,4 НЧ составил 141 ± 8  нм. 
Размеры НЧ, определенные с помощью ПЭМ, были зна-
чительно меньше и составляли в среднем 50 ± 16  нм 
(рисунок 1).  Средний размер НЧ, измеренный мето-
дом ФКС, представляет собой гидродинамический ди-
аметр наночастицы, при этом он теоретически дол-
жен превышать размер, определенный методом ПЭМ, 
так как в первом случае учитывается размер гидрат-
ной оболочки вокруг НЧ [8]. Поскольку полученные 
наночастицы PLGA-Dox/6,4 и PLGA-Dox/6,4 имеют от-
рицательный дзета-потенциал поверхности, величи-
на гидратной оболочки вносит существенный вклад в 
величину среднего размера, определенного методом 
ФКС.

Как было отмечено выше, для определения вклю-
чения ЛВ в НЧ необходимо отделение его несвязанной 
(свободной) фракции. Для выявления оптимального 
метода отделения НЧ в данном исследовании сравни-
вали методы центрифугирования, ультрафильтрации и 
гель-фильтрации. В опыте использовали репрезента-
тивные серии НЛФ: PLGA-Dox/7,4* и PLGA-Dox/6,4*, име-
ющие средний гидродинамический диаметр 98 ± 3 нм 
(дзета-потенциал –10,90 ± 0,27 мВ) и 142 ± 2  нм (дзе-
та-потенциал –4,79 ± 0,33 мВ) соответственно. 

Как и предполагалось, PLGA-Dox/7,4* НЧ характе-
ризуются более высокой степенью включения док-
сорубицина по сравнению с PLGA-Dox/6,4*. При от-
делении НЧ методом центрифугирования основным 
фактором, оказывающим влияние на результат анали-
за, является ускорение. Как видно из рисунка 2, степень 
включения возрастает с увеличением ускорения, что 
связано с неполным осаждением НЧ при низком уско-
рении и, как следствие, завышенным содержанием 
доксорубицина, определяемым в супернатанте. 

В среднем содержание PLGA в супернатанте при 
низком ускорении (15000×g, +18  °C) составляет бо-
лее 20 % от исходного (27,2 ± 0,9 % для PLGA-Dox/7,4* 
и 21,2 ± 1,6 % для PLGA-Dox/6,4* соответственно), а 
при увеличении ускорения до 48254×g снижается до 
значений менее 5 % (5,0 ± 0,3 % для PLGA-Dox/7,4* и 
4,0 ± 0,1 % для PLGA-Dox/6,4* соответственно). При 
этом в первом случае наблюдается занижение степени 
включения доксорубицина по сравнению со значения-
ми, полученными при ускорении 48254×g: 79,9 ± 1,1 % 
vs 92,6± 0,6 % (p < 0,05) для PLGA-Dox/7,4* и 63,7 ± 2,5 % 

Таблица 1. Физико-химические параметры наночастиц, нагруженных доксорубицином (PLGA-Dox, n = 3, cреднее ± sd)

Table 1. Physicochemical parameters of the nanoparticles loaded with doxorubicin (PLGA-Dox, n = 3, average ± sd)

Тип НЧ
Содержание 

доксорубицина,  
мг/флакон

Содержание PLGA, 
мг/флакон

Размер, нм PDI
Дзета-потенциал, 

мВ

PLGA-Dox/7,4 1,67 ± 0,06 15,55 ± 2,16 103 ± 10 0,149 ± 0,007 –10,61 ± 0,80
PLGA-Dox/6,4 1,67 ± 0,02 16,68 ± 0,08 141 ± 8 0,272 ± 0,071 –7,03 ± 1,95

Рисунок 1. Электронная микрофотография PLGA-Dox/7,4 на-
ночастиц (просвечивающий электронный микроскоп JEOL  
JEM-1400, Япония); контрастирующий агент 1 % раствор ура-
нила ацетата

Figure 1. Electron micrograph of PLGA-Dox/7.4 nanoparticles 
(transmission electron microscope JEOL JEM-1400, Japan); 
contrasting agent 1 % uranyl acetate solution
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vs 78,9 ± 0,7 % (p < 0,05) для PLGA-Dox/6,4* соответст- 
венно. Отметим, что осаждение PLGA-Dox/6,4* про-
исходит эффективнее, чем PLGA-Dox/7,4* при любом 
режиме центрифугирования (p < 0,05); возможно, это 
происходит из-за склонности этих НЧ к агрегации. Ста-
тистически значимые различия (p < 0,05) между зна-
чениями степени включения и содержания PLGA в су-
пернатантах наблюдаются при центрифугировании с 
ускорением 30000×g и менее (15000×g и 20000×g) для 
обоих типов НЧ. Помимо этого, для PLGA-Dox/6,4* НЧ 
также отмечены статистически значимые различия 
между значениями степени включения при центрифу-
гировании с ускорением 30000×g и 48254×g (p < 0,05). 
Таким образом, необходимым и достаточным для эф-
фективного осаждения НЧ обоих типов является уско-
рение 48254×g: в этом случае остаточное содержание 
PLGA в супернатанте не превышает 5 % от исходно-
го. В то же время для осаждения основной массы НЧ 
(более 90 %) приемлемым является ускорение более 
30000×g. В отличие от липосом аналогичного разме-
ра (около 100 нм), для осаждения которых методом 
центрифугирования требуется длительное время (10–
20 часов) и ускорение более 200000×g ввиду близкой 
плотности частиц и окружающей среды [2], твердые 
коллоидные частицы PLGA-Dox могут быть эффектив-
но отделены от свободной фракции доксорубицина за 
короткое время.

При использовании метода ультрафильтрации для 
отделения НЧ от свободной фракции ЛВ важным фак-
тором, влияющим на результат анализа, является  
сорбция свободного ЛВ на мембране. В таблице 2 при-
ведены значения степени включения доксорубицина 
в НЧ PLGA-Dox/7,4* и PLGA-Dox/6,4* при отделении НЧ 
методом ультрафильтрации на фильтрах с разным ди-
аметром пор. При использовании фильтров Amicon® 
Ultra-0,5 (Millipore) с диаметром пор 50 и 100 кДа сорб- 
ция доксорубицина на фильтрах составила 3,5 ± 0,5 % 
и 1,9 ± 0,5 % соответственно (p < 0,05). При использо-
вании фильтров с диаметром пор 10 и 30 кДа заметно 

занижение содержания свободного доксорубицина в 
супернатанте, и, следовательно, некоторое завышение 
степени включения доксорубицина в НЧ в связи с бо-
лее значительной сорбцией на фильтрах (17,6 ± 0,8 % 
и 7,7 ± 0,7 % соответственно). При этом полимер в 
фильтратах даже в случае фильтров с NMWL 100  кДа 
(КЭФ) содержался в следовых количествах (менее 
1 %), соответствующих содержанию водораствори-
мой фракции PLGA в НЧ. Таким образом, PLGA-Dox НЧ 
эффективно отделяются при ультрафильтрации, в от-
личие от липосом размером 100 нм, для которых от-
мечено прохождение через фильтры с аналогичным 
NMWL ввиду большей пластичности [2]. По-видимо-
му, в отличие от центрифугирования при низких зна-
чениях ускорения, метод ультрафильтрации позволя-
ет отделить наиболее мелкие НЧ, которые остаются в 
супернатанте. Таким образом, в данном случае метод 
ультрафильтрации при использовании фильтров с ми-
нимальной сорбцией (NMWL 50 или 100 кДа) может за-
менить метод центрифугирования при отсутствии в 
аналитической лаборатории высокоскоростной цент- 
рифуги (с ускорением более 30000×g). 

Таблица 2. Степень включения доксорубицина (%)  
в PLGA-Dox при отделении НЧ методом  
ультрафильтрации (n = 6)

Table 2. Encapsulation efficiency of doxorubicin (%)  
in the separation of nanoparticles by ultrafiltration (n = 6)

Тип НЧ
Amicon® Ultra-0,5 (Millipore), NMWL

10 кДа 30 кДа 50 кДа 100 кДа
Степень включения доксорубицина, %

PLGA-Dox/7,4* 93,7 ± 0,6 93,2 ± 0,6 92,0 ± 0,4 91,8 ± 0,2
PLGA-Dox/6,4* 83,2 ± 0,2 77,5 ± 0,3 76,7 ± 0,4 76,4 ± 0,1

Помимо центрифугирования и ультрафильтра-
ции, гель-фильтрация также широко используется 
для разделения свободного ЛВ и НЧ: НЧ быстро про-
ходят сквозь гель, а свободное ЛВ удерживается в по-
рах геля. Однако в отличие от первых двух методов, 
для которых степень включения оценивали косвен-

Рисунок 2. Влияние режима центрифугирования на степень включения доксорубицина (%) в PLGA-Dox/7,4* и PLGA-Dox/6,4* нано-
частицы и эффективность осаждения наночастиц по содержанию PLGA (%) в супернатанте (n = 6, среднее ± sd); # – p<0,05

Figure 2. Influence of centrifugation parameters on encapsulation efficiency of doxorubicin (%) in PLGA-Dox/7.4* and PLGA-Dox/6.4* 
nanoparticles and the efficiency of nanoparticles separation by PLGA content (%) in the supernatant (n = 6, average ± sd); # – p < 0,05
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но по уравнению (1), используя значения содержания 
свободного доксорубицина в супернатанте или фильт- 
рате после отделения НЧ, в случае гель-фильтрации 
степень включения рассчитывали напрямую как от-
ношение между нагрузкой доксорубицина в НЧ по-
сле отделения свободной фракции на колонке и в ис-
ходных НЧ. Для оценки влияния отношения объема 
образца к объему геля на эффективность разделения 
свободного доксорубицина и НЧ на колонку, запол-
ненную гелем Sephadex® G25, наносили образцы с раз-
личным соотношением объемов суспензии НЧ и геля: 
при соотношении 1:23–35 о/о были получены «отмы-
тые» НЧ PLGA-Dox/7,4*G25(1) и PLGA-Dox/6,4*G25(1), 
при соотношении 1:5,8–7 о/о – «отмытые» НЧ  
PLGA-Dox/7,4*G25(2) и PLGA-Dox/6,4*G25(2). При этом 
рассчитывали отношение массы доксорубицина к 
массе PLGA в образце (нагрузка) в «отмытых» и исход-
ных НЧ  (2). Степень включения, определенная как от-
ношение нагрузки доксорубицина в «отмытых» НЧ к 
аналогичному показателю в исходных НЧ, рассчитан-
ная по уравнению (3), была значительно ниже, чем рас-
считанная косвенным методом по уравнению (1) при 
отделении НЧ методами центрифугирования и ультра-
фильтрации (таблица 3). По всей видимости, при та-
ком способе отделения НЧ при взаимодействии про-
бы с сорбентом создаются условия значительного 
разбавления, что приводит к существенному вымыва-
нию доксорубицина с поверхности PLGA НЧ. При этом 
5-кратное увеличение отношения объема наносимой 
пробы к объему колонки существеннее сказалось на 
значении степени включения для НЧ, полученных при 
рН 6,4.

Таблица 3. Степень включения доксорубицина (%)  
в PLGA-Dox при отделении НЧ методом гель-фильтрации, 
(n = 6)

Table 3. Encapsulation efficiency of doxorubicin (%)  
in the separation of nanoparticles by gel filtration (n = 6)
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PLGA-Dox/7,4* 1,71 ± 0,05 17,02 ± 0,96 –
PLGA-Dox/7,4*G25(1) 0,333 ± 0,010 4,50 ± 0,02 73,8 ± 2,0

PLGA-Dox/7,4*G25(2) 0,73 ± 0,01 9,82 ± 0,04 74,3 ± 2,0

PLGA-Dox/6,4* 1,67 ± 0,03 17,00 ± 0,57 –
PLGA-Dox/6,4*G25(1) 0,045 ± 0,002 2,12 ± 0,01 21,6 ± 0,4
PLGA-Dox/6,4*G25(2) 0,16 ± 0,01 5,90 ± 0,07 27,6 ± 0,5

Как отмечено выше, в случае НЧ, полученных при 
рН  6,4, доксорубицин обладает большей раствори-
мостью в воде и меньшим сродством к гидрофобной 
матрице PLGA. Вероятно, в этих НЧ доксорубицин на-
ходится в основном на поверхности и в приповерх-
ностном слое; в условиях значительного разбавления 
(гель-фильтрация) ~80 % доксорубицина десорбирует-
ся с поверхности PLGA-Dox/6,4 НЧ и только 20 % оста-
ется связанным с НЧ и будет высвобождаться только в 
процессе их деградации. В отличие от липосом, пред-

ставляющих собой замкнутый наноконтейнер с липид-
ной оболочкой, для которых гель-фильтрация является 
обычным методом разделения свободного и инкапсу-
лированного ЛВ [9], степень включения ЛВ в PLGA НЧ в 
большей степени зависит от градиента концентраций 
ЛВ в среде, поскольку в такой системе существует рав-
новесие между адсорбцией и десорбцией.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для определения степени включения доксору-

бицина в PLGA НЧ наилучшим образом подходит ме-
тод центрифугирования при ускорении  >  30000×g. 
Оптимальным является ускорение 48254×g: степень 
включения доксорубицина составила 78,9 ± 1,8 % для 
PLGA-Dox/6,4 НЧ и 91,5 ± 0,9 % для PLGA-Dox/7,4 НЧ 
(усредненные значения степени включения доксору-
бицина в НЧ для трех серий каждого типа). Меньшее 
ускорение приводит к неполному осаждению НЧ и за-
нижению степени включения. Достоверно определять 
степень включения доксорубицина в НЧ можно так-
же методом ультрафильтрации при использовании 
фильтров с NMWL 50 и 100 кДа. При использовании 
метода гель-фильтрации происходит значительная де-
сорбция доксорубицина с поверхности и приповерх-
ностного слоя НЧ, что приводит к занижению степе-
ни включения. Тем не менее, метод гель-фильтрации 
в данном случае позволяет оценить сколько доксору-
бицина находится внутри матрицы или прочно с ней 
связано.
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Резюме
Введение. Эффективная лекарственная терапия онкологическим пациентам хронического болевого синдромома (ХБС) сильной 
интенсивности является одной из приоритетных задач современного здравоохранения. В настоящее время для купирования боли используют 
ненаркотические и наркотические анальгетики по трехступенчатой схеме. При отсутствии противопоказаний предпочтительным является 
назначение препаратов внутрь и пролонгированных форм, что позволит пациенту сохранить самостоятельность и психологический комфорт. 
Цель. Изучение фармакокинетических свойств лекарственного препарата с пролонгированным механизмом действия «Морфина 
гидрохлорид» (форма выпуска таблетки в дозировке 30 мг, покрытые пленочной оболочкой) у онкологических пациентов с ХБС сильной 
интенсивности.
Материалы и методы. Для анализа фармакокинетики исследуемого препарата после однократного и многократного приема 20 пациентов, 
которые получали 10-дневную анальгетическую терапию исследуемым препаратом «Морфина гидрохлорид» (таблетки пролонгированного 
действия, покрытые пленочной оболочкой, 30 мг). Производитель ФГУП «Московский эндокринный завод» (Россия). Путь введения: внутрь. 
Продолжительность исследования составила 17 дней из них: продолжительность скрининга до 7 дней; длительность терапии до 10 дней.
Результаты и обсуждение. Проведено определение концентрации морфина в плазме крови методом ВЭЖХ-тандемной-масс-спектрометрии 
в течение 12 часов после приема исследуемого препарата (1 таблетка пролонгированного действия, покрытая пленочной оболочкой, 
30 мг). После многократного применения препарата были получены следующие значения фармакокинетических параметров в день 5 
соответственно: T1/2 – 6,08 ± 4,37 ч и 14,46 ± 30,86 ч, Tmax – 2,5 ± 1,86 ч, Cmax – 43,91 ± 27,24 нг/мл. Представлены усредненные за все дни значения 
фармакокинетических параметров. Установлено, что T1/2 для исследуемого препарата T1/2 составляет 9,21 ± 14,94 ч; Tmax 2,87 ± 2,36 ч. 
Среднее значение максимальная концентрация (Сmax) на день применения исследуемого препарата составило 36,52 нг/мл.
Заключение. В результате изучения фармококинетики установлено, что препарат «Морфина гидрохлорид» (таблетки пролонгированного 
действия, покрытые пленочной оболочкой, 30 мг) обнаружен в сыворотке крови после приема внутрь через 15 минут и достигает 
максимальной концентрации в крови через 3 часа, период полувыведения составляет в среднем 9 часов, максимальная концентрация 
составляет 36,52 нг/мл.

Ключевые слова: наркотические лекарственные препараты, клинические исследования, фармакокинетика, морфина гидрохлорид, таблетки 
пролонгированного действия. 
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Abstract
Introduction. Effective drug therapy for cancer patients with chronic pain syndrome (CPS) of high intensity is one of the priorities of modern healthcare. 
Currently, non-narcotic and narcotic analgesics are used for pain relief according to a three-steps scheme. In the absence of contraindications, it is 
preferable to prescribe medications per os and prolonged forms, which will allow the patient to maintain selfcare and comfort.
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Aim. To study the pharmacokinetic properties of a drug with a prolonged mechanism of action «Morphine hydrochloride», in a film-coated tablet 
formof a dosage 30 mg, in cancer patients with severe CPS.
Materials and methods. For the analysis of the pharmacokinetics of the studied drug after single and multiple doses of 20 patients who received 10-
day analgesic therapy with the studied drug «Morphine hydrochloride», long-acting film-coated 30 mgtablets. manufacturer FSUE Moscow Endocrine 
Plant, Russia. Route of administration: per os. The study duration was 17 days: screening duration up to 7 days; duration of therapy up to 10 days.
Results and discussion. The concentration of morphine in plasma was determined by HPLC-tandem mass spectrometry, within 12 hours after taking 
the study drug (1 of long-acting, film-coated tablet 30 mg). The following pharmacokinetic parameters were obtained on Day 5: T1/2 – 6.08 ± 4.37 hours 
and 14.46 ± 30.86 hours, Tmax – 2.5 ± 1.86 hours, Cmax – 43.91 ± 27.24 ng/ml. Values of pharmacokinetic parameters averaged over all days are presented. 
It was found that T1/2 for the studied drug T1/2 is 9.21 ± 14.94 hours, Tmax 2.87 ± 2.36 hours. The average maximum concentration (Cmax) on the day of 
the study drug was 36.52 ng/ml.
Conclusion. As a result of the study of pharmacokinetics, it was found that the drug «Morphine hydrochloride», long-acting tablets film-coated with 
a of 30 mg was found in serum after oral administration after 15 minutes and reaches a maximum concentration in the blood in 3 hours, the half-life 
is on average 9 hours, the maximum concentration is 36.52 ng/ml.

Keywords: narcotic drugs, clinical trials, pharmacokinetics, morphine hydrochloride, long-acting tablets.
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ВВЕДЕНИЕ
Эффективная лекарственная терапия онкологи-

ческим пациентам с ХБС сильной интенсивности яв-
ляется одной из приоритетных задач современного 
здравоохранения. Одним из механизмов решения 
данной проблемы является внедрение программы 
импортозамещения в России. Данная программа на-
правлена на разработку с целью дальнейшей регист- 
рации новых лекарственных форм отечественных нар-
котических препаратов в сфере производства обез- 
боливающих фармацевтических субстанций, что по-
зволит обеспечить высокоэффективное и доступное 
обезболивание онкологических пациентов [1, 2]. 

Для реализации программы необходимо прове-
дение клинических и доклинических исследований 
с целым рядом особенностей, учитывающих специ-
фический химический состав готовых лекарственных 
форм. Исследование фармакокинетики лекарствен-
ного препарата является обязательным при выполне-
нии клинического исследования [3].

Болевой синдром является одним из тяжелых по-
следствий и спутников онкологических заболеваний, 
в решении данной проблемы, важное значение име-
ет определение характера, интенсивности, лечения и 
предупреждения боли [4, 5]. В настоящее время для 
купирования боли используют ненаркотические и 
наркотические анальгетики по трехступенчатой схе-
ме [6–8]. При отсутствии противопоказаний предпоч-
тительным является назначение препаратов внутрь 
и пролонгированных лекарственных форм обезболи-
вающих препаратов, которые позволяют пациенту со-
хранить самостоятельность и психологический ком-
форт [9, 10]. ФГУП «Московский эндокринный завод» 
разработал наркотический препарат «Морфина гид- 
рохлорид» (таблетки пролонгированного действия, 
покрытые пленочной оболочкой, 30 мг) для онколо-
гических пациентов с хроническим болевым синдро-

мом (ХБС) сильной интенсивности. В рамках клини-
ческого исследования эффективности и безопасности 
было выполнено исследование фармакокинетических 
свойств лекарственного препарата «Морфина гидро- 
хлорид» (таблетки пролонгированного действия, по-
крытые пленочной оболочкой, 30 мг) для онкологичес- 
ких пациентов с ХБС сильной интенсивности.

Цель: изучение фармакокинетических свойств 
лекарственного препарата с пролонгированным ме-
ханизмом действия «Морфина гидрохлорид» (форма 
выпуска таблетки в дозировке 30 мг, покрытые пле-
ночной оболочкой) у онкологических пациентов с 
ХБС сильной интенсивности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалы

Изучение фармококинетики выполнено в рам-
ках клинического исследования по протоколу 
№ MRPH-04-17 «Многоцентровое, открытое, рандоми-
зированное исследование в параллельных группах по 
изучению эффективности, безопасности и фармакоки-
нетики препарата «Морфина гидрохлорид» [таблетки 
пролонгированного действия, покрытые пленочной 
оболочкой, 30 мг) (ФГУП «Московский эндокринный 
завод», Россия] в сравнении с препаратом МСТ конти-
нус [таблетки пролонгированного действия, покрытые 
оболочкой, 30 мг («Бард Фармасьютикалс Лтд», Вели-
кобритания)] у онкологических пациентов с хрони-
ческим болевым синдромом сильной интенсивности». 
В группу оценки фармакокинетики были включены 20 
пациентов, у которых в ходе проведения прошедших 
10-дневной анальгетической терапии лекарственным 
препаратом «Морфина гидрохлорид» (форма выпус- 
ка таблетки в дозировке 30 мг, покрытые пленочной 
оболочкой; производитель ФГУП «Московский эндо-
кринный завод», Россия) проводили отбор биобразцов 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



121РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

для фармакокинетического исследования после од-
нократного и многократного (через 5 и 10 дней от на-
чала терапии) приема препарата. Препарат назначал-
ся перорально. 

Пациенты в группу оценки фармакокинетики бы-
ли скрининированы и рандомизированы в двух в ис-
следовательских центрах № 06* и № 08**. 

Максимальная продолжительность участия в ис-
следовании для каждого пациента составила 17  дней 
и определялась максимальной продолжительностью 
каждого из периодов исследования: период скринин-
га – до 7 дней; период терапии – 10 дней. 

В группу оценки фармакокинетики были включе-
ны: пациенты в возрасте от 18 до 65 лет, соответствую-
щие критериям включения/невключения в исследова-
ние. В группе оценки фармакокинетики два пациента 
досрочно завершили исследование. Причина досроч-
ного выбывания – развитие серьезных нежелательных 
явлений (СНЯ), не связанных с приемом исследуемого 
препарата. Клиническое исследование было проведе-
но на основании разрешения Министерства здраво-
охранения Российской Федерации № 4045597-20-1/3 
от 19.06.2017 г. и одобрение центрального этического 
комитета (выписка из протокола № 149 от 01.06.2017 г.). 
До начала каких-либо процедур каждый пациент под-
писал форму информированного согласия на участие 
в исследовании, ранее одобренную регуляторными 
органами и локальными этическими комитетами кли-
нических центров.

Описание метода

В биоаналитической лаборатории был разрабо-
тан и валидирован биоаналитический метод опреде-
ления морфина в плазме крови человека на K2  ЭДТА 
с применением ВЭЖХ-МС системы, удовлетворяющий 
требованиям протокола исследования и валидиро-
ванный в соответствии с руководством FDA для пред-
приятий «Bioanalytical Method Validation» (май 2001 г.) 
и руководством EMA «Guideline on bioanalytical 
method validation» (июль 2011 г.). Анализ морфина в 
плазме крови осуществлялся методом ВЭЖХ-тандем-
ной-масс-спектрометрии, который позволяет с вы-
сокой селективностью и точностью количествен-
но определять содержание исследуемого вещества 
в биологических матрицах. Согласно литературным 
данным подобный анализ проводится на обращён-
но-фазовых хроматографических колонках с исполь-
зованием водно-органической подвижной фазой или 
буферных растворов. В качестве проб подготовки, как 
правило, используют жидкость-жидкостную экстрак-
цию органическими растворителями [11] или твер-
дофазную экстракцию [12]. Воспроизводимость, пре-
цизионность и правильность в процессе разработки 
методики была достигнута в интервале концентраций 
0,1–100 нг/мл, таким образом разработанный метод 
пригоден для количественного определения морфина 
в плазме крови человека (К2 ЭДТА в качестве антико-
агулянта) в диапазоне от 0,1 нг/мл (LLOQ) до 100 нг/мл 
(ULOQ). Минимальный объём биоматериала для про-

ведения анализа составляет 180 мкл. Для количествен-
ного определения использовался метод градуировоч-
ного графика. В качестве параметра использовалось 
соотношение площадей пика аналита и внутреннего 
стандарта. 

Тип калибровочной зависимости: линейная. Иден-
тификация пика морфина происходила по его харак-
теристичным ионам, родительскому и дочернему 
(режим MRM, m/z 285,90 > 152,20). Использовалось 
автоматическое интегрирование хроматограмм с по-
мощью программного обеспечения LabSolution, вер-
сия 5.96. 

Статистический анализ данных

Статистический анализ проводился с использова-
нием программного комплекса NCSS 11.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе исследования у пациентов методом жид-

костной хроматографии с тандемной масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС) с высокой эффективностью была 
определена концентрация морфина после однократ-
ного и многократного (5 и 10 дней) приема иссле-
дуемого препарата (1 таблетка пролонгированно-
го действия, покрытая пленочной оболочкой, 30 мг). 
Продолжительность наблюдения за концентрацией в 
каждый из дней составляла 12 часов. График отбора 
образцов крови: 0 ч (за 10–15 мин до первого при-
ема исследуемого препарата в день 1 и за 10–15  мин 
до первого за день приема исследуемого препарата в 
дни 1 и 5 или последнего приема исследуемого пре-
парата в день 10), далее через 15, 30 минут и далее че-
рез 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 и 12,0 ч после приема 
препарата. Представлены индивидуальные значения 
по концентрациям препарата морфин у пациентов. 
Расчетные значения фармакокинетических парамет- 
ров для каждого дня исследования представлены в 
рисунках 1 и 2. После однократного введения препа-
рата «Морфина гидрохлорид» (таблетки пролонгиро-
ванного действия, покрытые пленочной оболочкой, 
30 мг) T1/2 составила 4,28 ± 1,77 ч; Tmax 2,58 ± 2,43 ч; Cmax 
составляет 30,67 ± 14,43 нг/мл. После многократного 
приема препарата «Морфина гидрохлорид» (таблетки 
пролонгированного действия, покрытые пленочной 
оболочкой, 30 мг) были получены следующие значения 
фармакокинетических параметров – в день 5 и день 
10 соответственно: T1/2 – 6,08 ± 4,37 ч и 14,46 ± 30,86 ч; 
Tmax – 2,5 ± 1,86 ч и 2,63 ± 1,43 ч; Cmax – 43,91 ± 27,24 нг/мл 
и 39,21 ± 27,1 нг/мл. Произведен расчет усредненных за 
все дни значений фармакокинетических параметров, 
при этом T1/2 составляет 9,21 ± 14,94 ч; Tmax 2,87 ± 2,36 ч; 
Cmax составляет 36,52 ± 20,26 нг/мл

После многократного применения препара-
та были получены следующие значения фармакоки-
нетических параметров – в день 5 соответственно: 
T1/2 – 6,08 ± 4,37  ч и 14,46 ± 30,86 ч; Tmax – 2,5 ± 1,86  ч; 
Cmax – 43,91 ± 27,24 нг/мл. Представлены усредненные 
за все дни значения фармакокинетических парамет- 
ров. Установлено, что T1/2 для исследуемого препара-
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та T1/2 составляет 9,21 ± 14,94 ч; Tmax 2,87 ± 2,36 ч. Сред-
нее значение максимальная концентрация (Сmax) на 
день применения исследуемого препарата составило 
36,52 нг/мл.

Сравнительный анализ выполненных ранее ис-
следований фармококинетики с настоящим исследо-
ванием показал следующее: остаточная концентра-
ция препарата через 12 часов у пациентов обеих групп 
не превышает 2,4 нг/мл после приема 10 мг препара-
та «Морфина сульфат» с замедленным высвобожде-
нием. По результатам собственных исследований пос- 
ле приема 30 мг препарата «Морфина гидрохлорид» 
(таблетки пролонгированного действия, 30 мг) дан-
ная концентрация составила примерно 5,95 нг/мг, что 
превышает остаточную концентрацию после прие-

ма препарата с дозой 10 мг примерно в 2,5 раза. При 
этом значение показателя AUC0-t после однократно-
го приема препарата «Морфина гидрохлорид» (таблет-
ки пролонгированного действия, покрытые пленоч-
ной оболочкой, 30  мг) составило 170,27 ± 88,49 нг ∙ ч/мл  
за 12  часов, для таблеток «Морфина сульфат», 10 мг – 
43,4 ± 5 нг ∙ ч/мл за аналогичный период. Площадь под 
фармакокинетической кривой «концентрация-время» 
для таблеток 30  мг примерно в 3,9 раза превышает 
аналогичную площадь под кривой для таблеток про-
лонгированного действия 10 мг, что свидетельству-
ет о тенденции к линейному увеличении концентра-
ций препарата при повышении дозы. Таким образом, 
можно сделать вывод о сопоставимых фармакоки-
нетических свойствах препарата «Морфина гидрохло- 
рид» отечественного производства и зарубежно-
го препарата «Морфина сульфат». S. P. Baillie et al до-
полнительно было показано, что эквивалентные дозы 
морфина приводят к более высоким концентрациям в 
плазме у пожилых людей по сравнению с молодыми, 
независимо от того, вводится ли морфин внутривен-
но, перорально или в таблетках с замедленным высво-
бождением, что связано со сниженным метаболизмом 
при первом прохождении через печень и снижен-
ным клиренсом в пожилой группе; что также можно 
наблюдать и в популяции включенных в исследо-
вание MRPH-04-17 онкологических пациентов с уче-
том среднего возраста участвовавших в исследование 
пациентов (57 лет) и предшествующей перенесённой 
противоопухолевой терапии (потенциально гепато- и 
нефротоксичной) [13].

J. DRAKE et al провели изучение относительной 
биодоступности и изучили фармакокинетические про-
фили пролонгированных форм морфина после при-
ема препаратов Oramorph SR (OSR) и MST Continus 
(MST) в дозе 30 мг. Оценку проводили в ходе рандоми-
зированного перекрестного исследования с участием 
24 здоровых добровольцев мужского пола, получав-
ших однократные пероральные (30 мг) дозы препа-
ратов морфина натощак или после обильного завтра-
ка. По результатам исследования было выявлено, что 
средние значения Cmax, Tmax, AUC0-24 были значительно 
выше у пациентов, получивших обильный завтрак по 
сравнению с субъектами, которые получали препара-
ты натощак (таблица 1) [14]. 

Сравнительный анализ фармакокинетических 
данных в работе J. DRAKE et al, полученных на здо-
ровых добровольцах и данных, полученных в ходе 
нашего исследования (MRPH-04-17), подтверждают 
сопоставимость фармакокинетических профилей раз-
личных препаратов морфина с учетом разности воз-
растов (более возрастная популяция в исследовании 
MRPH-04-17) и связанными с этим более высокими кон-
центрациями морфина в плазме крови [14].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате изучения фармакокинетики уста-

новлено, что препарат «Морфина гидрохлорид» (таб- 
летки пролонгированного действия, покрытые пле-
ночной оболочкой, 30 мг) обнаруживается в плаз-

Рисунок 1. Результаты исследования концентрации морфи-
на в крови пациентов после однократного приема «Морфи-
на гидрохлорид», таблетки пролонгированного действия, 
покрытые пленочной оболочкой в День исследования 1 

Figure 1. Results of the study of the concentration of morphine 
in the blood of patients after a single dose of «Morphine 
hydrochloride», long-acting tablets, coated with a film on the day 
of the study 1

Рисунок 2. Результаты исследования концентрации морфи-
на в крови пациентов после многократного приема препа-
рата «Морфина гидрохлорид», таблетки пролонгированно-
го действия, покрытые пленочной оболочкой 30 мг в день 
исследования 5

Figure 2. Results of the study of the concentration of morphine in 
the blood of patients after repeated administration of the drug 
«Morphine hydrochloride», long-acting tablets, coated with a film 
30 mg per day of the study 5
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ме крови после приема внутрь через 15 минут. Мак-
симальной концентрации в крови достигается через 
3 часа, период полувыведения составляет в сред-
нем 9 часов, максимальная концентрация составляет  
36,52 нг/мл. 
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Таблица 1. Сравнение усредненных значений фармакокинетических параметров после приема препаратов морфина,  
полученных при проведении клинических исследований по протоколам MRPH-04-17 (M ± SD) и MRPH-09-16 (M ± SD)

Table 1. Comparison of the average values of pharmacokinetic parameters after taking morphine preparations obtained during  
clinical trials using protocols MRPH-04-17 (M ± SD) and MRPH-09-16 (M ± SD)

Препарат/
ФК 

показатель

Морфина гидрохлорид, таблетки 
30 мг пролонг (МЭЗ) (12 часов).

Протокол исследования  
MRPH-04-17 (M ± SD)

Морфина гидрохлорид, 
таблетки 10 мг короткого 

действия (8 часов).
Протокол исследования  

MRPH-09-16 (M ± SD)

МСТ континус, M ± SEM 
(10 мг, 12 часов)

Раствор для приема 
внутрь M ± SEM  
(10 мг, 12 часов)

Однократный 
прием

Многократный 
прием  

(день 10)

Однократный 
прием

Многократный 
прием Молодые Пожилые Молодые Пожилые

Сmax 30,67 ± 14,43 39,21 ± 27,1 27,08 ± 21,76 37,72 ± 19,22 5,5 ± 0,4 8,1 ± 1,0 10,8 ± 1,4 20,9 ± 3,7
Tmax 2,58 ± 2,43 2,63 ± 1,43 1,8 ± 1,77 1,01 ± 0,48 3,9 ± 1,2 2,7 ± 0,4 0,7 ± 0,2 0,6 ± 0,2

AUC0-t 170,27 ± 88,49 211,9 ± 135,75 71,76 ± 53,41 142,25 ± 81,74 28,0 ± 3 43,4 ± 5 26,2 ± 2,7 61,7 ± 16,3
T1/2 4,28 ± 1,77 14,46 ± 30,86 3,29 ± 3,96 4,26 ± 1,37 – – – –
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Резюме
Введение. Инсулин является наиболее действенным гипогликемическим средством, применяемым в настоящее время в клинической 
практике. По сравнению с рекомбинантным человеческим инсулином, инсулин лизпро демонстрирует профиль уровня глюкозы в крови, 
значительно более близкий к физиологическому. В программу клинических исследований (КИ) биоаналогов инсулина входят исследования 
фармакологии: фармакокинетика (ФК), фармакодинамика (ФД), и исследование клинической безопасности. 
Цель. Продемонстрировать, что препарат РинЛиз®, раствор для внутривенного и подкожного введения, 100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», 
Россия) и Хумалог®, раствор для внутривенного и подкожного введения, 100 МЕ/мл («Лилли Франс», Франция) имеют сопоставимые ФК и ФД 
профили в условиях эугликемического гиперинсулинемического клэмпа на здоровых добровольцах. 
Материалы и методы. Исследование было проведено как двойное слепое перекрестное исследование ФК и ФД с участием 28 здоровых 
добровольцев (NCT03604575). Исследуемые препараты (ИП) вводили перед клэмпом в дозе 0,3 МЕ/кг однократно подкожно в область 
подкожно-жировой клетчатки передней брюшной стенки. В течение исследования проводили регулярный забор крови, в образцах 
определяли количество инсулина лизпро методом иммуноферментного анализа. Результаты определения использованы для расчета ФК 
параметров и построения кривых «концентрация – время». На основании измерения гликемии корректировали скорость инфузии глюкозы. 
Эти данные использованы для расчета ФД параметров. Сопоставимость ИП считалась доказанной, если 90%-ые доверительные интервалы 
(ДИ) для отношения геометрических средних ФК параметров Cins. max и AUCins.0-8 и 95%-ые ДИ для отношения геометрических средних ФД 
параметров GIRmax и AUCGIR0-8,5 находились в пределах 80–125 %. Статистическая обработка данных и оформление результатов проводилось 
с помощью пакетов программного обеспечения R 3.4.2.
Результаты и обсуждения. В ходе проведенного КИ сравнительной ФК и ФД препаратов РинЛиз® и Хумалог® установлено, что они имеют 
сопоставимые ФК и ФД профили. ДИ для логарифмически преобразованных отношений значений ФК параметров составили Cins. max 85,99–
96,85 % и AUCins. 0-8 90,58–97,28 %, для ФД параметров 95,64–118,94 для GIRmax и 96,5–121,36 для AUCGIR0-8,5. Все ДИ соответствуют заданным 
границам 80–125 % для установления сопоставимости между препаратом РинЛиз® и оригинальным препаратом.
Заключение. Полученные данные демонстрируют биосимилярность инсулина РинЛиз® оригинальному препарату Хумалог® по ФК, ФД 
показателям и по параметрам безопасности.

Ключевые слова: инсулин лизпро, биосимиляр, клиническое исследование, фармакокинетика, фармакодинамика, сопоставимость, 
клэмп. 
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Abstract
Introduction. Insulin is the most effective hypoglycemic agent currently used in the clinical practice. Compared with recombinant human insulin, 
insulin lispro have a blood glucose profile that is much closer to physiological. The clinical trials program of insulin bioassays includes pharmacology 
studies: pharmacokinetics (PK), pharmacodynamics (PD), and a clinical safety study.
Aim. To compare PK and PD of RinLiz® U100, solution for intravenous and subcutaneous administration (LLC «GEROFARM», Russia) and Humalog® 
U100, solution for intravenous and subcutaneous administration (Lilly France, France) in hyperinsulinemic euglycemic clamp.
Materials and methods. This was randomized double-blind, two-arm crossover study in 28 healthy volunteers (NCT03604575). The studied 
preparations were injected before the clamp with a dose of 0.3 U/kg once subcutaneously in the area of subcutaneous fat in the anterior abdominal 
wall. During the study, regular blood sampling was performed; the amount of insulin lispro was determined by ELISA in the samples. The results 
of the determination were used to calculate the PK parameters and construct the curves «concentration – time». Based on the measurement of 
glycemia, the glucose infusion rate was adjusted. These data were used to calculate the PD parameters. The comparability of the studied drugs was 
considered proven if 90 % confidence intervals (CI) for the ratio of geometric mean PK parameters Cins. max and AUCins. 0-8 and 95 % CI for the ratio of 
geometric mean PD parameters GIRmax and AUCGIR0-8,5 were in the range of 80–125 %. Statistical data processing and presentation of the results was 
carried out using software packages R 3.4.2.
Results and discussion. In the course of CI comparative PK and PD of RinLiz® and Humalog®, it was revealed that they have comparable PK and PD 
profiles. The CI for the logarithmically converted ratios of the values of the PK parameters was Cins. max 85.99–96.85 % and AUCins. 0-8 90.58–97.28 %, 
the PD of the parameters were 95.64–118.94 for GIRmax and 96.5–121.36 for AUCGIR0-8.5, all the CIs correspond to the set the boundaries of 80–125 % to 
establish comparability between RinLiz® and the original drug.
Conclusion. The results demonstrated the high degree of similarity of RinLiz® U100 and Humalog® U100 in terms of PK, PD profiles and safety.

Keywords: Insulin lispro, biosimilar, clinical trials, pharmacokinetics, pharmacodynamics, comparability, clamp.
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ВВЕДЕНИЕ
Инсулин лизпро является первым выведенным на 

фармацевтический рынок аналогом инсулина [1, 2]. 
Молекулярная структура инсулина лизпро идентич-
на таковой для человеческого инсулина за исключе-
нием позиций 28 и 29 β-цепи молекулы, где лизин и 
пролин расположены в обратном порядке. Обратное 
расположение лизина и пролина позволяет молекуле 
инсулина лизпро диссоциировать в два раза быстрее 
чем человеческий инсулин, что обеспечивает более 
быстрое проникновение в кровь и, как следствие, на-
чало действия. Таким образом, инсулин лизпро имеет 
кривую снижения уровня глюкозы в крови практичес- 
ки идентичную профилю активности эндогенного ин-
сулина, поступающего в кровоток после приема пищи. 
Благодаря этому у пациентов оптимизируется глике-
мический контроль и снижается риск развития гипо-
гликемии, которая наблюдается при использовании 
инсулина лизпро на 30 % реже по сравнению с реком-
бинантными инсулинами [1, 2].

В связи с востребованностью данного инсулина, 
представляется целесообразным уделение особого 
внимания доказательству сопоставимости его биоси-
миляров. Одним из завершающих этапов программы 
оценки сопоставимости является проведение клини-
ческого исследования методом гиперинсулинемичес- 
кого эугликемического клэмпа (ГЭК) [3]. Этот метод по-

зволяет измерять количество глюкозы, необходимое 
для поддержания эугликемии после экзогенного вве-
дения инсулина. Фармакологическое действие пре-
парата инсулина в этом методе определяют за счет 
анализа профиля «время – действие», базируясь на 
скорости инфузии глюкозы (СИГ – GIR – glucose infusion 
rate) как суррогатном показателе фармакодинамики 
(ФД), а также на основании профилей экзогенной кон-
центрации препарата инсулина в плазме в качестве 
фармакокинетических (ФК) показателей [4–6].

Отечественное производство позволяет увели-
чить надежность обеспечения больных препаратами, 
увеличить конкуренцию производителей и, в итоге, 
повысить доступность препаратов инсулина для лю-
дей, страдающих сахарным диабетом. В связи с этим 
фармацевтическая компания ООО «ГЕРОФАРМ» разра-
ботала биоаналог оригинального препарата Хумалог®. 
Биоаналог – это биологический лекарственный препа-
рат, идентичный по параметрам качества, эффектив-
ности и безопасности с референтным биологическим 
лекарственным препаратом в такой же лекарственной 
форме и имеющий идентичный способ введения [7].

В соответствии с российским законодательством 
и международными нормами [8–15] программа дока-
зательства биосимилярности включает: исследования 
физико-химических свойств, in vitro биологическую ак-
тивность (включая сравнительное исследование аф-
финности к обоим инсулиновым рецепторам), а также 
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клинические исследования ФК, и ФД, и исследования 
клинической безопасности (иммуногенности).

Для изучения фармакологических свойств препа-
ратов инсулина в соответствии с российскими и меж-
дународными рекомендациями [8, 14, 15] используется 
метод ГЭК. Это связано с тем, что сравнительное изуче-
ние ФК/ФД свойств с помощью ГЭК обладает высокой 
чувствительностью для выявления возможных разли-
чий оригинального препарата и его биоаналога [8, 9].

ЦЕЛЬ 
Продемонстрировать, что препарат РинЛиз®, 

раствор для внутривенного и подкожного введе-
ния, 100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и Хумалог®, 
раствор для внутривенного и подкожного введения, 
100  МЕ/мл («Лилли Франс», Франция) имеют сопоста-
вимые ФК и ФД профили в условиях ГЭК на здоровых 
добровольцах. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование было проведено на базе клиничес- 

кого центра ООО «БиоЭк», Санкт-Петербург.
Дизайн исследования: исследование было прове-

дено как двойное слепое перекрестное исследова-
ние ФК и ФД с участием 28 здоровых добровольцев 
(NCT03604575). 

Исследование было проведено на добровольцах 
мужского пола в возрасте от 18 до 50 лет (включитель-
но) европеоидной расы, с индексом массы тела 18,5–
27 кг/м2 с верифицированным диагнозом «здоров» по 
данным стандартных клинических, лабораторных и 
инструментальных методов обследования. Основны-
ми критериями невключения были: эпизоды гипогли-
кемии в анамнезе или наличие в семейном анамнезе 
случаев верифицированного диагноза сахарный ди-
абет у ближайших родственников; уровень глюкозы в 
плазме натощак ≥6,1 ммол/л; уровень HbA1С >6 %; уро-
вень глюкозы в плазме ≥7,8 ммоль/л через 2 часа пос- 
ле нагрузки глюкозой в ходе перорального глюкозо-
толерантного теста.

До начала процедур исследования (включая скри-
нинг) каждый доброволец подписал информиро-
ванное согласие. Добровольцы, соответствующие 
критериям включения/невключения, были рандоми-
зированы в исследование. 

Каждый доброволец прошел 5 визитов с пери-
одом «отмывки». Визит 1 – скрининг. Визит 2 – иссле-
довательский период I – ГЭК с подкожной инъек- 
цией исследуемого препарата (ИП) в дозе 0,3 МЕ/кг. 
Период «отмывки» – 14 дней после окончания перво-
го ГЭК. Визит 3 – повторный сокращенный скрининг – 
оценка пригодности пациента для второго периода 
исследования. Визит 4 – исследовательский период 
II – ГЭК с подкожной инъекцией ИП в дозе 0,3 МЕ/кг. 
Визит 5 – заключительный визит безопасности.

Рандомизацию осуществляли непосредственно 
на базе клинического центра с помощью метода кон-

вертов. Первая группа (TR) получила во время перво-
го периода тестируемый препарат, а во время второ-
го периода – препарат сравнения. Вторая группа (RT) 
наоборот – во время первого периода получила пре-
парат сравнения, а во время второго периода – тести-
руемый препарат. Очередность периодов была неиз-
вестна для добровольца и исследователей.

Процедуру ГЭК проводили натощак с периодом 
голодания не менее 12 часов до инъекции ИП. Перед 
началом процедуры ГЭК осуществляли физикальный 
осмотр добровольцев для выявления отклонений в 
состоянии здоровья и забирали кровь на ФК, и опре-
деление базального уровня глюкозы в крови. При со-
ответствии уровня глюкозы в крови целевому диапа-
зону (4,4–5,6 ммоль/л) в течение 1 часа до инъекции 
ИП такой доброволец проходил процедуру ГЭК пос- 
ле однократной подкожной инъекции ИП в дозе  
0,3 МЕ/кг в область подкожно-жировой клетчатки пе-
редней брюшной стенки. При регистрации начала 
действия препарата начинали управляемую инфузию 
раствора глюкозы для поддержания целевого уров-
ня глюкозы в плазме 4,4–5,6 ммоль/л (80–100 мг/дл). 
Контроль и коррекцию СИГ производили каждые 
5 минут в течение всего исследования.

Фармакокинетика. Для получения первичных 
данных по ФК отбор крови для определения кон-
центрации инсулина лизпро в крови производили за 
60, 30 минут непосредственно до введения ИП и после 
введения ИП по следующей схеме: до точки 3 часа от-
бор осуществляли каждые 15 минут, до точки 6 часов 
каждые 30 минут и до точки 8 часов (окончания ГЭК) 
каждый час. Общая продолжительность наблюдения 
составила 8 часов. 

Количественное определение инсулина лизпро 
проводили методом ИФА, предполагающим использо-
вание технологии двойного измерения, включающей:
1)	 неспецфическое детектирование суммарного 

уровня инсулина лизпро и инсулина человеческо-
го с помощью коммерчески доступных ИФА наборов 
Mercodia Isoinsulin ELISA;

2)	 специфическое детектирования инсулина челове-
ческого с помощью коммерчески доступных ИФА 
наборов Mercodia Insulin ELISA.
Определение уровня С-пептида также проводили 

методам ИФА, используя коммерчески доступные на-
боры Mercodia C-peptide ELISA.

Предварительно аналитическая методика анализа 
была валидирована по следующим тестам: селектив-
ность, калибровочный график, правильность и пре-
цизионность внутри и между испытаниями, внутри-
серийная правильность образцов контроля качества, 
межсерийная прецизионность и правильность образ-
цов контроля качества, допустимость разведения, па-
раллелизм, специфичность, стабильность растворов.

Для сравнительной оценки ФК профилей ИП были 
проанализированы конечные точки. Первичные точки: 
суммарная площадь под кривой (AUC) «концентрация 
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исследуемого инсулина – время» в интервале време-
ни от 0 до 8 ч (AUCins. 0-8), максимальная концентрация 
инсулина в крови за период наблюдения (Cins. max). Вто-
ричные точки: AUCins.  0-2, AUCins.  0-∞, время достижения 
максимальной концентрации инсулина (tmax), период 
полувыведения инсулина (t1/2).

Фармакодинамика. Для получения первичных 
данных по ФД использовали определение СИГ (GIR). 
В свою очередь, уровень глюкозы в крови измеряли 
каждые 5 минут с помощью высокоточного глюкомет- 
ра StatStrip производства Nova Biomedical [16, 17]. 

Оценивали: первичные конечные точки – сум-
марная площадь под кривой «скорость инфузии 
глюкозы  – время» в интервале времени от 0 до 8,5  ч 
(AUCGIR 0-8,5) и максимальная СИГ за период исследо-
вания (GIRmax), и вторичные точки: частичные площа-
ди под кривыми AUCGIR 0-1, AUCGIR 0-2, время достижения 
максимальной СИГ (tGIRmax), время между введением 
ИП и началом инфузии глюкозы (tGIRlag). 

Для подтверждения факта угнетения выброса 
эндогенного инсулина на фоне подкожного введения 
ИП осуществляли отбор образцов крови на уровень 
С-пептида в плазме до введения ИП и далее каждые 
2 часа. 

Безопасность. Проводили оценку частоты и тя-
жести возникновения нежелательных явлений (НЯ), 
отклонения от нормы жизненно важных показателей 
(ЖВП): артериального давления (АД), частоты сердеч-
ных сокращений (ЧСС), частоты дыхательных движе-
ний (ЧДД), температуры тела, частоты возникновения 
местных реакций в месте инъекции, уровня калия в 
крови, отклонения от нормы лабораторных показате-
лей и ЭКГ.

Методы статистического анализа данных. Ста-
тистическая обработка данных и оформление резуль-
татов проведено с помощью пакетов программного 
обеспечения R 3.4.2. Площадь под кривой рассчитыва-
ли методом трапеций. 

Дисперсионный анализ (ANOVA) был проведен 
для логарифмически преобразованных первичных ФК 
(Cins. max и AUCins. 0-8) и ФД (GIRmax и AUCGIR 0-8,5) параметров. 

Вывод о биоподобии сравниваемых препаратов был 
сделан с использованием подхода, основанного на 
оценке 90%-ых и 95%-ых доверительных интервалов 
(ДИ) для отношений средних геометрических значе-
ний соответственно ФК и ФД параметров ИП. Препара-
ты биоподобны, если границы оцененных ДИ интер-
валов находятся в пределах 80–125% [9, 14, 15].

Для первичных и вторичных ФК и ФД параметров, 
а также для показателей безопасности были рассчи-
таны и зарегистрированы показатели описательной 
статистики.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
После прохождения скрининга в исследование 

было включено 28 здоровых добровольцев, соот-
ветствующих критериям включения/невключения. 
Характеристика группы представлена в таблице 1. 
Статистически значимых различий в демографичес- 
ких и антропометрических данных между рандоми-
зированными группами на этапе включения выявле-
но не было. В анализ данных были включены данные 
всех добровольцев.

Таблица 1. Демографическая и антропометрическая  
информация о субъектах (среднее ± стандартное отклонение)

Table 1. Demographic and anthropometric subject information  
(mean ± standard deviation)

Показатель Группа TR 
(N = 14)

Группа RT 
(N = 14)

Всего 
(N = 28) p-value

Масса тела (кг) 78,71 ± 7,42 75,66 ± 6,16 77,18 ± 6,87 >0,05a

Рост (см) 180,43 ± 8,42 176,29 ± 5,36 178,36 ± 7,24 >0,05b

ИМТ (кг/м2) 24,17 ± 1,44 24,33 ± 1,58 24,25 ± 1,49 >0,05a

Возраст (лет) 23,29 ± 2,33 24,57 ± 3,63 23,93 ± 3,07 >0,05b

Примечания: a t-критерий Стьюдента; b U-критерий Манна –  
Уитни.

Notes: a Student's t-test; b Mann-Whitney U-test.

Динамика изменений уровня С-пептида для под-
тверждения подавления выработки эндогенного ин-
сулина в ответ на внутривенное введение раствора 
глюкозы была проанализирована для каждой группы в 
оба периода ГЭК (таблица 2). 

Таблица 2. Динамики уровня С-пептида [pM, медиана (межкварт. интервал)] 

Table 2. The dynamics of the level of C-peptide [pM, median (interquart. Interval)]

Период Группа 0 мин 120 мин 240 мин 360 мин 480 мин

1
TR 339

[266; 401]
404

[334; 487]
519

[294; 765]
482

[358; 744]
308,5

[266; 458]

RT 410
[396; 433]

475
[196; 643]

585
[236; 711]

415
[327; 551]

390
[304; 449]

Сравнение групп TR – RT: 
p-value (тест Манна – Уитни) 0,19 0,88 0,92 0,39 0,64

2
TR 385

[302; 439]
344

[244; 524]
509,5

[306; 567]
450

[289; 499.5]
323

[274; 384.5]

RT 392,5
[284; 466]

418
[336; 575]

613
[511; 666]

551
[459; 665]

385
[298; 512]

Сравнение групп TR – RT: 
p-value (тест Манна – Уитни) 0,94 0,39 0,13 0,03 0,24
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Результаты измерения уровня С-пептида, полу-
ченные до введения ИП и после введения во всех вре-
менных точках, предусмотренных протоколом, были 
сопоставимы между исследуемыми группами добро-
вольцев, за исключением точки 360 мин во время 2-го 
периода (p-value = 0,03, медиана составила 450  [289; 
499,5] в группе TR и 551 [459; 665] в группе RT). Оцен-
ка полученных результатов позволила предположить 
клиническую незначимость выявленных межгруп- 
повых и внутригрупповых различий, так как показа-
тели обоих групп во всех временных точках в оба пе-
риода ГЭК находились в пределах нормальных зна-
чений 298–2350  pM, кроме того индивидуальные 
значения добровольцев не превысили верхней гра-
ницы нормы, что позволило сделать заключении 
об отсутствии выработки эндогенного инсулина в  
ответ на внутривенное введение раствора глюкозы, 
тем самым подтверждая удовлетворительное качест- 
во проведения ГЭК.

На рисунке 1 и в таблице 3 представлены усред-
ненные ФК кривые «концентрация – время» тести-
руемого и референтного препарата в плазме крови 
добровольцев. 

Отношения средних значений логарифмичес- 
ки преобразованных основных ФК параметров ИП, 
Cins. max и AUCins. 0-8 составили 91,3 [85,99–96,85] % и 
93,9  [90,58–97,28] %, соответственно. Оба парамет- 
ра находятся в пределах допустимых границ 80–125 %, 
что говорит о биосимилярности ИП по данному 
показателю.

На рисунке 2 и в таблице 4 представлены 
усредненные ФД кривые «скорость инфузии глю- 
козы – время».

В ходе оценки ФД показателей была отмечена со-
поставимость параметров действия тестируемого и 
референтного препаратов. 

Отношения средних значений логарифмичес- 
ки преобразованных основных ФД параметров ИП, 
GIRmax и AUCGIR 0-8,5 составили 1,067 [95,64–118,94] % и 
1,082  [96,5–121,36] % соответственно. Оба парамет- 
ра находятся в пределах допустимых границ 80–
125 %, что говорит о биосимилярности ИП по данному 
показателю.

В отношении вторичных ФД показателей также бы-
ли получены аналогичные результаты. Так, время меж-
ду введением ИП и началом инфузии глюкозы (tGIRlag) 

Рисунок 1. Усредненные фармакокинетические кривые «концентрация – время» тестируемого препарата РинЛиз® (Инсулин 
Лизпро) и препарата сравнения Хумалог® 

Figure 1. Averaged pharmacodynamic curves «concentration – time» of the test drug RinLiz® (Insulin Lizpro) and the comparison drug 
Humalog®
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составило 18,75 ± 7,41 и 20,71 ± 9,50 минут соответст- 
венно. Также сопоставимыми были время достиже-
ния максимальной СИГ (tGIRmax) – т.  е. время наступ- 
ления максимального эффекта, изучаемых инсули-
нов и максимальная СИГ (GIRmax) – собственно мак-
симальный эффект. tGIRmax составил 121,96 ± 61,32 
и 135,54 ± 57,74  мин, GIRmax – 12,62 ± 4,61 и 12,09 ± 
4,58 мг/кг/мин соответственно для тестируемого пре-
парата и препарата сравнения. 

В ходе проведения исследования серьезных не-
желательных явлений не наблюдалось. Выявлено 
одно нежелательное явление, которое было клас-
сифицировано с помощью словаря MedDRA в груп-
пу нарушений «Инфекции неясной этиологии» (код 

10021879). Нежелательное явление было оценено 
врачом-исследователем как легкой степени тяжести, 
завершилось полным выздоровлением. Связи неже-
лательного явления с препаратом исследователем 
установлено не было. 

Отклонения в показателях клинического анали-
за крови [скорость оседания эритроцитов (СОЭ), коли-
чество лейкоцитов, нейтрофилы, лимфоциты] и жиз-
ненно важных показателях (тахикардия и повышение 
температуры тела) отмечены у одного добровольца и 
были обусловлены выявленным НЯ.

Уровень ионов калия в крови оставался стабиль-
ным в течение исследования. Местных реакций на 
введение ИП не обнаружено.

Таблица 3. Фармакокинетические параметры исследуемых препаратов, результаты оценки эквивалентности

Table 3. Pharmacokinetic parameters of the studied drugs, the results of the equivalence assessment

РинЛиз® (T)a

n = 28
Хумалог® (R)a

n = 28
Отношение T/R  

[90 % ДИ]b

Cins. max, пмоль/л 678,43 ± 141,83 748,61 ± 182,61 91,3 [85,99–96,85]
AUCins. 0-8, (пмоль/л) × мин 104802,59 ±18271,68 111029,38 ± 15312,75 93,9 [90,58–97,28]
AUCins. 0-2, (пмоль/л) × мин 57241,88 ±11421,43 60001,07 ± 14334,43
AUC0-∞, (пмоль/л) × мин 105900,22 ±18269,16 112233,13 ± 15614,12
tmax, мин 67,5 ± 26,61 75,54 ± 26,29
t1/2, мин 58,21 ± 12,08 56,95 ± 19,31

Примечания: a результаты представлены в виде среднего  ± стандартное отклонение; b представлено отношение геометрических 
средних, для отношения ФК параметров приведен 90%-ый ДИ, для ФД – 95%-ый ДИ; c – результаты сравнения с помощью парного двусто-
роннего t-критерий Стьюдента, для показателей tmax и t1/2 применялся парный двусторонний критерий Вилкоксона; различия между группа-
ми считали достоверными при p-value < 0,05.

Notes. a the results are presented as mean ± standard deviation; b the ratio of geometric means is presented, for the ratio of the FC parameters, 
a 90 % CI is given, for a FD – 95 % CI; c – comparison results using a paired two-tailed student t-test, for the indices tmax and t1/2, a paired two-sided 
Wilcoxon test was used; differences between groups were considered significant at p-value < 0.05.

Рисунок 2. Усредненные фармакодинамические кривые «скорость инфузии глюкозы – время» тестируемого препарата РинЛиз® 
(Инсулин Лизпро) и препарата сравнения Хумалог®

Figure 2. Averaged pharmacodynamic curves «glucose infusion rate – time» of the tested drug RinLiz® (Insulin Lizpro) and the comparison 
drug Humalog®
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ГЭК – классический метод изучения фармаколо-
гии оригинальных и биоаналогичных препаратов ин-
сулина [14, 18]. При данном исследовании на одной 
популяции одновременно анализируют зависимости 
«концентрация препарата – время» (ФК) и «скорость 
инфузии глюкозы – время» (эффект – время) (ФД), что 
позволяет сделать вывод о подобии или различии 
двух изучаемых препаратов инсулина.

При этом, стоит отметить, что СИГ – общеприня-
тый суррогатный маркер, который непосредственно 
измеряет эффект препарата инсулина, заключающий-
ся в утилизации экзогенно поступившей глюкозы [4–6, 
19, 20]. Данный метод является высокочувствительным 
к возможным отличиям между препаратами. Прог- 
ностическая ценность определения СИГ на потен-
циальные клинические различия инсулинотерапии 
является выше, чем у гликированного гемоглобина 
(HbA1c) [8, 9, 14].

В ходе проведенного клинического исследова-
ния были оценены ФК и ФД показатели тестируемого 
препарата РинЛиз® в сравнительном аспекте с ориги-
нальным препаратом Хумалог® в условиях ГЭК на здо-
ровых добровольцах. 

В соответствии с регуляторными требованиями [8, 
9, 14, 15] статистическая оценка эквивалентности пре-
паратов была проведена на основании соответствия 
90%-ого ДИ отношения первичных ФК-конечных то-
чек и 95%-ых ДИ отношения первичных ФД-парамет- 
ров тестируемого препарата к препарату сравнения 
заранее определенным границам эквивалентности. 
Границами эквивалентности служили рекомендован-
ные европейскими и отечественными требованиями 
к изучению биоаналогичных (биоподобных) лекарст- 
венных препаратов, содержащих рекомбинантный 
инсулин и аналоги инсулина 80–125 %. По результа-
там определения было установлено, что отношения 
средних значений логарифмически преобразован-
ных основных ФК параметров ИП, Cins.  max и AUCins.  0-8  
составили 91,3  [85,99–96,85] % и 93,9 [90,58–97,28] % 

соответственно. Для основных ФД показателей, 
GIRmax и AUCGIR 0-8,5 составили 1,067 [95,64–118,94] % и 
1,082  [96,5–121,36] % соответственно. Нахождение 
данных внутри допустимых интервалов 80–125 % 
свидетельствует о сопоставимости ФК и ФД профи-
лей ИП.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, на основании проведенного двой-

ного слепого, рандомизированного, сравнительного, 
перекрестного исследования ФК и ФД препаратов 
РинЛиз®, раствор для внутривенного и подкожно-
го введения, 100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и 
Хумалог®, раствор для внутривенного и подкожного 
введения, 100 МЕ/мл («Лилли Франс», Франция) с ис-
пользованием метода ГЭК на здоровых добровольцах 
тестируемый препарат РинЛиз® и препарат сравнения 
Хумалог® являются эквивалентными. 
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Резюме
Введение. Вирусные инфекции являются серьезной проблемой, возникающей в процессе применения иммунодепрессантов в ходе 
подготовки к трансплантации органов и в послеоперационном периоде. Цитомегаловирусная (ЦМВ) инфекция – одна из основных причин 
заболеваний у людей с ослабленным иммунитетом. Она оказывает непосредственное влияние на отторжение трансплантатов. Кроме 
того, ЦМВ часто является причиной других иммунных осложнений. Для лечения и профилактики данного инфекционного заболевания 
используют противовирусные лекарственные препараты. Валганцикловир является пролекарством, активным метаболитом которого 
является ганцикловир. Валганцикловир является препаратом выбора при лечении ЦМВ-инфекций. В настоящее время нет опубликованных 
методик о совместном определении валганцикловира и ганцикловира в плазме крови человека методом высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с ультрафиолетовым детектированием. В данной работе приведена разработка и валидация методики совместного 
определения валганцикловира и ганцикловира в плазме крови после пробоподготовки способом осаждения белков. 
Цель. Целью исследования является разработка методики количественного определения валганцикловира и его активного метаболита 
ганцикловира в плазме крови человека методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с ультрафиолетовым детектором  
(ВЭЖХ-УФ) для проведения фармакокинетических исследований.
Материалы и методы. Количественное определение валганцикловира и его метаболита ганцикловира в плазме крови проводили методом 
ВЭЖХ-УФ. В качестве пробоподготовки был использован способ осаждения белков.
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по следующим валидационным параметрам: селективность, 
калибровочная кривая (линейность), точность, прецизионность, предел количественного определения, перенос пробы, стабильность. 
Заключение. Разработана и валидирована методика количественного определения валганцикловира и его активного метаболита 
ганцикловира в плазме крови человека методом ВЭЖХ-УФ. Подтвержденные аналитические диапазоны методики составили 5,0– 
1000,0 нг/мл для валганцикловира и 100,0–10000,0 нг/мл для ганцикловира в плазме крови. Полученные аналитические диапазоны позволяют 
применять разработанную методику для проведения аналитической части исследований фармакокинетики препаратов, содержащих 
валганцикловир.

Ключевые слова: валганцикловир, ганцикловир, плазма, ВЭЖХ-УФ, количественное определение, валидация, биоэквивалентность.
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Abstract
Introduction. Viral infections are a serious problem that occurs during the use of immunosuppressants in preparation for organ transplantation and 
in the postoperative period. Cytomegalovirus (CMV) infection is one of the main causes of diseases in people with weakened immune systems. It has 
a direct impact on one’s body and makes it more likely to reject a transplanted organ. Antiviral drugs are used to treat and prevent this infectious 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

© Комаров Т. Н., Шохин И. Е., Мискив О. А., Богданова Д. С., Алешина А. В., Медведев Ю. В., Багаева Н. С., 2020
© Komarov T. N., Shohin I. E., Miskiv O. A., Bogdanova D. S., Aleshina A. V., Medvedev Yu. V., Bagaeva N. S., 2020

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2020-9-2-133-139&domain=pdf&date_stamp=2020-06-02


134 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

disease. Valganciclovir is a prodrug whose active metabolite is ganciclovir. Valganciclovir is the drug of choice in the treatment of CMV infections. 
Currently, there are no researches on the matter of simultaneous determination of both valganciclovir and ganciclovir in human blood plasma by 
means of high-performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet detection. This research delivers a thorough description of development 
and validation of a particular method for simultaneous determination of valganciclovir and ganciclovir in the plasma after sample preparation by 
the method of protein precipitation.
Aim. The aim of this study is to develop method for the quantitative determination of valganciclovir and its active metabolite ganciclovir in human 
plasma by HPLC-UV for pharmacokinetic studies.
Materials and methods. Quantitative determination of tadalafil in plasma by HPLC-UV. A sample was prepared using protein precipitation.
Results and discussion. This method was validated by next validation parameters: selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, 
lower limit of quantification, carry-over and stability.
Conclusion. The method of the quantitative determination of valganciclovir and its active metabolite ganciclovir in human plasma was developed 
and validated by HPLC-UV. The analytical range of the was 5,0–1000,0 ng/ml for valganciclovir and 100,0–10000,0 ng/ml for ganciclovir in plasma. 
Method could be applied to determination of valganciclovir and ganciclovir in plasma for PK and BE studies.

Keywords: valganciclovir, ganciclovir, plasma, HPLC-UV, quantitative determination, validation, bioequivalence.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусные инфекции являются серьезной пробле-

мой, возникающей в процессе применения иммуно-
депрессантов в ходе подготовки к трансплантации 
органов и в послеоперационном периоде [1]. Цито-
мегаловирусная (ЦМВ) инфекция – одна из основных 
причин заболеваний у людей с ослабленным иммуни-
тетом [1, 2]. Она оказывает непосредственное влияние 
на отторжение трансплантатов. Для лечения и профи-
лактики данного инфекционного заболевания исполь-
зуют противовирусные лекарственные препараты [3]. 

Ганцикловир – противовирусный препарат, синте-
тический аналог 2’-дезоксигуанозина, который кон-
вертируется в клетках организма человека с помощью 
фермента фосфотрансферазы в ганцикловир моно-
фосфат, модифицируется далее рядом других фосфо-
рилаз. В итоге в виде ганцикловира трифосфата под 
действием вирусных ДНК-полимераз встраивается 
в растущую вирусную ДНК, приводя к нарушению ее 
удлинения и прекращению репликации возбудите-
ля. Так как фосфорилирование ганцикловира в боль-
шей степени зависит от действия вирусных киназ, чем 
от ферментов клеток человека, оно происходит пре-
имущественно в инфицированных герпес-вирусами 
клетках [4]. 

Долгое время ганцикловир являлся препаратом 
выбора для медикаментозного лечения ЦМВ-инфек-
ций. Внутривенное введение в течение длительного 
времени являлось золотым стандартом лечения дан-
ной инфекции, однако это связано с риском развития 
других инфекций [5]. Пероральный ганцикловир не-
смотря на свою безопасность и удобство в примене-
нии обладает низкой биодоступностью (около 6 %), 
поэтому он недостаточно эффективен при ЦМВ-ин-
фекциях [5, 6].

Валганцикловир – L-валиловый эфир ганцикло-
вира – является пролекарством. Он всасывается че-
рез кишечник с помощью пептидных транспорте-
ров PEPT1 и PEPT2 [2]. После всасывания происходит 
трансформация валганцикловира с ганцикловир под 
действием кишечных и печеночных эстераз [2, 4]. Био-
доступность валганцикловира при пероральном при-
еме в 10 раз выше по сравнению с ганцикловиром [6], 
что позволяет использовать более удобную перораль-
ную форму валганцикловира вместо внутривенной 
формы ганцикловира, сохраняя стабильные концент- 

Рисунок 1. Структурная формула ганцикловира

Figure 1. The structural formula of ganciclovir

Рисунок 2. Структурная формула валганцикловира

Figure 2. The structural formula of valganciclovir
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рации лекарственного средства в крови для длитель-
ной поддерживающей терапии [4]. 

В литературных данных представлено большое 
количество методик определения валганцикловира и 
ганцикловира в плазме крови человека методами вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с флу-
ориметрическим детектором (ВЭЖХ-ФЛД) в сочетании 
с пробоподготовкой способом осаждения водным 
раствором трихлоруксуной кислоты (TCA/H2O) [3, 7, 
8], высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
ультрафиолетовым детектором (ВЭЖХ-УФ) в сочетании 
с пробоподготовкой способом осаждения TCA/H2O [1, 
5] и способом осаждения ацетонитрилом [9], а так-
же высокоэффективной жидкостной хроматографии 
в сочетании с тандемным масс-спектрометрическим 
детектором (ВЭЖХ-МС/МС) в сочетании с пробопод-
готовкой твердофазной экстракцией (ТФЭ) [6] и спосо-
бом осаждения метанолом [10].

Таблица 1. Биоаналитические методики  
количественного определения ганцикловира  
и валганцикловира

Table 1. Bioanalytical methods of quantitative determination  
of ganciclovir and valganciclovir

Аналитический 
метод Пробоподготовка Аналитический 

диапазон, нг/мл Ссылка

Ганцикловир
ВЭЖХ-УФ 6 % TCA/H2O 63,0–2080,0 [1]

ВЭЖХ-ФЛД 15 % TCA/H2O 100,0–10000,0 [3]
ВЭЖХ-УФ 50 % TCA/H2O 500,0–30000,0 [5]

ВЭЖХ-ФЛД 15 % TCA/H2O 40,0–4000,0 [7]
ВЭЖХ-ФЛД 7 % TCA/H2O 20,0–2000,0 [8]

Валганцикловир
ВЭЖХ-УФ Ацетонитрил 10,0–30000,0 [9]

Валганцикловир и ганцикловир

ВЭЖХ-МС/МС ТФЭ
5,0–800,0  

и 70,0–11200,0 
соотв.

[6]

ВЭЖХ-МС/МС Метанол
4,0–512,0  

и 100,0–12800,0 
соотв.

[10]

Как показал анализ литературы, в настоящее вре-
мя нет опубликованных данных по совместному опре-
делению валганцикловира и его активного метаболи-
та ганцикловира в биологических жидкостях методом 
ВЭЖХ-УФ для исследований фармакокинетики.

В данном исследовании приведена разработка и 
валидация методики совместного определения вал-
ганцикловира и ганцикловира в плазме крови чело-
века методом ВЭЖХ-УФ. В качестве пробоподготовки 
был выбран способ осаждения 50 % трифторуксусной 
кислотой.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

Хроматографическое разделение и детектирова-
ние проводили на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе Agilent 1100, оснащенном градиентным 

насосом, термостатом колонок и образцов, дегазато-
ром, автосамплером, флуориметрическим и фотоди-
одноматричным детекторами. Обработку первичных 
данных проводили при помощи программного обеспе- 
чения ChemStation, OpenLAB (CША).

Реактивы и растворы

В работе были использованы следующие реак-
тивы: ацетонитрил (UHPLC grade, Panreac), метанол 
(supergradient grade, J.T. Baker), кислота уксусная ле-
дяная (х.ч., ООО «НИК Алинда»), аммония ацетат (ос.ч., 
ООО «Компания Хеликон»), кислота трифторуксусная 
(х.ч., ООО «ПраймКемикалсГрупп»), вода Milli-Q. Для 
приготовления исходных рабочих растворов были ис-
пользованы стандартные образцы валганцикловира 
(Sun Pharmaceutical Industries Ltd., содержание 100,6 %), 
ганцикловира гидрохлорида (Sigma-Aldrich, содержа-
ние 98,8 %) и ацикловира (USP reference standard).

Исходные стандартные растворы валганцикло-
вира, ганцикловира и внутреннего стандарта (ВС)  
ацикловира готовили путем растворения навески суб-
станций в метаноле, рабочие стандартные растворы 
готовили путем разведения исходных растворов тем 
же растворителем до необходимых концентраций. 

Исходный раствор, стандартный раствор и рабо-
чие растворы хранили в морозильной камере при тем-
пературе –45  °С. Образцы интактной плазмы крови 
хранили в морозильнике для плазмы при температуре 
–45 °С.

Пробоподготовка

К 600 мкл калибровочного образца (либо к 
600 мкл образца плазмы крови добровольцев), поме-
щённым в центрифужные микропробирки типа «эп-
пендорф» вместимостью 2 мл, прибавляли 10 мкл ра-
бочего раствора внутреннего стандарта ацикловира, 
затем прибавляли 300 мкл 50 % водного раствора 
трифторуксусной кислоты, перемешивали на встря-
хивателе типа «вортекс» в течение 10 секунд, затем 
центрифугировали в течение 15 мин со скоростью 
13500 об/мин. Далее супернатант переносили в хро-
матографические виалы и помещали в автосамплер 
хроматографа.

Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
на каждом калибровочном уровне

Table 2. The concentrations of analytes at each calibration level

Уровень
Концентрация аналита, нг/мл

Концентрация 
внутреннего 

стандарта, мл
валганцикловир ганцикловир ацикловир

1 5,0 100,0 1666,0
2 10,0 250,0 1666,0
3 50,0 500,0 1666,0
4 100,0 1000,0 1666,0
5 250,0 2500,0 1666,0
6 500,0 5000,0 1666,0
7 1000,0 10000,0 1666,0
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Условия хроматографического разделения  
и детектирования

99 Колонка: YMC-Pack Polyamine II, 250 х 4,6 мм, S – 5 мкм, 
12 нм.

99 Температура термостата: 50 °C.
99 Подвижная фаза: элюент А – 50 мМ ацетатный бу-

фер с рН 5,0 (по объёму); элюент В – 0,1 % раствор 
уксусной кислоты в ацетонитриле (по объёму).

99 Градиент по составу подвижной фазы представлен 
в таблице 1.

Таблица 3. Градиентное элюирование

Table 3. Gradient elution

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

подвижной фазы, 
мл/мин

0,00 8,00 92,00

2,00

13,00 8,00 92,00

13,10 12,00 88,00

20,50 12,00 88,00

20,60 80,00 20,00

23,00 80,00 20,00

23,10 8,00 92,00

26,00 8,00 92,00

99 Объем вводимой пробы: 20 мкл.
99 Время регистрации хроматограммы: 0–26 мин.
99 Время удерживания валганцикловира: около 10,9 мин.
99 Время удерживания ацикловира: около 13,6 мин.
99 Время удерживания ганцикловира: около 21,5 мин.
99 Параметры УФ-детектора: длина волны поглощения 

254 нм, частота регистрации: 1 Гц.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

При разработке методики было отмечено слабое 
удерживание исследуемых веществ на колонках с ок-
тадецилсиликагелевым сорбентом, совпадающее с 
удерживанием ряда компонентов плазмы, регистри-
рующихся на хроматограмме как в виде отдельных пи-
ков, так и в виде фронта. В случае применения масс-се-
лективного детектирования достаточное разделение 
валганцикловира и ганцикловира с компонентами 
плазмы достигается за счёт высокой селективности 
детектора. При использовании УФ-детектора возни-
кает необходимость подбора неподвижной фазы, в  
достаточной мере обеспечивающей удерживание раз-
деляемых компонентов. Поскольку вагланцикловир, 
ганцикловир и внутренний стандарт ацикловир по 
своей структуре являются азотистыми основаниями, 
наиболее приемлемых результатов удалось добить-
ся при использовании хроматографической колонки с 
аминосорбентом YMC-Pack Polyamine II при использо-
вании обратного градиента.

Валидация методики

Валидацию биоаналитической методики проводи-
ли на основе руководства по экспертизе лекарствен-
ных средств, том I [11]; а также руководств FDA [12] и 
ЕМА [13] по следующим параметрам: 
•• селективность; 
•• калибровочная кривая (линейность);
•• точность (на уровнях внутри цикла, между циклами);
•• прецизионность (на уровнях внутри цикла, между 

циклами);
•• нижний предел количественного определения и 

предел обнаружения;
•• перенос пробы;
•• стабильность (стабильность исходных и рабочих 

растворов аналита и ВС; стабильность заморожен-
ного и размороженного аналита; краткосрочная ста-
бильность аналита в матрице; долгосрочная стабиль-
ность аналита в матрице).

Селективность

Проводили анализ 6 образцов интактной плазмы 
крови, полученных из разных источников, и образца 
интактной плазмы крови с прибавлением смешанно-
го рабочего стандартного раствора валганцикловира 
и ганцикловира до концентрации, соответствующей 
уровню №  7, а также рабочего раствора внутреннего 
стандарта (ацикловира). На хроматограммах образ-
цов интактной плазмы крови не наблюдалось пиков со 
временами удерживания, соответствующих временам 
удерживания валганцикловира и ганцикловира. Соот-
ветствующие хроматограммы приведены ниже на ри-
сунках 3 и 4.

Калибровочная кривая

Проводили анализ 7 образцов интактной плазмы 
крови с прибавлением рабочего раствора внутренне-
го стандарта ацикловира и смешанных рабочих стан-
дартных растворов валганцикловира и ганцикловира 
до концентраций, указанных в таблице 2. По получен-
ным значениям были построены калибровочные гра-
фики, приведенные на рисунках 5 и 6, совместно с 
уравнением калибровочной кривой. 

Полученные коэффициенты корреляции соот-
ветствуют нормам (не менее 0,99). Отклонения кон-
центраций калибровочных образцов, рассчитанные 
по уравнению линейной зависимости, от номиналь-
ных значений приведены в таблице 4.

Точность и прецизионность

Проводили анализ калибровочных образцов плаз-
мы крови, соответствующих уровням №№  1, 2, 6 и 7, 
указанных в таблице № 2. Анализ валидационных об-
разцов проводили в рамках 3 последовательностей по 
5 образцов для каждого уровня. Точность и прецизи-
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Рисунок 3. Хроматограмма образца интактной плазмы крови

Figure 3. Chromatogram of a blank plasma sample

Рисунок 4. Хроматограмма калибровочного образца плазмы крови, уровень № 7 (таблица 2)

Figure 4. Chromatogram of calibration sample, level № 7 (table 2)

Рисунок 5. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика валганцикловира к площади пика ацикловира 
от отношения концентрации валганцикловира к концентра-
ции ацикловира в плазме крови

Figure 5. The calibration curve dependence of the ratio area peak 
of valganciclovir to the aciclovir on the concentration ratio of 
valganciclovir to the fciclovir in plasma

Рисунок 6. Калибровочный график зависимости отношения 
площади пика ганцикловира к площади пика ацикловира от 
отношения концентрации ганцикловира к концентрации 
ацикловира в плазме крови

Figure 6. The calibration curve dependence of the ratio area 
peak of ganciclovir to the aciclovir on the concentration ratio of 
ganciclovir to the fciclovir in plasma
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онность были оценены внутри цикла (последователь-
ность 1), между двумя циклами (последовательности 
1 и 2), между тремя циклами (последовательности 1, 2, 
3). Для полученных значений концентраций были рас-
считаны величины относительного стандартного от-
клонения (RSD, %) и относительной погрешности (Е, %), 
приведенные в таблице 5. 

Таблица 4. Отклонения концентраций  
анализируемых веществ в калибровочных образцах  
от их номинальных значений, калибровочный график № 1

Table 4. Deviations of analyte concentrations  
in calibration samples from their nominal values,  
calibration curve № 1

Концентрация 
валганцикловира 

номинальная, 
нг/мл

Концентрация 
валганцикловира 

рассчитанная, 
нг/мл

Е, % Норма
не более, %

5,0 4,9 –1,8 20

10,0 11,0 10,1 15

50,0 52,3 4,7 15

100,0 98,3 –1,7 15

250,0 261,1 4,5 15

500,0 480,9 –3,8 15

1000,0 923,4 –7,7 15

Концентрация 
ганцикловира 
номинальная, 

нг/мл

Концентрация 
ганцикловира 
рассчитанная, 

нг/мл,

Е, % Норма 
не более, %

100,0 112,1 12,1 100,0

250,0 241,2 –3,5 250,0

500,0 515,6 3,1 500,0

1000,0 1065,3 6,5 1000,0

2500,0 2601,4 4,1 2500,0

5000,0 4852,4 –3,0 5000,0

10000,0 11023,1 10,2 10000,0

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

Нижний предел  
количественного определения,  
предел обнаружения

Нижний предел количественного определения 
(НПКО) методики определяли на основании данных 
линейности, точности и прецизионности. За НПКО 
методики принимались минимальные концентрации 
валганцикловира и ганцикловира в плазме крови в 
диапазонах линейной зависимости, для которых воз-
можно количественное определение валганцикло-
вира и ганцикловира со значениями RSD и Е не более 
20 %. 

Нижний предел количественного определения 
методики составил 5,0 нг/мл для валганцикловира и 
100,0 нг/мл для ганцикловира. Хроматограмма плазмы 
крови с содержанием валганцикловира и ганцикло-
вира на уровне НПКО приведена на рисунке 7. Отно-
шение сигнал/шум по пикам валганцикловира и ган- 
цикловира на уровне НПКО не превышает 10,4. Предел 
обнаружения валганцикловира и ганцикловира для 
данной методики составил около 3,9 нг/мл и 45,3 нг/мл 
соответственно. 

Стабильность

Была подтверждена краткосрочная стабиль-
ность (для приготовленных проб в течение рабоче-
го дня), стабильность при 3-кратной заморозке-раз-
морозке, стабильность для стандартных растворов 
(при хранении в течение 30 дней при температуре 
–45  °C), долгосрочная стабильность (при хранении 

Таблица 5. Точность и прецизионность методики

Table 5. Accuracy and precision of the method

Введено 
(нг/мл)

Найдено (нг/мл),  
среднее значение SD RSD, % Е, %

(n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15) (n = 5) (n = 10) (n = 15)

Валганцикловир

5,0 5,1 5,1 5,1 0,1 0,2 0,4 1,8 4,3 7,0 1,6 2,5 2,9

10,0 10,8 11,2 10,9 1,2 1,2 0,8 11,3 10,9 7,4 7,8 11,7 8,8

500,0 496,7 506,7 501,0 35,9 32,8 24,8 7,2 6,5 5,0 –0,7 1,3 0,2

1000,0 1013,5 1008,1 1000,9 58,8 72,8 91,0 5,8 7,2 9,1 1,4 0,8 0,1

Ганцикловир

100,0 101,8 99,8 99,0 8,2 7,7 3,0 8,0 7,7 3,1 1,8 –0,7 –1,0

250,0 246,6 245,6 244,9 8,6 7,0 8,1 3,5 2,8 3,3 –1,4 –1,8 –2,0

5000,0 5073,7 5031,5 5047,2 258,4 222,3 105,6 5,1 4,4 2,1 1,5 0,6 0,9

10000,0 10166,5 10019,9 10057,0 441,5 582,6 314,5 4,3 5,8 3,1 1,7 0,2 0,6
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в течение 30 дней при температуре –45  °C) исследу- 
емых веществ на уровнях №№  2 и 7, указанных в  
таблице 2.

Перенос пробы

При последовательном анализе калибровочно-
го образца на уровне № 7 и образца интактной плаз-
мы крови отсутствовали пики, соответствующие по 
временам удерживания пикам валганцикловира, ган- 
цикловира и ацикловира с площадью более чем 20 % 
от уровня НПКО. Перенос пробы отсутствовал.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана и валидирована методика количест- 

венного определения валганцикловира и его метабо-
лита ганцикловира в плазме крови человека методом 
ВЭЖХ-УФ. Подтвержденные аналитические диапазо-
ны методики составили 5,0–1000,0 нг/мл для валган-
цикловира и 100,0–10000,0 нг/мл для ганцикловира в 
плазме крови человека. Полученные аналитические 
диапазоны позволяют применять разработанную ме-
тодику для проведения аналитической части иссле-
дований фармакокинетики препаратов, содержащих 
валганцикловир.
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Рисунок 7. Хроматограмма образца с содержанием исследуемых веществ на уровне НПКО

Figure 7. Chromatogram of the sample with the content of the studied substances at the level LLOQ
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Резюме
Введение. Одним из побочных эффектов, развивающихся при противоопухолевой терапии (лекарственной или лучевой), является нейтропения, 
при которой наблюдается снижение числа нейтрофилов в крови. Нейтропения может привести к повышению риска и тяжести развития 
бактериальной и грибковой инфекции. Для предотвращения развития нейтропении, а также для лечения применяют гранулоцитарные 
колониестимулирующие факторы, например филграстим и его конъюгированные формы. Одним из нежелательных явлений характерных для 
лекарственных веществ пептидной природы является развитие иммуногенности, что обуславливает необходимость изучение иммуногенности 
у таких ЛС. 
Цель. Валидировать методику определения антител к пэгфилграстиму в сыворотке крови, оценить иммуногенность препаратов пэгфилграстима.
Материалы и методы. Для оценки наличия антител к пэгфлиграстиму, оценки ингибирования сигнала и установления титра антител 
использовался набор PEGylated Filgrastim (Neulasta®) ADA ELISA. Для подтверждения применимости данного набора к требуемым задачам 
методика анализа была подвергнута валидации. Оптическую плотность образцов измеряли с помощью планшетного иммуноферментного 
анализатора Stat Fax 3200, промывку планшетов осуществляли с помощью автоматического промывателя планшетов. 
Результаты и обсуждения. В ходе выполнения работы была проведена валидация методики определения антител к пэгфилграстиму в 
сыворотке крови. Разработанная методика была применена в рамках простого слепого сравнительного многоцентрового рандомизированного 
исследования эффективности и безопасности препаратов пэгфилграстима у пациентов с диагнозом «рак молочной железы», получающих 
миелосупрессивную терапию. Образцы, полученные от клинического центра, были подвергнуты скринингу на наличие антител к пэгфилграстиму, 
были выявлены пробы, содержащие антитела, проведен подтверждающий анализ, рассчитан процент ингибирования и установлен титр антител.
Заключение. Методика определения антител была подвергнута валидации, после чего применена для оценки иммуногенности препараторов 
пэгфилграстима.

Ключевые слова: пэгфилграстим, иммуногенность, ИФА, противолекарственные антитела.

Конфликт интересов: конфликта интересов нет.

Вклад авторов. Ю. В. Медведев, М. А. Колганова, О. А. Сас и Ю. И. Аммур валидировали методику определения антител к пэгфилграстиму в 
сыворотке крови, проводили исследования и измерения. Т. Н. Комаров и Е. Н. Фишер провели обработку данных. И. Е. Шохин, М. А. Колганова 
и Ю. И. Аммур проводили интерпретацию результатов. Все авторы принимали участие в обсуждении результатов и написании текста статьи.

Для цитирования: Медведев Ю. В., Колганова М. А., Сас О. А., Комаров Т. Н., Фишер Е. Н., Шохин И. Е., Аммур Ю. И. Оценка иммуногенности 
препаратов пэгфилграстима у пациентов с диагнозом «рак молочной железы». Разработка и регистрация лекарственных средств. 2020; 
9(2): 140–144.

Immunogenicity Assessment of Pegfilgrastim in Patients with Breast Cancer
Yuri V. Medvedev1,2*, Maria A. Kolganova2, Olga A. Sas2, Timofey N. Komarov2,  
Elizaveta N. Fisher1,2, Igor E. Shohin2,3, Yulia I. Ammour4

1 – I. M. Sechenov First MSMU of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University), 8/2, Trubetskaya str., Mosсow, 119991, Russia
2 – LLC «CPHA», 20/3, Nauchny proezd, Moscow, 117246, Russia
3 – Peoples Friendship University of Russia (RUDN University), 6, Mikluho-Maklaya str., Moscow, 117198, Russia
4 – Federal State Budgetary Scientific Institution «I. I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera», 5А, Maly Kazenny lane, Moscow, 105064, Russia

*Corresponding author: Yuri V. Medvedev. E-mail: y125195@yandex.ru

Received: 09.04.2020. Accepted: 25.05.2020

Abstract
Introduction. Neutropenia, which is an abnormally low concentration of neutrophils in the blood, is one of the common side effects in patients 
receiving radio- or chemotherapy. Neutropenia usually leads to higher risks of severe bacterial and fungal infections. Such medicines as colony-
stimulating factor filgrastim (and its conjugates) are used to prevent and treat neutropenia in oncology patients. Immunogenicity is a potential concern 
for any biological product, thus, its assessment is one of the most critical necessities during the development and registration of such products.
Aim. The main aim of this study was to validate the ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies detection in human serum samples and to apply 
the validated method to pegfilgrastim drugs immunogenicity assessment. 
Materials and methods. To assess pegfilgrastim immunogenicity, the commercial ELISA kit «PEGylated Filgrastim (Neulasta®) ADA ELISA» was 
used for screening, confirmatory and titer assay. Moreover, to confirm the chosen commercial kit suits the study aims it was revalidated. The 
absorbance values were obtained using plate immunoassay analyzer Stat Fax 3200, plate washing was performed using an automatic two-
channel plate washer. 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

© Медведев Ю. В., Колганова М. А., Сас О. А., Комаров Т. Н., Фишер Е. Н., Шохин И. Е., Аммур Ю. И., 2020
© Medvedev Yu. V., Kolganova M. A., Sas O. A., Komarov T. N., Fisher E. N., Shohin I. E., Ammour Yu. I., 2020

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.33380/2305-2066-2020-9-2-140-144&domain=pdf&date_stamp=2020-06-02


141РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2020. Т. 9, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2020. V. 9, No. 2

Results and discussion. The ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies determination in human serum samples was validated and applied 
to the analytical part of the comparative, multicenter, blind, randomized study of pegfilgrastim efficacy and safety in patients with breast cancer, 
receiving myelosuppressive chemotherapy. Human serum samples were first screened for anti-drug antibodies, then «screening positive» samples 
were analyzed in confirmatory assay with % inhibition calculation for each sample. The «confirmed positive» samples were further characterized in 
titer assay. 
Conclusions. The ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies determination in human serum samples was successfully validated and applied 
for pegfilgrastim drugs immunogenicity assessment.

Keywords: pegfilgrastim, immunogenicity, ELISA, anti-drug antibodies (ADA). 
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ВВЕДЕНИЕ
Филграстим – негликолизированный белок, со-

стоящий из 175 аминокислот, который вырабатыва-
ется штаммом Escherichia coli, в геном которой введен 
ген колониестимулирующего фактора человека. Яв-
ляется гемопоэтическим фактором роста, регулирует  
образование функционально активных нейтрофилов  
в костном мозге и стимулирует их выход в кровь.  
Филграстим применяют при нейтропении, фебриль-
ной нейтропении, для стимуляции периферических 
стволовых клеток крови, при тяжелой врожденной 
нейтропении у детей и взрослых с тяжелыми инфек-
циями в анамнезе, при стойкой нейтропении у пациен-
тов с ВИЧ инфекцией. [1–5]. 

Пэгфилграстим – ковалентный конъюгат филграс- 
тима с полиэтиленгликолем с молекулярной мас-
сой 20 кДа. В результате конъюгации филграстима 
и полиэтиленгликоля снижается почечный клиренс 
препарата, что выражается в пролонгировании его  
действия. Пэгфилграстим применяют при нейтропе-
ниях, возникающих при цитотоксической химиотера-
пии [6].

Помимо пэгфилграстима применяют и дру-
гие конъюгированные формы филграстима – липэг- 
филграстим и эмпэгфилграстим со схожими показа-
ниями к применению.

Липэгфилграстим – ковалентный конъюгат  
филграстима, связанного с молекулой метоксиполи- 
этиленгликоля через олигопептид, состоящий из гли-
цина, N-ацетилнейраминовой кислоты и N-ацетилга-
лактозамина [7]. 

Эмпэгфилграстим – ковалентный конъюгат фил-
грастима с полиэтиленгликолем с молекулярной мас-
сой 30 кДа [8].

Период полувыведения (T1/2) филграстима – око-
ло 3,5 часов; T1/2 пэгфилгастима – 15–80 часов [9];  
Т1/2 липэгфилграстима – 32–49 часов [7]; Т1/2 эмпэг- 
филграстима – 78 часов [8].

Одним из наиболее вероятных нежелательных 
явлений характерных для лекарственных веществ 

пептидной природы является развитие иммуноген-
ности, как результат ответа иммунной системы на 
попадание чужеродного белка в организм человека. 
При этом последствия иммунного ответа могут быть 
как несущественными, так и весьма тяжелыми, по-
этому на этапе регистрации таких ЛС важно произ-
вести оценку иммуногенности. Одним из наиболее 
распространенных методов определения антител к 
ЛВ является иммуноферментный анализ [10], в част-
ности, в настоящее время опубликован ряд работ по 
определению антител к филграстиму и его конъюги-
рованным формам в сыворотке крови [11–13] с при-
менением ИФА теста. 

Цель

Проведение валидации методики определения 
антител к пэгфилграстиму в сыворотке крови и оцен-
ка иммуногенности препаратов пэгфилграстима.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для оценки безопасности исследуемых препара-

тов проводили скрининг проб сыворотки на содер-
жание в них специфических антител к пэгфилграс- 
тиму. Нами был выбран набор PEGylated Filgrastim 
(Neulasta®) ADA ELISA, производства Somru BioScience, 
который представляет собой твердофазный иммуно-
ферментный анализ «сэндвич»-типа для определения 
концентрации антител к пэгфилграстиму. Оптическую 
плотность образцов измеряли с помощью планшет-
ного иммуноферментного анализатора Stat Fax  3200, 
Awareness Technology, Inc. (США); промывку планше-
тов осуществляли с помощью промывателя планше-
тов автоматического двухканального ПП2-428, Иммед-
тех (Россия); термостатирование и перемешивание 
проводили, используя термошейкер для планшетов  
PST-60HL, Biosan (ЕС). Воду очищенную типа 1 получали 
с помощью установки «АКВАЛАБ» УВОИ-«МФ»-1812-1  
AL-1 plus (Россия).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ИФА анализ проводили согласно инструкции к на-
бору, общее время анализа – около 3 часов с учетом 
этапов внесения проб и отмывки. По результатам 
скрининга проводили подтверждающий анализ анти-
тел к пэгфилграстиму по идентичной методике. Для 
проб, которые по результатам скрининга были призна-
ны «потенциально положительными» была проведена 
оценка ингибирования сигнала с помощью ЛВ, а так-
же был установлен титр антител, который определяли, 
подвергая анализу разбавленные образцы (в 2, 4, 8 и 
16 раз).

Валидация методики

Для оценки наличия антител к пэгфлиграстиму, 
оценки ингибирования сигнала и установления тит- 
ра антител использовался набор PEGylated Filgrastim 
(Neulasta®) ADA ELISA. Для подтверждения при-
менимости данного набора к требуемым зада-
чам методика анализа, приведенная в инструкции, 
была подвергнута валидации по следующим пара-
метрам: специфичность, прецизионность, предел 
определения. 

Для определения специфичности использовались 
образцы Negative Control, входящие в состав набора и 
образцы сыворотки, достоверно не содержащие анти-
тел к пэгфилграстиму. Было показано, что оптическая 
плотность образца, не содержащего антител к пэг-
филграстиму, не превышала оптическую плотность 
образца, содержащего антитела к пэгфилграстиму на 
уровне предела обнаружения.

Для оценки прецизионности проводили анализ 
образцов High Positive Control и Low Positive Control. 
Анализ проводили для 3 последовательностей. Ис-
следование проводили в течение 1-ой последова-
тельности (внутри цикла), 2-ой и 3-ей последова-
тельности (между циклов). Значения относительного 
стандартного отклонения (RSD, %), приведенные в  
таблице 1.

Таблица 1. Прецизионность методики 

Table 1. Precision methods
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Low Positive 
Control

0,73 10,2 0,73 11,2 0,74 10,0

High Positive 
Control

3,17 1,1 3,17 1,0 3,17 0,9

Полученные величины относительного стан-
дартного отклонения (прецизионность) соответст- 
вуют нормам [14] (не более 20 % для нижнего диа-
пазона линейности, не более 15 % – для остальных 
точек).

Предел количественного определения (ПКО) ме-
тодики определяли на основании данных по преци-
зионности. Предел определения методики составил  
23  нг/мл (концентрация антител к пэгфилграстиму в 
образце Low Positive Control согласно инструкции к 
набору).

По результатам валидации методика была при-
знана пригодной для оценки наличия антител к пэг- 
флиграстиму, оценки ингибирования и установления 
титра антител.

Скрининг образцов

Процедуре скрининга были подвергнуты об-
разцы сыворотки крови пациентов женского пола 
с диагнозом «рак молочной железы», получающих 
миелосупресивную терапию. Введение препара-
тов, в том числе проведение курсов химиотерапии, 
регистрация нежелательных явлений, отбор об-
разцов для анализа и другие медицинские проце-
дуры осуществлялись в соответствующем клини-
ческом центре согласно протоколу исследования. 
Режим дозирования лекарственных препаратов пэг- 
филграстима  – 6 мг, подкожно, через 24 часа пос- 
ле введения цитотоксических химиотерапевтичес- 
ких средств, число курсов химиотерапии – 4. От-
бор проб для оценки иммуногенности проводился в 
1  визит, 5 визит (13 неделя после визита 1), 6  визит 
(26 неделя после визита 1).

В общей сложности процедуре скрининга было 
подвергнуто 60 образцов. Анализ проводился в двух 
повторах. Процедура анализа включала следующие 
этапы:
•• подготовка реагентов, входящих в состав ИФА-на-

бора, разморозка проб;
•• разбавление образцов в 100 раз и внесение их в 

лунки планшета;
•• инкубация в течение 60 минут при температуре 

25 °С;
•• трехкратная промывка планшета;
•• внесение детектирующего агента;
•• инкубация в течение 60 минут при температуре 

25 °С;
•• трехкратная промывка планшета;
•• внесение субстрата (тетраметилбензидин);
•• инкубация в течение 15 минут при температуре 

25 °С;
•• внесение стоп-реагента;
•• измерение оптической плотности при длине волны 

450 нм и референсной длине волны 630 нм.
Для определения «потенциально положитель-

ных» образцов сыворотки крови на этапе скрининга 
было выбрано значение предела исключения мето-
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дики (screening cut-point). Предел исключения опре-
деляли согласно инструкции к набору по следующей 
формуле: 

Cut point = Ср. знач. ОП + 2 S.D.,

где Cut point – предел исключения для этапа скри-
нинга; Ср.  знач. ОП – среднее значение оптической 
плотности 6 образцов интактной сыворотки крови; 
S.D.  – стандартное отклонение для значений опти-
ческой плотности 6 образцов интактной сыворотки 
крови. 

По результатам анализа значение предела исклю- 
чения для этапа скрининга составило 0,373  о.е. Соот-
ветственно, «потенциально положительными» были 
признаны исследуемые образцы, оптическая плот-
ность которых превышала значение предела исклю-
чения. На этапе скрининга 2 пробы были признаны 
«сомнительными» (оптическая плотность находилась 
в диапазоне ±10 % от cut point) и 3 пробы были при-
знаны «потенциально положительными».

Подтверждающий анализ

Для проб, признанных «сомнительными» или 
«потенциально положительными», был проведен  
подтверждающий анализ. Процедура подтвержда-
ющего анализа в целом повторяла этапы проведе-
ния ИФА при скрининге, однако в исследуемые и  
контрольные образцы добавляли пэгфилграстим. Ана-
лиз проводился в двух повторах. 

В результате проведения подтверждающего ана-
лиза было выявлено, что во всех исследованных об-
разцах происходит снижение оптической плотнос- 
ти (ингибирование сигнала) при внесении в образец 
лекарственного средства пэгфилграстим, что гово-
рит о наличии видоспецифических антител в данных 
образцах. 

Для каждого образца был рассчитан процент инги-
бирования в соответствии с формулой:

X = 100 × [1 – (A/B)], 

где A – оптическая плотность образца с добавлением 
ЛС; B – оптическая плотность образца без добавления 
ЛС; О.П. – оптическая плотность.

Процент ингибирования составил 90–94 %.

Определение титра антител

Для установления титра антител проводили ана-
лиз контрольных образцов, «положительных» иссле-
дуемых образцов (с добавлением пэгфилграстима 
и без него), а также исследуемых образцов, разбав-
ленных в 2, 4, 8 и 16 раз с помощью буфера для раз-
бавления проб (assay buffer входит в состав набора).  
В остальном схема анализа повторяла этапы прове-
дения ИФА при скрининге. Разведения образцов бы-
ло выбрано таким образом, чтобы оптическая плот-
ность как минимум одного из разведений была ниже 

значения предела исключения. Титр антител в иссле-
дуемых образцах  – максимальное разведение, при 
котором значение ОП исследуемого образца пре-
вышает значение предела исключения. Титр анти-
тел к пэгфилграстиму во всех исследуемых образцах 
составил 1:4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения работы была проведена вали-

дация методики определения антител к пэгфилграсти-
му в сыворотке крови по следующим валидационным 
параметрам: селективность, прецизионность, предел 
определения. Образцы, полученные от клинического 
центра, были подвергнуты скринингу на наличие ан-
тител к пэгфилграстиму (общее количество проб – 60), 
2 пробы были признаны «сомнительными» и 3 пробы 
были признаны потенциально «положительными». В 
ходе подтверждающего анализа все исследованные 
пробы были признаны положительными. Для них был 
рассчитан процент ингибирования, который соста-
вил 90–94 %, а также установлен титр антител к пэг- 
филграстиму, равный 1:4.
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Резюме
Введение. Один из основных этапов СТКР – оценка эквивалентности профилей растворения исследуемого препарата и препарата сравнения.
Текст. Согласно действующим нормативным документам, количественным параметром оценки эквивалентностей профилей высвобождения 
лекарственных препаратов является фактор сходимости (f2). Однако такой подход из позволяет учесть такую важную информацию о 
поведении ЛП в среде растворения, как: форма профилей растворения, случаи неполного высвобождения лекарственного вещества, 
временную корреляцию, наличие значений-«выбросов», что может привести к ложноположительным результатам. Особое внимание 
стоит уделить растворению препаратов с большой вариабельностью. Помимо расчета фактора сходимости f2 для количественной оценки 
эквивалентности профилей растворения можно использовать модельно-зависимые и модельно-независимые методы, которые лишены 
перечисленных недостатков и которые будут более статистически корректны, а их использование возможно обосновать: фактор различия f1, 
функция распределения Вейбулла, сравнение степеней высвобождения в разных временных точках по t-критерию Стьюдента. Недостатком 
данных моделей является их эмпирический характер, который ставит под сомнение возможность применения таких методов.  В настоящее 
время широкое обсуждение получил многомерный анализ, который можно использовать для сравнения сходства профилей растворения с 
предположением, что данные имеют нормальное распределение. Наиболее распространенными методами для проверки схожести профилей 
растворения для высоко вариабельных лекарственных препаратов являются: использование расстояния Махаланобиса и метод bootstrap для 
f2. Например, EMA подробно разъясняет пригодность расстояния Махаланобиса для оценки сходства профилей растворения лекарственных 
препаратов, а также подчеркивает важность доверительных интервалов для количественной оценки неопределенности вокруг выбранного 
показателя. Методология bootstrap не дает ясного представления о возможности ее применения при работе с факторами сходимости 
профилей f2, получающихся в результате СТКР лекарственных препаратов с неполным высвобождением, в частности, при исследованиях в 
биорелевантных средах. Функция «T2EQ», основанная на расстоянии Махаланобиса для высоко вариабельных лекарственных препаратов 
(по Хоффелдеру), на практике дает неоднозначные результаты.
Заключение. Тема количественной статистической оценки эквивалентности профилей растворения требует дальнейшего обсуждения, 
поскольку по ряду объективных признаков фактор сходимости морально устарел и, в ряде случаев, не может быть адекватно применим. 
Использование современных статистических инструментов в данный момент не имеет нормативного подтверждения регулирующих 
органов. В существующих научных публикациях описаны некоторые статистические методы, которые сравнивались по своей конструкции 
и эффективности. Необходимо разработать четкий план (decision tree) проведения выбора статистического метода процедуры оценки 
эквивалентности профилей растворения.

Ключевые слова: профиль растворения, фактор сходимости, расстояние Махаланобиса, bootstrap, T2-тест эквивалентности.
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Abstract
Introduction. One of the purposes of dissolution profile comparison is to establish the equivalence of dissolution profiles of the studied drug and 
the comparison drug.
Text. According to the current regulatory documents, the main tool for quantitative confirmation of equivalence of drug release profiles is the 
calculation of the similarity factor (f2). However, it does not consider the form of dissolution profiles, incomplete release of the drug substance, time 
correlation, and is not susceptible to the «outliers», which leads to false positive results. Special attention should be paid to the dissolution of drugs 
with high variability, which is not eliminated by either increasing the sample or changing the sampling scheme. If f2 is not used, it is necessary to use 
model-dependent and model-independent methods that are statistically correct, and their use is sufficiently justified (difference factor f1, Weibull 
distribution function, comparison of release degrees at different time points (according to the student's t-criterion). However, these models have 
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an empirical nature that calls into question the application of such methods. Multivariate analysis is widely discussed in the literature and can be 
used to compare the similarity of dissolution with the assumption that the data has a normal distribution. The most common methods for checking 
similarity of dissolution profiles for highly variable drugs are the Mahalanobis distance test and the bootstrap for f2. There is a document of EMA 
about suitability of the Mahalanobis distance as a tool to assess the comparability of drug dissolution profiles and to a larger extent to emphasise the 
importance of confidence intervals to quantify the uncertainty around the point estimate of the chosen metric. The bootstrap methodology for f2 
does not provide a clear understanding of the application to dissolution profile comparison for incomplete-release drugs, particularly in biorelevant 
environments. The «T2EQ» function, based on the Mahalanobis distance for highly variable drugs (Hoffelder), gives undefined results in practice.
Conclusion. The topic of equivalence of dissolution profiles requires discussion, since it is shown that the convergence factor is outdated and cannot 
be adequately applied. The use of modern methods does not have a clear regulatory confirmation by the regulatory authority. In the published 
scientific literature, several statistical methods have been explored and compared for their design and performance. It is necessary to develop a clear 
plan (decision treeы) for conducting the procedure for equivalence of dissolution profiles, employing a range of statistical methods.

Keywords: dissolution profiles, similarity factor, Mahalanobis distance, bootstrap, T2 test for equivalence.
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ВВЕДЕНИЕ
Сравнительный тест кинетики растворения  

(СТКР)  – испытание, включающее в себя получение и 
сравнение профилей растворения исследуемого ле-
карственного препарата и референтного лекарствен-
ного препарата, как правило, в 3 средах – буферных 
растворах с pH 1,2; 4,5 и 6,8 [1]. Один из этапов СТКР – 
оценка эквивалентности профилей растворения ис-
следуемого препарата и препарата сравнения. 

ОБЗОР РУКОВОДСТВ
Решением Совета Евразийской экономической 

комиссии от 3 ноября 2016 г. № 85 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биоэквивалент-
ности лекарственных препаратов в рамках Евразийс- 
кого экономического союза» [1], Руководством по 
экспертизе лекарственных средств [2], а также Руко-
водством EMA [3] устанавливается, что основным  
инструментом количественной оценки эквивалентно-
сти профилей высвобождения исследуемого препа-
рата и препарата сравнения является расчет фактора 
сходимости (f2):
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где n – число временных точек; R(t), % – среднее ко-
личество растворившегося на момент t (после на-
чала исследования) лекарственного вещества из 
препарата сравнения; T(t), % – среднее количество 
растворившегося на момент t (после начала иссле-
дования) лекарственного вещества из исследуемого 
препарата.

Эквивалентными профили признаются в случае, 
когда величина f2 принимает значение в диапазоне 
50–100. 

Расчет фактора сходимости f2 возможен в случае, 
если соблюдаются следующие условия:
•• минимальное количество временных точек – 3 (не 

считая нулевой точки);
•• для сравниваемых лекарственных препаратов вы-

бираются одинаковые временные точки;
•• для каждой временной точки для каждого из пре-

паратов процент высвобождения устанавливался 
путем расчета среднего значения минимумиз 12 
повторностей;

•• для каждого из составов допускается не более од-
ного случая превышения среднего значения степе-
ни высвобождения 85 %;

•• значение величины относительного стандартного 
отклонения (RSD) количества высвободившегося 
лекарственного вещества в первой временной точ-
ки не превышает 20 %, для остальных временных 
точек – не превышает 10 % [1].
Если по результатам исследования за 15 минут 

в раствор переходит более 85 % активного фарма-
цевтического ингредиента, результаты признаются 
эквивалентными без дальнейшей математической 
оценки.

Однако рассчитанный таким образом фактор схо-
димости не способен сравнить форму профилей 
растворения, учесть факт неполного высвобожде-
ния, что нередко наблюдается в биорелевантных сре-
дах (так, пара профилей с высвобождением АФИ к  
последней точке на уровне 1 % и 9 % соответственно, 
будут признаны эквивалентными по фактору сходи-
мости) временную корреляцию, а также не восприим-
чив к значениям-«выбросам» (границы приемлемости 
сходства более 10 %), что приводит к ложноположи-
тельным результатам (рисунки 1–2). Особое внимание 
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стоит уделить растворению препаратов с большой 
вариабельностью, которая не устраняется ни увели-
чением выборки, ни изменением схемы отбора проб. 
Применение f2 для оценки эквивалентности профилей 
вышеперечисленных случаев не приемлемо.

В случае, если для обработки результатов СТКР 
невозможно применить расчет фактора сходимости 
f2 в виду невыполнения приведенных выше крите- 
риев, профили растворения можно сравнивать, ис-
пользуя модельно-зависимые и модельно-независи-
мые методы, которые будут статистически корректны, 
а их использование достаточно обосновано. Пределы 
приемлемости критерия эквивалентности профилей 
должны быть определены, обоснованы и не должны 
превышать 10 %. Кроме того, вариабельность раство-
рения (RSD) между данными исследуемого и рефе-
рентного лекарственного препарата также должна 
быть сопоставимой, однако более низкая вариабель-
ность для исследуемого лекарственного препара-
та является приемлемой [1]. Действующие норматив-
ные документы [1–4] относят к таким методам: фактор 

различия f1, функция распределения Вейбулла, срав-
нение степеней высвобождения в разных временных 
точках (например, по t-критерию Стьюдента). 

ПУТИ РЕШЕНИЯ

Применение формулы Вейбулла

Общее эмпирическое уравнение, адаптированное 
к процессу растворения. Формула Вейбулла выражает 
количество высвободившегося активного фармацев-
тического ингредиента (m) в раствор за время (t):

m e
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где а – коэффициент масштаба; Т – время задержки до 
начала процесса растворения (чаще всего 0); b – пара-
метр, определяющий форму распределения (b = 1  – 
экспонента, b < 1 – параболическая кривая с более 
высоким начальным наклоном, стремящаяся к экспо-
ненциальной кривой, b > 1 – сигмовидная, S-образная 
кривая с восходящей кривизной) [5]. 

Данное выражение можно преобразовать следу-
ющим образом:

log[ ln( )] log( ) log .− − = ⋅ − −1 m b t T ai

Из этого уравнения можно получить линейное 
соотношение для логарифмического графика зави-
симости –ln(1 – m) от времени t. Параметр формы  
распределения (b) можно получить из наклона ли-
нии. Параметр масштаба (a) оценивается по значе-
нию ординаты (1/a) в момент времени t = 1. Параметр 
a можно заменить на более информативное понятие 
«время растворения» Td, которое определяется как  
a = (Td)b и графически означается как время значе-
ние, соответствующее ординате –ln(1 – m) = 1, что эк-
вивалентно m = 0,632. Следовательно, Td представ-
ляет собой временной интервал, необходимый для 
растворения или высвобождения 63,2 % АФИ из ле-
карственной формы. Для лекарственных препаратов, 
следуя этой модели, логарифм количества раство-

Рисунок 1. Влияние формы профилей на фактор сходимости

Figure 1. Effect of the shape of the profiles on the similarity factor

Рисунок 2. Влияние значений-«выбросов» на фактор сходи-
мости (в точке 10 минут разница значения высвободивше-
гося ЛВ (%) исследуемого препарата и препарата сравнения 
составляет 16,5 %)

Figure 2. Effect «outlier» on the similarity factor (at the point of 
10 minutes, the difference in the value of the released drug (%) of 
the study drug and the comparison drug is 16.5 %)
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ренного АФИ в зависимости от логарифма временно-
го графика носит линейный характер [5].

Однако модель Вейбулла соответствует эмпири-
ческой модели, она имеет некоторые недостатки:

99 Данная модель может носить описательный харак-
тер, но адекватноcть характеристик кинетических 
свойств лекарственного средства при растворении 
ставится под сомнение, поскольку в модели нет ни 
единого параметра, характеризующего скорость 
растворения лекарственного вещества.

99 Параметры модели определяются «подгоном» под 
экспериментальные данные.

99 Модель имеет ограниченное применение для созда-
ния корреляции исследований in vivo/in vitro.

Современные методы

В литературных данных широко обсуждается мно-
гомерный анализ (multivariate analysis). Его можно ис-
пользовать для сравнения сходства растворения с 
предположением, что данные имеют нормальное 
распределение. Наиболее распространенными мето-
дами проверки схожести профилей растворения ле-
карственных препаратов, у которых наблюдается вы-
сокая вариабельность, являются: тест, основанный на 
расстоянии Махаланобиса (Mahalanobis Distance Test) 
и метод bootstrap для f2. Рассмотрим методы более 
подобно.

T2-критерий эквивалентности

В пакете «T2EQ», который разработан для свобод-
ного программного обеспечения R, содержатся функ-
ции для применения T2-теста для определения эк-
вивалентности профилей растворения. T2-критерий 
эквивалентности – это многомерный критерий эк-
вивалентности двух выборок, данные которых рас-
пределены нормально. Мерой расстояния теста яв-
ляется расстояние Махаланобиса (MD). По мнению 
разработчиков, данный критерий является точным и 
равномерно наиболее мощным инвариантом. Соглас-
но Wellek  [6] функция T2EQ может применяться для 
оценки эквивалентности профилей СТКР ЛС. В случае 
высокой вариабельности лекарственного препарата 
расчет выполняется с помощью теста по Hoffelder [7] 
(функция «T2EQ.dissolution.profiles.hoffelder ()»).

Существует документ EMA [8], в котором содер-
жится подробное разъяснение пригодности приме-
нения расстояния Махаланобиса в качестве инст- 
румента для оценки эквивалентности профилей  
растворения лекарственных препаратов, а также 
подчеркнута важность доверительных интервалов 
для количественной оценки неопределенности вокруг 
выбранного показателя [фактор сходимости (f2) или 
расстояние Махаланобиса].

Расстояние Махаланобиса (MD) является мерой 
различия между двумя случайными векторами X и Y 
одинаковой длины, которая учитывает корреляцию 

в наборе данных. MD – это многомерная обобщенная 
идея выражения расстояния между двумя точками с 
использованием стандартного отклонения в качест- 
ве единицы измерения. Этот способ стандартизации  
означает, что MD зависит от оценки дисперсии и ко-
вариации. В массиве данных процесса растворения 
ковариаты соответствуют значениям степени высво-
бождения (в процентах) АФИ из лекарственного пре-
парата в различных временных точках. При некоторых 
допущениях MD становится меньше, что указывает на 
схожесть профилей растворения с увеличением ва-
риабельности исследуемых данных. Такое свойство 
делает использование MD нежелательным при оцен-
ке сходимости профилей растворения, особенно учи-
тывая, что пределы приемлемости критерия сопоста-
вимости не должны превышать 10 % в любой момент 
времени; в зависимости от наблюдаемой вариабель-
ности вполне возможно получить наблюдаемое раз-
личие более 10 % в какой-то момент времени, однако 
критерии, основанные на MD, могут признать разли-
чия несущественными. Исходя из этих соображений, 
подход, базируемый на расстоянии Махаланобиса, не 
может быть поддержан в качестве предпочтительно-
го методологического подхода для принятия решения 
о сходимости профилей растворения, даже в тех си-
туациях, когда f2 не применим, как это указано в руко- 
водстве EMA [3].

Однако любой подход, основанный на дове-
рительных интервалах для фактора сходимости 
f2, будет сочтен целесообразным вне зависимос- 
ти от того, соответствует он или нет критериям  
достоверности, изложенным в руководстве EMA [3].  
Если границы доверительного интервала для f2 будут 
не менее 50, то кривые растворения будут считаться 
эквивалентными [8].

Хотя, независимо от того, выполняются или нет 
условия для адекватного применения f2 в эксперимен-
те по растворению, свойства распределения выборки 
f2 не позволяют получить точные доверительные ин-
тервалы для адекватной количественной оценки не- 
определенности f2. Чтобы решить эту проблему, мож-
но использовать методологию bootstrap для полу-
чения доверительных интервалов для f2 на основе 
квантилей распределений повторной выборки, и этот 
подход можно считать предпочтительным методом по 
сравнению с f2 и MD [8].

Методология bootstrap для f2

Bootstrap-метод используется для учета случай-
ного характера профилей растворения. Суть метода 
заключается в том, что из имеющегося массива дан-
ных формируется новая выборка большего размера 
для изучения статистических характеристик. При фор-
мировании текущего элемента «большой» выборки 
используется процедура извлечения из базовой вы-
борки с возвращением. Генерация случайного номе-
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ра элемента базовой выборки осуществляется с по-
мощью метода Монте-Карло. Значение этого элемента 
присваивают текущему элементу «большой» выбор-
ки, тем самым реализовывается ресэмплинг выборки. 
На основе полученной выборки численно строится  
приближенная функция распределения, определяют-
ся доверительные интервалы и другие статистичес- 
кие характеристики. Такой метод позволяет просто и  
быстро оценивать статистические характеристики  
для сложных моделей, не опираясь на априорные 
предположения о характере распределения [9].

Преимущества метода:
•• полученная модель не привязана к какому-либо 

механизму высвобождения и связанной с ним фи-
зической модели;

•• дает понятный и просто интерпретируемый ответ 
о сходимости профилей растворения;

•• для получения модели требуется исключительно 
набор экспериментальных данных, которые можно 
получить в стандартных исследованиях по высво-
бождению лекарственных препаратов [9];

•• имеется доступное программное обеспечения для 
выполнения симуляции (DDSolver).
Недостатки метода:

•• модель носит эмпирический характер;
•• отсутствие связи с физическими процессами не 

позволяет использовать ее для углубленного изу-
чения механизмов высвобождения АФИ из совре-
менных сложных многокомпонентных таблетиро-
ванных форм [9];

•• нет четкого представления о возможности при-
менения к тесту растворения для лекарственных 
препаратов с неполным высвобождением, в част-
ности в биорелевантных средах.

Позиция Хоффелдера

В своей работе [10] Хоффелдер проводит срав-
нение применения фактора сходимости f2, метода 
bootstrap для f2, метод EDNE (Euclidean Distance of the 
Non standardized Expected values – евклидово рас-
стояние для нестандартизованных ожидаемых зна-
чений)  [11], а также T2-теста для определения экви-
валентности высоко вариабельных лекарственных 
препаратов. По его мнению, применение T2-теста 
позволяет дать надежную оценку эквивалентности и 
имеет достаточно надежную научную базу, посколь-
ку тест является более точным статистическим мето-
дом и прост в применении, так как не требует ника-
ких числовых итераций. Реализация данного теста 
доступна в R и SAS. 

Однако на практике возникают случаи, когда 
фактор сходимости принимает значение ниже 50 
(рисунок 3), но при этом T2-тест делает выводы об 
эквивалентности профилей растворения (при усло-
вии выполнения критериев применимости f2) (рису-
нок 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Тема количественной статистической оценки эк-

вивалентности профилей растворения требует даль-
нейшего обсуждения, поскольку по ряду объектив-
ных признаков фактор сходимости морально устарел 
и в ряде случаев не может быть адекватно применим. 
Использование современных статистических инстру-
ментов в данный момент не имеет нормативного под-
тверждения регулирующих органов. В существующих 
научных публикациях приведены некоторые статис- 
тические методы, которые сравнивались по своей 
конструкции и эффективности. Необходимо разрабо-
тать четкий план (decision tree) процедуры проведе-
ния выбора статистического метода оценки эквива-
лентности профилей растворения.
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Рисунок 3. Профили растворения лопинавира, pH 1,2 (f2 = 44)

Figure 3. Lopinavir dissolution profiles, pH 1,2 (f2 = 44)
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Рисунок 4. Протокол пакета «T2EQ» для теста эквивалентности лопинавира

Figure 4. «T2EQ» package protocol for Equivalence Test for Lopinavir
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Резюме
Введение. Одним из принципиальных вопросов в сфере оценки соответствия производителей лекарственных средств требованиям 
надлежащей производственной практики (GMP) является систематизированная методология классификации выявляемых нарушений 
(несоответствий, отклонений) по уровню их критичности. Представленные на сегодняшний день в нормативных документах сведения в 
части определений критических, существенных и несущественных (прочих) несоответствий не во всех случаях являются достаточными для их 
использования как в практике GMP-инспектирования и аудита, так и в системах управления качеством на фармацевтических предприятиях. В 
целях изучения подходов к классификации выявляемых отклонений от требований GMP, используемых в практике работы уполномоченных 
лиц производителей лекарственных средств в Российской Федерации, проведено исследование в форме анкетирования. Данная работа 
явилась логическим продолжением проведенного ранее исследования среди сотрудников фармацевтического инспектората Российской 
Федерации.
Цель. Установление взаимосвязей между классификацией критических и существенных отклонений от требований GMP и потенциально 
вызываемыми ими дефектами качества лекарственной продукции I и II классов опасности.
Материалы и методы. Исследование базировалось на опросе уполномоченных лиц производителей лекарственных средств (всего 56 
респондентов) по специально разработанной анкете. Основная гипотеза исследования состоит в том, что специалисты (уполномоченные 
лица), которые принимают решения о классификации отклонений от требований GMP, ориентируются именно на потенциальные дефекты 
качества, которые могут быть вызваны указанными отклонениями. В рамках исследования использована существующая в руководствах 
PIC/S и EMA модель градации дефектов (нарушений показателей) качества лекарственных средств с разделением на I, II и III класс по степени 
их значимости (опасности). В то же время, как известно, для отклонений от требований GMP также используется трехуровневая система 
градации: критические, существенные и несущественные (прочие). При разработке анкет для проведения опроса акцент был сделан на 
примеры дефектов качества I и II классов и, соответственно, критические и существенные отклонения от GMP.
Результаты и обсуждения. Результаты обработки и анализа анкет резюмируют позицию большинства респондентов о прямой взаимосвязи 
между дефектами качества лекарственной продукции наиболее высокой степени опасности (класс I) и критическими отклонениями от 
требований GMP. Респонденты также высказали мнение о том, что отклонения, способные спровоцировать возникновение дефектов 
качества лекарственной продукции II класса опасности, в большинстве случаев следует классифицировать как критические. Полученные 
в ходе исследования результаты также свидетельствуют о схожести существующих подходов к классификации выявляемых отклонений 
(несоответствий) от требований GMP между уполномоченными лицами производителей лекарственных средств и фармацевтическими 
инспекторами.
Заключение. Итоги проведенного исследования показывают, что при классификации (определении критичности) выявляемых отклонений 
от требований надлежащей производственной практики (GMP) есть возможность использовать систему градации дефектов качества 
лекарственной продукции по степени их опасности для потребителя (пациента), представленную в нормативно-правовых документах 
ЕС и руководствах PIC/S. Результаты исследования также позволяют сделать вывод о том, что на сегодняшний день не только с позиции 
регуляторных органов, но и со стороны предприятий фармацевтической промышленности отмечается потребность в разработке 
методических руководств с фокусом внимания на риск-ориентированной классификации выявляемых отклонений (несоответствий) от 
требований GMP по степени критичности, учитывающей их потенциальное влияние на возникновение дефектов качества лекарственной 
продукции и, как следствие, угрозы жизни и здоровью потребителей (пациентов).

Ключевые слова: надлежащая производственная практика, GMP, уполномоченные лица, PIC/S, ЕАЭС, EMA, ФБУ «ГИЛС и НП», несоответствия, 
отклонения, инспектирование, качество, лекарственное средство, регуляторный орган, гармонизация, риск, дефект качества.  
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Abstract
Introduction. One of the key issues in the field of assessing the conformity of drug manufacturers with the requirements of good manufacturing 
practice (GMP) is a systematic methodology for classifying revealed deficiencies (deviations, non-conformities) by their level of criticality. Today the 
information included into regulatory documents regarding the definitions of critical, major and minor (other) deficiencies is not always sufficient for 
the use in GMP inspection practice, as well as in quality management systems of the pharmaceutical manufacturers. In terms to study approaches 
to the classification of GMP deviations applied in the practice of the Qualified persons of drug manufacturers in the Russian Federation, a survey 
was conducted in the form of a questionnaire. This work became a logical continuation of a previous study among employees of the pharmaceutical 
inspectorate of the Russian Federation.
Aim. To identify the correlation between the classification of critical and major GMP deviations and potential class I and II quality defects of 
medicinal products.
Materials and methods. The study was based on a survey of Qualified persons of drug manufacturers (56 respondents) using a questionnaire specially 
designed. The main hypothesis of the study is that specialists (Qualified persons) who make decisions on the classification of GMP deviations are 
guided by potential quality defects that may be caused by the indicated deviations. In the framework of the study, authors used the model of gradation 
of quality defects of the medicinal products into 3 classes (class I, II and III) according to the rate of their significance as indicated in the PIC/S and 
EMA guidelines. At the same time, for GMP deviations a three-level gradation system is also used: Critical, Major and Minor (Other). In designing of 
questionnaires for the survey, the focus was made on examples of quality defects of classes I and II and, accordingly, Critical and Major GMP deviations.
Results and discussion. The results of the processing and analysis of questionnaires summarize the opinion of the majority of respondents about the 
direct relationship between product quality defects of the high risk (class I) and critical GMP deviations. Respondents also expressed the opinion that 
deviations that could trigger the occurrence of the class II quality defects in most cases will be classified as critical. The results obtained during the 
study also indicate the similarity of existing approaches of the classification of GMP deviations (deficiencies) between QPs of the drug manufacturers 
and pharmaceutical inspectors.
Conclusion. The results of the study show that for the purpose of classifying (determining the criticality) of GMP deviations (deficiencies) , it is 
possible to use the rating system for the quality defects of medicinal products by the rate of their significance for the patient which is presented in 
EU regulatory documents and PIC/S guidelines. The results of the study also will facilitate the drawing of conclusions that today, not only from the 
position of regulatory authorities, but also for the pharmaceutical industry, there is a need to develop methodological guidelines with a focus on 
a risk-based classification of GMP deviations (deficiencies). These guidelines should take into account the potential impact of the mentioned GMP-
deviations on the occurrence of the quality defects of medicinal products and, as a result, threats to the life and health of patients.

Keywords: good manufacturing practice, Qualified person, GMP, PIC/S, EMA, FSI «SID&GP», deficiency, deviation, non-conformity, inspection, quality, 
medicine, authority, harmonization, risk, quality defect.

Conflict of interest: no conflict of interest.

Contribution of the authors. Vladislav Shestakov and Vladimir Orlov compiled a list of questions for the survey of Qualified persons. Vladimir Orlov 
developed a questionnaire form for the survey and conducted statistical processing of the results. Both authors took part in the discussion of the 
results, their interpretation, as well as in the writing of the text of the article.

For citation: Orlov V. А., Shestakov V. N. Assessing the correlation between GMP deviations and potential quality defects of medicinal products: the 
result of the survey of qualified persons. Drug development & registration. 2020; 9(2): 151–158.

ВВЕДЕНИЕ
Нарушения (несоответствия, отклонения) требо-

ваний GMP, как правило, принято делить на три ос-
новные группы – критические, существенные и несу-
щественные (прочие), при этом базовым критерием 
классификации является потенциальное влияние 
выявленных нарушений на жизнь и здоровье пациен-
тов. В большинстве случаев ключевым связующим зве-
ном между выявленным несоответствием требова- 
ниям GMP и возможным риском для жизни и здоро-
вья пациента выступает его негативное воздействие 
на показатели качества лекарственного средства. 

На сегодняшний день не представлена какая-ли-
бо база статистических данных, позволяющая изу-
чить зависимость между нарушениями требований 
GMP и возникновением тех или иных дефектов ка-
чества лекарственной продукции. Исторически в фар-
мацевтической отрасли на отдельных производствах 
складывались определённые «внутренние» представ-
ления о таких взаимосвязях, которые в большей сте-
пени базировались на собственном производствен-
ном опыте и знаниях свойств выпускаемой продукции. 
В то же время прослеживается тенденция к постепен-

ной трансформации этих представлений под влия-
нием изменений в нормативно-правовых требова- 
ниях и рекомендациях к обращению ЛС. Однако чет-
ких и однозначных указаний на то, как следует класси-
фицировать выявляемые отклонения от требований 
GMP с позиции их взаимосвязи с предполагаемыми 
дефектами качества продукции и, в конечном итоге, 
влиянием на потребителей (пациентов), в действую-
щих нормативно-правовых документах не предусмот- 
рено. В результате решение вопроса о классификации 
отклонений от GMP с точки зрения рисков для жизни 
и здоровья пациентов принимают конкретные отрас-
левые специалисты, оказавшиеся перед необходимо-
стью принимать такие решения. 

В качестве гипотезы исследования нами было вы-
сказано предположение, что решения о классифика-
ции отклонений от требований GMP по уровню кри-
тичности принимаются специалистами исходя из того, 
как они определяют риски для качества лекарствен-
ных препаратов, потенциально связанные с этими 
отклонениями. Изучению вопроса о том, как отрас-
левые специалисты выстраивают взаимосвязь меж-
ду категориями отклонений от требований GMP и по-
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тенциально вызываемыми ими дефектами качества, 
посвящено несколько проведенных нами опросов. 

В первом исследовании [1] было проведено анке-
тирование сотрудников фармацевтического инспекто-
рата Российской Федерации. Результаты показали, что 
при оценке критичности выявляемых несоответствий 
требованиям GMP сотрудники инспектората счита-
ют возможным ориентироваться на представленную 
в руководящих документах EMA [2] и PIC/S [3] града-
цию дефектов качества лекарственной продукции по 
степени опасности для потребителя (пациента). В от-
ветах респондентов устанавливается определенная 
взаимосвязь между критическими и существенными 
отклонениями и, соответственно, дефектами качества 
наиболее высокой степени опасности (класс I) и сред-
ней степени опасности (класс II). 

Наряду с сотрудниками фармацевтического  
инспектората, в сферу компетенций которых входит 
классификация несоответствий, выявляемых в ходе 
проводимых инспекций на соответствие GMP, схожие 
по сути действия осуществляются и уполномоченны-
ми лицами производителей лекарственных средств. В 
сферу ответственности уполномоченных лиц (далее – 
УЛ) при определении возможности выпуска серии ле-
карственного препарата в обращение входит и оценка 
влияния выявленных отклонений от требований GMP 
на показатели качества продукции. При этом базовые 
принципы организации работы УЛ на фармацевти- 
ческом предприятии, предусмотренные действую-
щим законодательством ЕС, ЕАЭС и РФ, наделяют УЛ 
независимостью в принятии решений по ключевым 
вопросам, связанным с качеством производимых ле-
карственных препаратов. К их числу относится и оцен-
ка результатов расследования отклонений от GMP, 
возникающих в ходе производственного этапа жиз-
ненного цикла препарата. Необходимая квалификация 
и соответствующая аттестация УЛ являются одними из 
требований действующего законодательства [4]. Таким 
образом, УЛ, как и фармацевтические инспекторы, ис-
пользуют в своей работе подходы к определению кри-
тичности (классификации) выявляемых отклонений/ 
несоответствий от требований GMP и, следовательно, 
также могут быть задействованы в качестве респон-
дентов в проводимых исследованиях.

Терминологические различия, закрепленные в 
нормативной документации, состоят в том, что работа 
фармацевтических инспекторов связана с выявлени-
ем несоответствий требованиям GMP, в то время как 
в отношении УЛ в рамках внутренней работы на про-
изводственных площадках принято говорить об оцен-
ке и работе с отклонениями от требований GMP. Мож-
но сказать, что фармацевтический инспектор является 
лицом, осуществляющим выявление и оценку наруше-
ний требований GMP «извне» (со стороны), в то время 
как УЛ осуществляют данную работу на «внутреннем 
контуре». Далее в статье будут использоваться термин 

несоответствие в отношении деятельности фарма-
цевтических инспекторов и термин отклонение в от-
ношении работы УЛ.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Перед авторами стояла цель установления взаи-

мосвязей между классификацией отклонений от тре-
бований GMP и потенциально вызываемыми ими 
дефектами качества лекарственной продукции на ос-
новании опроса УЛ отечественных производителей 
лекарственных средств. 

В рамках данной работы было проведено анке-
тирование 56 действующих УЛ, занятых в сфере про-
изводства лекарственных средств различных видов 
и групп, проходивших образовательные курсы на ба-
зе Центра повышения квалификации специалистов 
Санкт-Петербургского государственного химико-фар-
мацевтического университета и кафедры промыш-
ленной фармации Первого Московского государст- 
венного медицинского университета имени И. М. Сече-
нова в течение 2019 года.

Исследование включало в себя следующие задачи:
•• получить информацию об использовании респон-

дентами регламентирующих документов (а также 
оценку достаточности представленных в них све-
дений), содержащих указания относительно клас-
сификации выявляемых отклонений от требований 
GMP по уровню критичности;

•• получить информацию о наличии в системе управ-
ления качеством компаний-производителей ле- 
карственных средств, в которых заняты опрашива-
емые УЛ, внутренней процедуры, описывающей под-
ходы и критерии оценки выявляемых отклонений;

•• оценить необходимость наличия подробного регла-
ментирующего документа, содержащего примеры 
определения уровней критичности выявляемых 
отклонений от требований GMP;

•• выяснить мнения респондентов относительно не-
обходимости наличия определённого уровня зна-
ний в области медицины для определения потен-
циальных рисков для жизни и здоровья пациента 
при классификации выявляемых отклонений;

•• выяснить мнения респондентов относительно 
практической возможности прослеживания взаи-
мосвязи между потенциальным вредом здоровью 
или жизни человека (пациента) и конкретными де-
фектами качества лекарственного средства;

•• выяснить представление респондентов относи-
тельно возможной классификации отклонений в 
качестве критических и существенных, являющих-
ся причиной предлагаемых к рассмотрению неко-
торых из примеров дефектов качества лекарствен-
ного средства, относящихся к I и II классу опасности;

•• выяснить мнение респондентов об иных отклоне-
ниях, не связанных напрямую с дефектами качества 
продукции, которые могут быть отнесены крити-
ческим и существенным.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование показало, что большинство респон- 

дентов из числа УЛ указывают на использование в 
своей рутинной работе, в первую очередь, прика-
за Минпромторга России от 04.02.2016 №  261 (табли-
ца 1). Аналогичные результаты были получены так-
же при опросе сотрудников фармацевтического 
инспектората [1]. 

Более половины (54 %) УЛ указывают на использо-
вание Решения Совета Евразийской экономической ко-
миссии от 3 ноября 2016 г. № 83 «Об утверждении Пра-
вил проведения фармацевтических инспекций» [7], из 
числа сотрудников фармацевтического инспектора-
та  – это только 36 %. Указанный факт может свиде-
тельствовать о возрастающем внимании отечествен-
ных производителей к подготовке и прохождению 
оценки на соответствие требованиям GMP ЕАЭС на-
ряду с требованиями национальных правил GMP. Так-
же следует отметить [8], что приведенные в Решении 
№  83 определения классификации отклонений/не-
соответствий требованиям GMP в большей степени 
гармонизированы с действующими документами ЕС, 
нежели соответствующие определения из приказа 
Минпромторга России от № 261.

Обращает на себя внимание тот факт, что 36 % УЛ 
отмечают также использование в своей работе «Руко-
водство PIC/S по классификации выявляемых несоот-
ветствий требованиям GMP» (PI 040-1) [6], которое бы-
ло официально опубликовано лишь в начале 2019 года. 
Шаблоном отчёта по результатам GMP-инспектиро-
вания ЕС [5] пользуются 16 % респондентов (таблица 1). 

При ответе на вопрос о достаточности сведений, 
приведённых в основных регламентирующих доку-
ментах относительно классификации отклонений (не-
соответствий) от требований GMP (рисунок 1), голоса 
респондентов разделились примерно поровну: часть 
респондентов отметила нехватку указанных сведений, 
другая часть – сочла существующую нормативно-пра-
вовую базу не нуждающейся в дополнении. В то же 

время на вопрос о необходимости наличия подробно-
го регламентирующего документа, содержащего при-
меры определения уровней критичности выявляемых 
отклонений, подавляющее большинство респонден-
тов ответило утвердительно (рисунок 2). По этому 
вопросу УЛ солидарны с сотрудниками инспектора-
та, что свидетельствует о существующей потребности 
у фармацевтической отрасли в разработке методичес- 
ких рекомендаций по классификации отклонений (не-
соответствий) от требований GMP в дополнение к су-
ществующей нормативно-правовой базе документов. 

Далее респондентам был задан вопрос о наличии в 
системе управления качеством фармацевтических ко-
паний, сотрудниками которых они являются, внутрен-
ней процедуры, описывающей подходы и критерии 
оценки выявляемых отклонений. Получение сведе-
ний по данному вопросу является важной составляю-
щей проведённого исследования, так как наличие по-
добной внутренней регламентирующей процедуры в 

Таблица 1. Регламентирующие документы, содержащие указания относительно классификации выявленных отклонений  
по уровню критичности, которые респонденты используют в своей работе*

Table 1. Regulatory documents containing guidance on the classification of revealed deviations by criticality level  
that respondents use in their work*
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Доля положительных ответов, полу-
ченных от общего числа респондентов 79 % 54 % 23 % 13 % 18 % 36 % 16 %

Примечание: *респондентам была предложена возможность выбора одновременно нескольких вариантов ответа.

Note: *respondents were offered the opportunity to select several answers at once.

Рисунок 1. Являются ли достаточными представленные в пе-
речисленных документах указания по определению уровней 
критичности выявляемых отклонений?

Figure 1. Are the guidelines provided in the listed documents for 
determining the criticality levels of revealed  deviations sufficient?
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структуре документации фармацевтической системы 
качества производителей лекарственных средств яв-
ляется одним из базисов структурированной и систе-
матизированной работы с выявляемыми отклонения-
ми, а также с результатами их расследования и оценки. 
Подавляющее число респондентов (91 %) ответило на 
этот вопрос утвердительно, что свидетельствует о на-
личии требуемой документальной основы для надле-
жащей работы по данному направлению.

Значимый интерес вызывают результаты отве-
тов респондентов на вопрос о необходимости нали-
чия определённого уровня знаний в области меди-
цины для достоверного определения потенциальных 
рисков жизни и здоровью пациентов при классифи-
кации выявляемых отклонений. Результаты анкети-

рования свидетельствуют, что основная часть респон-
дентов (75 %) высказалась за необходимость наличия 
указанных знаний (рисунок 4). Данная тенденция в 
полной мере соответствует актуальным требовани-
ям нормативно-правовой базы в области подготовки 
УЛ как на территории ЕАЭС, так и в Европейском со-
юзе. В частности, согласно Решению № 73 Совета Евр- 
азийской экономической комиссии о поряд-
ке аттестации УЛ производителей лекарственных 
средств  [12], аттестуемое УЛ помимо наличия закон-
ченного высшего образования по одному из соот- 
ветствующих направлений должно иметь докумен-
тированное подтверждение пройденного обучения, 
в т.  ч. по таким дисциплинам медицинского направ-
ления, как физиология, токсикология и фармаколо-
гия. Если же говорить о требованиях в рамках ЕС, 
то согласно положениям статьи 49 Директивы ЕС 
№  2001/83/EC [13], УЛ производителя лекарственных 
средств для медицинского применения также долж-
но пройти обучение по приведённым дисциплинам 
(общее требование) или подтвердить наличие соот-
ветствующих знаний по ним (в ряде случаев). Оче-
видно, что надлежащая подготовка УЛ, в т. ч. в облас- 
ти медицинских дисциплин, является неотъемлемой 
составляющей их базовой подготовки, необходимой 
для квалифицированного выполнения основных про-
фессиональных функций, включая оценку отклоне-
ний от требований GMP, дефектов качества лекарст- 
венных средств и потенциальных последствий для 
пациента от применения препаратов ненадлежащего 
качества. При этом важно отметить, что в существу-
ющей законодательной базе Российской Федерации 
однозначное требование о прохождении УЛ соот-
ветствующего обучения по отдельным дисциплинам, 
в т. ч. медицинского направления, не представлено. 

В полученных ответах на вопрос о связи дефектов 
качества лекарственного средства с потенциальным 
риском для жизни и здоровья пациента (рисунок 5) 

Рисунок 2. Является ли необходимым наличие подробного ру-
ководства по классификации отклонений от требований GMP, 
учитывающего взаимосвязь между выявляемыми отклоне-
ниями, потенциальными дефектами качества продукции и 
рисками для жизни и здоровья пациента?

Figure 2. Is it necessary to have a detailed manual on the 
classification of deviations from GMP requirements, taking into 
account the relationship between revealed deviations, potential 
product quality defects and risks to the life and health of the 
patient?

Рисунок 3. Разработана ли в системе управления качеством 
Вашей компании внутренняя процедура, описывающая под-
ходы и критерии оценки выявляемых отклонений?

Figure 3. Has your company’s quality management system 
developed an internal procedure that describes the approaches 
and criteria for assessing revealed deviations?

Рисунок 4. Является ли необходимым наличие определённого 
уровня знаний в области медицины (фармакологии, физиоло-
гии и пр.) для того, чтобы иметь возможность определять по-
тенциальные риски для жизни и здоровья пациента при клас-
сификации выявляемых отклонений?

Figure 4. Is it necessary to have a certain level of knowledge in the 
field of medicine (pharmacology, physiology, etc.) in order to be 
able to determine the potential risks to the life and health of the 
patient when classifying the revealed deviations?
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прослеживается схожая картина с результатами анкети-
рования сотрудников фармацевтического инспектора-
та. В обоих случаях респонденты в своём большинстве 
(82 % и 96 % соответственно) ответили на предложен-
ный вопрос утвердительно. Данные результаты сви-
детельствуют об единообразии позиций УЛ и фар-
мацевтических инспекторов относительно прямой 
зависимости между дефектами качества лекарствен-
ного средства в части его несоответствия требовани-
ям установленной спецификации и потенциальным 
риском для жизни и здоровья пациента.

В числе ключевых пунктов анкеты фигурировал 
комплексный вопрос, связанный с рассмотрением 
распространенных примеров дефектов качества ле-
карственной продукции (таблица 2). Респондентам 
было предложено самостоятельно ранжировать свя-
занные с ними отклонения от требований GMP по 
уровню критичности на существенные и критические. 
При этом опрашиваемые УЛ при оценке того или ино-
го примера дефекта качества продукции не были ли-
митированы в указании исключительно одного из ва-
риантов классификации отклонения (существенного 
или критического). 

Как и в случае с сотрудниками фармацевтического 
инспектората, опрошенные УЛ в подавляющем боль-
шинстве определяют прямую взаимосвязь между де-
фектами качества I класса и критическим уровнем 
потенциально вызывающих их отклонений от требо-
ваний GMP. В то же время большинство дефектов ка-
чества II класса респондентами также были квалифи-
цированы как результат потенциально критических 
отклонений. В частности, такие примеры дефектов ка-
чества, как отсутствие или неправильная информа-
ция в инструкциях по медицинскому применению, 
химическая/физическая контаминация продукции 
(примеси, мех. частицы…), несоответствие требова-
ниям спецификации по количественному содержа-
нию действующих веществ (АФС), а также нарушение 

стабильности ЛС в течение срока годности, относящи-
еся ко II классу опасности (согласно указаниям EMA 
и PIC/S), были отнесены респондентами к возможным 
следствиям критического нарушения требований GMP. 
Полученные результаты подтверждают и даже усили-
вают выводы, сделанные по результатам предшест- 
вующего исследования среди сотрудников фармацев-
тического инспектората: выявляемые отклонения, яв-
ляющиеся потенциальной причиной возникновения 
дефектов качества II класса опасности, во многих слу-
чаях классифицируются как критические.

Таблица 2. Классификация отклонений,  
являющихся потенциальными причинами дефектов  
качества лекарственного средства*

Table 2. Classification of deviations that cause the potential drug 
quality defects*

Дефект качества 
(предложенный вариант 

ответа)

Классификация отклонения, 
которое явилось причиной 

возникновения дефекта 
качества (количество ответов 

респондентов в процентах) 
Критическое Существенное

Перепутывание: ошибка в 
названии ЛС (несовпадение со-
держимого упаковки с этикет-
кой ЛС)

100 % –

Перепутывание действующе-
го вещества (АФС), входящего в 
состав ЛС

100 % –

Грубая ошибка в отображе-
нии дозировки ЛС 98 % 2 %

Микробиологическая конта-
минация стерильного ЛС 100 % –

Значительная химическая 
контаминация ЛС действующим 
веществом (АФС) другого ЛС

98 % 2 %

Ошибки в тексте/рисунках 
применительно к маркировке 32 % 68 %

Отсутствие или неправиль-
ная информация в инструкциях 
по медицинскому применению

68 % 34 %

Значительная микробиоло-
гическая контаминация несте-
рильной продукции

55 % 46 %

Химическая/физическая кон-
таминация продукции (приме-
си, мех. частицы…)

79 % 23 %

Несоответствие требованиям 
спецификации по количествен-
ному содержанию действующих 
веществ (АФС)

80 % 23 %

Несоответствие ЛС требова-
ниям спецификации по объёму/
массе

46 % 61 %

Нарушение стабильности ЛС 
в течение срока годности 71 % 32 %

Перепутывание вспомога-
тельных компонентов в составе 
ЛС

68 % 36 %

Иное 5 % 7 %

Примечание: *Респондентам была предложена возможность 
выбора одновременно обоих вариантов ответа по каждому из 
пунктов.

Note: *Respondents were offered the opportunity to choose both 
answers at the same time for each item.

Рисунок 5. Возможно ли связать потенциальный риск для жиз-
ни и здоровья пациента с конкретными дефектами качества 
лекарственного средства, принимая во внимание показатели 
спецификации лекарственного средства?

Figure 5. Is it possible to relate the potential risk to the life and 
health of the patient with specific drug quality defects, taking into 
account the specification of the drug?
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В качестве заключительного пункта анкеты  
респондентам было предложено определить клас-
сификацию критичности отклонений (в качестве су-
щественных или критических), напрямую не связан-
ных с дефектами качества продукции. В числе общего 
списка фигурировали некоторые примеры из дейст- 
вующих документов ЕАЭС, ЕМА и PIC/S. Из числа по-
лученных ответов следует отметить практически еди-
ногласное (91 % голосов) отнесение респондентами 
отклонений, связанных с выявлением фактов фаль-
сификации данных, продукции и процессов, к катего-
рии критических, что соответствует актуальным регу-
ляторным тенденциям в сфере GMP (таблица 3). Также 
обращает на себя внимание присвоение большинст- 
вом респондентов статуса критических тем отклоне-
ниям, которые с точки зрения действующих норма-
тивных требований с более высокой вероятностью 
могли бы быть классифицированы в качестве сущест- 
венных, например:
•• неспособность уполномоченного лица инспекти-

руемого субъекта выполнять свои должностные 
обязанности;

•• отклонение, свидетельствующее о значительном 
нарушении требований лицензии на производст- 
во ЛС.

Таблица 3. Классификация отклонений,  
не связанных напрямую с дефектами качества продукции*

Table 3. Classification of deviations not directly related  
to product quality defects*

Отклонения  
(предложенный вариант 

ответа)

Классификация отклонения 
(количество ответов 

респондентов в процентах)

Критическое Существенное

Отклонения, связанные с 
фактами выявления фальси-
фикации процессов, продук-
ции или данных

91 % 9 %

Неспособность производи-
теля осуществлять серийный 
выпуск лекарственных препа-
ратов однородного качества

50 % 48 %

Неспособность уполномо-
ченного лица инспектируемо-
го субъекта выполнять свои 
должностные обязанности

61 % 39 %

Отклонение, которое сви-
детельствует о значительном 
нарушении требований лицен-
зии на производство ЛС

68 % 34 %

Отклонение, способное при-
вести к получению продукции, 
не соответствующей требова-
ниям регистрационного досье

71 % 27 %

Иное 2 % 4 %

Примечание: *Респондентам была предложена возможность 
выбора одновременно обоих вариантов ответа по каждому из 
пунктов.

Note: *Respondents were offered the opportunity to 
simultaneously choose both answer options for each item.

Одновременно значительное число респонден-
тов (более 70 %) присваивает статус критического от-
клонению, которое способно привести к получению 
лекарственного средства, не соответствующего тре-
бованиям регистрационного досье. Это соответству-
ет тенденции, выявленной ранее при анкетирова-
нии сотрудников фармацевтического инспектората: 
подобные несоответствия требованиям регистраци-
онного досье зачастую классифицируются в качестве 
критических, независимо от того, несут они в себе 
непосредственную угрозу для жизни и здоровья па-
циента или нет.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты проведенного исследования в виде 

анкетирования уполномоченных лиц отечественных 
производителей лекарственных средств свидетельст- 
вуют о том, что при классификации (определении кри-
тичности) выявляемых отклонений от требований 
надлежащей производственной практики (GMP) в ка-
честве потенциальных ориентиров можно исполь-
зовать уже представленную в нормативно-правовых 
документах ЕС и руководствах PIC/S градацию дефек-
тов качества лекарственной продукции по степени 
их опасности для потребителя (пациента). Итоги обра-
ботки и анализа анкет резюмируют мнения респонден-
тов о прямой взаимосвязи между дефектами качества 
лекарственной продукции наиболее высокой степе-
ни опасности (класс I) и критическими отклонениями 
от требований GMP. Кроме того, в ходе исследования 
выявлена тенденция к отнесению в большинстве слу-
чаев отклонений, способных привести к возникнове-
нию дефектов качества продукции II класса опасности, 
к классу критических. 

Полученные в ходе исследования результаты сви-
детельствуют о схожести существующих подходов к 
классификации выявляемых отклонений (несоответст- 
вий) от требований GMP между фармацевтическими 
инспекторами и УЛ производителей лекарственных 
средств.

Аналогично итогам опроса сотрудников фарма-
цевтического инспектората [1], результаты прове-
денного исследования среди УЛ позволяют сделать 
вывод о том, что на сегодняшний день не только с по-
зиции регуляторных органов, но и со стороны пред-
приятий фармацевтической промышленности от-
мечается потребность в разработке методического 
руководства, в фокусе внимания которого должна ле-
жать систематизация работы с выявляемыми откло-
нениями (несоответствиями) от требований надлежа-
щей производственной практики (GMP). Основой для 
их объективной и достоверной классификации может 
служить риск-ориентированная оценка потенциаль-
ных дефектов качества лекарственной продукции, ко-
торые могут явиться следствием указанных наруше-
ний требований GMP.
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https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-1/dir_2001_83_consol_2012/dir_2001_83_cons_2012_en.pdf
https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-1/dir_2001_83_consol_2012/dir_2001_83_cons_2012_en.pdf
https://ec.europa.eu/health/sites/health/files/files/eudralex/vol-1/dir_2001_83_consol_2012/dir_2001_83_cons_2012_en.pdf
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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 вы-
явлении подобных текстов одного и того же автора в других пе-
чатных 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 
страну 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.).
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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.
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Для русскоязычных источников
Соколова Г. Н., Потапова В. Б. Клинико-патогенетические 

аспекты язвенной болезни желудка. М.: Анахарсис, 2009:328 
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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, авто-
матически генерирует правильно оформленное библиографичес- 
кое 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 представля-
емых библиографических 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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