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Исследование фармакокинетики 
и биодоступности в создании новых 

оригинальных лекарственных средств 
пептидной структуры 

и их оптимальных лекарственных форм
Иванникова Е.В., Жердев В.П., Бойко С.С., 

Блынская Е.В., Турчинская К.Г, Алексеев К.В.
ФГБУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» 

Российской академии медицинских наук, г. Москва

Резюме

В обзоре акцентируется внимание на исследованиях фармакокинетики и биодоступности при создании новых 
оригинальных препаратов пептидной структуры. Большое внимание уделяется методам количественного опре-
деления пептидных соединений в биоматериале, изучению их фармакокинетических характеристик, факторам, 
влияющих на биодоступность этих веществ, а также приводятся некоторые фармакокинетические данные по вне-
дрённым в медицинскую практику лекарственным препаратам пептидной структуры.

Ключевые слова: фармакокинетика, короткие пептиды, биодоступность, вспомогательные вещества
Study the pharmacokinetics and bioavailability in the creation of new original drugs peptide structures and their 

optimum dosage forms 
Ivannikova E.V., Zherdev V.P., Boyko S.S., Blynskaya E.V., Turchinskaya K.G., Alekseev K.V. 
FGBI «Institute of Pharmacology the V.V. Zakusov», Russian Academy of Medical Sciences, Moscow 
Summary 
The review focuses on the pharmacokinetics and bioavailability studies for creating new original drugs peptide structure. 

Much attention is paid to methods for the quantitative determination of peptide compounds in biological material, the 
study of their pharmacokinetic characteristics, factors that aff ect the bioavailability of these substances, as well as provide 
some pharmacokinetic data embedded in the practice of medicines peptide structure. 

Keywords: pharmacokinetics, short peptides bioavailability

Введение

Тревожные расстройства — психические расстрой-

ства, характеризующиеся общей устойчивой тревогой, 

паталогическим страхом, напряжением и нервозно-

стью. В настоящее время распространённость заболева-

ний, связанных с тревожными расстройствами, состав-

ляет в западных странах от 13,6 до 28,8% и постоянно 

возрастает в связи с высоким темпом жизни, экологи-

ческой и социальной напряжённостью [1-3].

В связи со значительным ростом заболеваний, свя-

занных с тревожными и депрессивными расстройства-

ми, актуальным является разработка и внедрение но-

вых анксиолитических средств. На сегодняшний день 

препараты, обладающие таким фармакологическим 

эффектом, представлены в основном группой соедине-

ний бензодиазепинового ряда, для которых характерны 

утомляемость, сонливость, нарушение памяти, психи-

ческая и физическая лекарственная зависимость, син-

дром отмены, что снижает качество жизни пациентов. 

Одним из таких анксиолитиков, лишённых этих по-

бочных эффектов, является препарат — афобазол [4-7]. 

Вышесказанное подтверждает необходимость поисков 

других высокоэффективных препаратов, лишённых не-

желательных реакций бензодиазепинов. Наука уделяет 

большое внимание эндогенным пептидам. К настояще-

му времени установлена важная роль эндогенного ней-

ропептида холецистокинина в патогенезе тревожных 

расстройств. Известно, что холецистокинин, действуя 

на ХЦК-Б рецепторы, расположенные в ЦНС, прояв-

ляет анксиогенную активность — индуцирует пани-

ческие атаки, взаимодействует с опиатной системой и 

таким образом может оказывать антианальгетический 

эффект. Также возможно, что холецистокинин играет 

роль в патогенезе депрессии и шизофрении [8-12]. 

Так как эндогенные нейропептиды имеют низкую 

энзиматическую устойчивость, подвержены гидролизу 

в ЖКТ, активны только после проникновения через 

ГЭБ, возникла необходимость поиска потенциальных 

анксиолитиков (антагонистов холецистокининовых 
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рецепторов) с более компактной и защищённой струк-

турой, эффективных при системном введении. 

Исходя из гипотезы, разработанной Гудашевой Т.А. 
ещё в 1985 г., о возможности имитации структуры не-

пептидного прототипа с определённой нейротропной 

активностью, а также активного фрагмента исходного 

пептида с аналогичной активностью, был синтезиро-

ван новый дипептидный анксиолитик ГБ-115 (амид 

N-фенил-N-гексаноил-L-глицил-L-триптофан) — ре-

троаналог холецистокинина-4 [13-15]. Установлена 

фармакологическая активность соединения: экспери-

ментально доказано, что ГБ-115 проявляет анксиолити-

ческие, антиалкогольные, антидепрессивные и анальге-

тические свойства. При пероральном введении ГБ-115 

продемонстрировал свою максимальную анксиолити-

ческую активность в дозе 0,1 мг/кг. Препарат купирует 

анксиогенную реакцию, индуцированную отменой эта-

нола, в дозе 0,2 мг/кг, п/о. Максимальная анальгетиче-

ская активность проявляется в дозе 10 мг/кг, а антиде-

прессивный эффект — в дозе 0,025-0,05 мг/кг, в/б [16].

Проведение экспериментальных фармакокине-

тических исследований лекарственного препарата 

является необходимым этапом для его дальнейшего 

продвижения в медицинскую практику. Улучшить фар-

макокинетические параметры позволяет создание оп-

тимальной лекарственной формы, которая бы отлича-

лась подходящими степенью и скоростью всасывания, 

особенностями распределения, путями метаболизма и 

экскреции. Оценка же относительной биодоступности 

позволяет сделать выбор в пользу лекарственной фор-

мы с наилучшими для изучаемого соединения фарма-

кокинетическими параметрами.

Фармакокинетика — современная, быстро разви-

вающаяся наука, изучающая особенности проник-

новения лекарства в организм, распределения, био-

трансформации и элиминации. Исследование этих 

процессов, включая их количественную оценку, и яв-

ляется основной целью фармакокинетики [17-20]. 

Фармакокинетическое изучение новых фармако-

логически активных веществ в эксперименте является 

обязательным этапом при исследовании, разработке 

и внедрении их в медицинскую практику. Эффектив-

ность препарата напрямую зависит от процессов вса-

сывания, распределения и выведения лекарственных 

веществ из организма. 

Фармакокинетические данные позволяют опре-

делить путь и метод введения, место проникновения 

лекарственного препарата, ориентировочную схему 

дозирования, а также основные пути элиминации ле-

карственного средства [17].

Всасывание, распределение, метаболизм и выведе-

ние лекарственного соединения — взаимосвязанные 

процессы. Все они подвержены влиянию множества 

факторов: скорость всасывания зависит от лекарствен-

ной формы препарата, концентрации действующего 

вещества, рН среды, в которой происходит растворе-

ние вещества, перистальтики кишечника и состояния 

площади поверхности всасывания. На показатели рас-

пределения и биотрансформации лекарственного пре-

парата влияют пол, возраст, соматическое состояние 

организма пациента, а также состояние ферментатив-

ных систем организма, что часто обусловлено инди-

видуальными различиями. Так, скорость метаболизма 

некоторых психотропных препаратов может варьиро-

ваться от 6 до 30 ч у разных пациентов. На выведение 

метаболитов из организма могут влиять сопутствую-

щие заболевания, а также влияние других лекарствен-

ных веществ [21]. 

Для оценки различных фармакокинетических про-

цессов лекарственных средств в организме животных 

и человека рассчитывают соответствующие фармако-

кинетические параметры, в том числе биодоступность 

(F, %) — часть дозы препарата, достигшая системного 

кровотока, после его внесосудистого введения [18-20].

Важно отметить условия проведения фармакокине-

тических экспериментов в доклинических испытаниях 

новых фармакологически активных соединений.

Изучаемые фармакологические средства принято 

считать объектом исследований, которые в доклини-

ческой практике проводятся на здоровых животных: 

крысах, мышах, кроликах, собаках, обезьянах и других, 

масса которых не должна отличаться от стандартной 

для каждого вида более чем на 10%. 

Основными видами биологического материала яв-

ляются плазма сыворотки крови, цельная кровь, раз-

личные органы и ткани, моча, фекалии. 

Путь введения определяется формой лекарствен-

ного средства, рекомендованного на основании фар-

макокинетических исследований для дальнейшего 

фармакологического изучения. Методы введения мо-

гут быть различные: внутривенное, внутрибрюшин-

ное, внутримышечное, подкожное, пероральное и др. 

Внутрь лекарственное средство вводят животным с по-

мощью глоточного или дуоденального зонда натощак 

во избежание взаимодействия лекарственного веще-

ства с пищей. 

Введение возможно многократное или однократ-

ное. При однократном введении необходимо изучить 

фармакокинетику активной субстанции при использо-

вании не менее трёх уровней дозы. Это необходимо для 

проверки линейности фармакокинетики. 

Длительность эксперимента должна соответство-

вать времени в 5 раз продолжительнее периода полу-

выведения.

Число животных на одну точку (соответствующее 

значение концентрации) должно быть не менее 5, если 

у каждого животного из выборки отбирается только 

одна проба (в экспериментах на крысах в случае дека-

питации: одно животное — одна точка). 

Одним из важных этапов фармакокинетического и 

биофармацевтического изучения нового фармаколо-

гически активного соединения является исследование 

его абсолютной и относительной биодоступности (см. 

раздел «Биодоступность лекарственных веществ»).
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1. Аналитические методы определения пептидов и их 
производных

Существуют различные методы качественного и 

количественного определения аминокислот, пептидов 

и их производных. И необходимо обоснованно подо-

брать оптимальный метод для анализа потенциального 

лекарственного препарата пептидной структуры. Это 

позволит добиться чувствительного анализа и полу-

чить точные и воспроизводимые результаты, которые 

показали бы особенности фармакокинетики того или 

иного соединения. 

Классификация:

  Методы жидкостной хроматографии:

— тонкослойная жидкостная хроматография

—  высокоэффективная жидкостная хромато-

графия

  Газовая хроматография

  Иммунохимические методы анализа

  Капиллярный электрофорез

1.2 Хроматография аминокислот и пептидов
Хроматография — физико-химический метод раз-

деления компонентов анализируемой смеси, основан-

ный на разности коэффициентов их распределения 

между двумя фазами: неподвижной и подвижной [22]. 

Наиболее перспективными методами хроматографии 

являются: газовая хроматография (ГХ) и высокоэффек-

тивная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) в сочета-

нии с масс-спектрометрическим детектором — ГХ-МС 

и ВЭЖХ-МС. Эти методы развиваются большими тем-

пами, что связано с ростом задач, возникших в послед-

ние годы: протеомика, метаболомика, анализ биото-

плив, определение биомаркеров заболеваний, создание 

и контроль качества лекарственных средств, контроль 

качества и безопасность пищевых продуктов, а также 

терроризм (определение отравляющих веществ, вред-

ных веществ и боевых веществ) и экспрессное опреде-

ление последствий чрезвычайных ситуаций [23]. 

1.2.1 Методы жидкостной хроматографии
1.2.1.1. Высокоэффективная жидкостная хромато-

графия
ВЭЖХ — физико-химический метод разделения 

компонентов смеси веществ, основанный на их раз-

личном распределении между двумя несмешивающи-

мися фазами, одна из которых подвижна, а другая не-

подвижна. В зависимости от полярности подвижной 

и неподвижной фаз ВЭЖХ принято разделять на нор-

мально-фазовую (неподвижная фаза более полярная, 

чем подвижная) и на обращённо-фазовую (неподвиж-

ная фаза менее полярная, чем подвижная) [24-26].

Для разделения аминокислот и пептидов чаще 

используют обращённо-фазовую ВЭЖХ вследствие 

того, что большинство аналитов хорошо растворимы 

в водных подвижных фазах и ограниченно раствори-

мы в большинстве неполярных растворителей [27-

29]. Однако нормально-фазовую ВЭЖХ используют 

для хроматографирования производных аминокис-

лот и пептидов с короткой цепью, а также с низкой 

гидрофобностью, которые не удерживаются непод-

вижной фазой в обращённо-фазовой ВЭЖХ. Обра-

щённо-фазовая ВЭЖХ была золотым стандартом 

для разделения и очистки пептидов до применения 

масс-спектрометрии в этой области. Для ОФ-ВЭЖХ 

характерны следующие преимущества по сравнению 

с другими методами хроматографического анализа: 

воспроизводимость результатов, высокая раздели-

тельная способность, селективность (возможность 

дифференцировать пептиды с разницей в одну ами-

нокислоту), чувствительность, высокая скорость ис-

полнения, а также использование маленького объёма 

летучих растворителей.

Селективность и качество анализа пептидов в обра-

щённо-фазовой ВЭЖХ зависит от правильного выбора 

фаз: подвижной и неподвижной.

В качестве неподвижной фазы используют адсор-

бенты, представляющие собой модифицированный 

различными производными хлорсиланов силикагель. 

Такая фаза обладает высокой прочностью и индиф-

ферентностью к органическим растворителям. Обра-

щённая фаза отличается характеристиками матрицы — 

силикагеля и строением привитого радикала, кото-

рый отличается составом и строением углеродного 

фрагмента. При хроматографировании пептидов вы-

бор обращённой фазы определяется размерами и ги-

дрофобностью пептидов: для пептидов с короткой 

цепью, гидрофильных пептидов используют фазы С8 

(н-октил) и С18 (н-октадецил), для крупных и гидро-

фобных — фазы С3 (триметил- или диметилпропил), 

С4 (н-бутил), С6 (фенил). 

Для правильного выбора подвижной фазы необхо-

димо учитывать рН, состав и концентрацию органиче-

ского растворителя: 

Для уменьшения полярности пептидов и обеспе-

чения лучшего удерживания адсорбентом, рН элю-

ента должен находиться в диапазоне 2-3. Также для 

увеличения времени удерживания пептидов в состав 

подвижной фазы вводят так называемые модифи-

каторы или ион-парные реагенты (противоионы), 

которые способны образовывать ион-пары с поло-

жительно заряженными группировками пептидов. 

Основным ионным модификатором в ОФ ВЭЖХ слу-

жит трифторуксусная кислота. Она легко удаляется из 

элюатов упариванием, хорошо растворяет пептиды, 

УФ-прозрачна в области коротких длин волн, что не 

создаёт дополнительных пиков при детектировании. 

Муравьиная кислота также используется как моди-

фикатор и обеспечивает хорошее разделение, но её 

применение ограничено сильным поглощением в 

УФ-области [30-33]. 

Влияние органического растворителя на элюиру-

ющую способность подвижной фазы очень велико. 

Итак, элюирующая сила растворителя возрастает в 

следующем порядке: вода — метанол — ацетонитрил — 
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этанол — диоксан — тетрагидрофуран — 2-пропанол — 

1-пропанол. Такая последовательность обусловле-

на уменьшением полярности органических веществ в 

данном ряду. Наиболее часто в качестве органического 

компонента подвижной фазы используется ацетони-

трил, так как он прозрачен в УФ-области до 200 нм, об-

ладает низкой вязкостью, высоко летуч, что позволяет, 

при необходимости, легко удалить его из собранной 

фракции элюата, характеризуется хорошей селектив-

ностью [34].

Разделение пептидных соединений может произ-

водиться в изократических условиях, где концентра-

ция органического растворителя постоянная или же 

посредством градиентного элюирования — в этом 

случае концентрация органического растворителя 

увеличивается с течением времени. Исследуемые ве-

щества элюируются в порядке увеличения гидрофоб-

ности [27]. 

1.2.1.2. Методы детектирования пептидов в высоко-
эффективной жидкостной хроматографии: УФ детек-
тирование, масс-спектрометрия. 

Для точного проведения качественного и количе-

ственного анализа после разделения лекарственных 

веществ методом ВЭЖХ необходимо использовать 

аппаратуру для их детектирования, к которой в свою 

очередь предъявляются следующие требования: де-

текторы должны обладать высокой чувствительностью 

(хороший сигнал, отсутствие шума), быстродействием, 

широким линейным динамическим диапазоном, ста-

бильностью, отсутствием взаимодействия с подвиж-

ной фазой. 

Одним из наиболее распространённых методов де-

тектирования в высокоэффективной жидкостной хро-

матографии является ультрафиолетовое, что объясня-

ется высокой чувствительностью анализа, простотой, 

доступностью с экономической точки зрения [27, 35-

37]. Однако, УФ-детектор является менее чувствитель-

ным методом, чем масс-спектрометрия. УФ-детекторы 

представлены четырьмя основными видами на сегод-

няшний день:

1. с фиксированной длиной волны;

2. с монохроматором, который позволяет изменять 

длин волны в своём диапазоне;

3. с автоматически перестраиваемым монохрома-

тором, который позволяет осуществлять много-

волновую многоканальную детекцию;

4. диодно-матричные детекторы, позволяющие 

получать полную спектральную информацию в 

заданном диапазоне.

Благодаря наличию некоторых хромофоров в соста-

ве аминокислот, а также самой пептидной связи, стало 

возможным детектировать пептидные соединения с 

помощью УФ-излучения одним из четырёх выше пере-

численных видов аппаратуры. 

Пептидные соединения способны поглощать 

УФ-излучение в трёх областях:

—  Выше 250 нм (λ=280 нм), что обусловлено присут-

ствием в составе анализируемого соединения аро-

матических аминокислот — триптофана (λ=278 нм), 

тирозина (λ=275 нм) и фенилаланина.

—  При 210-250 нм — такой сигнал могут давать другие 

аминокислоты с внутри- и межмолекулярными во-

дородными связями в белковых молекулах.

—  При 190 нм, что объясняется наличием пептидных 

связей [38]. 

Однако детектирование исследуемых соединений 

не проводят при длине волны ниже 210 нм ввиду вли-

яния растворителей, используемых в ВЭЖХ, которые 

имеют собственное поглощение при длинах волн ко-

роче 210 нм, а также ввиду наличия примесей. Поэтому 

при детектировании пептидных веществ чаще исполь-

зуют диапазон длин волн — выше 250 нм. Если же сое-

динения не содержат хромофоров, которые поглощали 

бы УФ-излучение в этой области, то прибегают к мето-

ду дериватизации. 

Дериватизация — это химическая модификация 

анализируемого вещества с получением производного 

соединения, обладающего усовершенствованными ана-

литическими свойствами. В работе с ВЭЖХ-УФ посред-

ством дериватизации необходимо получить соединение, 

регистрируемое в УФ-спектре в области, удобной для 

анализа биологического материала. Так в работе Руденко 
А.О. при определении важнейших аминокислот в слож-

ных биологических матрицах был использован метод 

дериватизации 16 аминокислот. В качестве дериватизи-

рующего агента использовали о-фталевый альдегид [39]. 

Метод масс-спектрометрического детектирова-

ния состоит из трёх этапов: ионизации, разделения по 

принципу отношения массы к заряду и последующей 

детекции с использованием масс-анализатора [40-48]. 

Для анализа лекарственных соединений используют 

«мягкие» техники ионизации: ионизация электрорас-

пылением, а также матрично-активированная лазерная 

десорбция (MALDI). Эти методы представляют собой 

щадящий режим ионизации, что особенно актуально 

для термически нестабильных биомолекул [40, 41, 49]. 

Однако данные виды ионизации являются недоста-

точно информативными, поэтому часто прибегают к 

тандемной масс-спектрометрии (МС/МС) — метод ре-

гистрации фрагментов анализируемых веществ. Если 

быть более точным, этот метод состоит из нескольких 

стадий: сначала анализируемые соединения иони-

зируются мягким способом, проходят через первый 

анализатор, затем их энергию повышают, за счёт чего 

исследуемые молекулы фрагментируются и второй ана-

лизатор фиксирует полученный масс-спектр [50-52].

Для количественного определения новых лекар-

ственных соединений используют следующие типы 

масс-анализаторов:

—  Квадрупольный (масс-анализатор на основе трёх 

квадруполей), который является «золотым стандар-

том» в исследовании новых лекарственных соеди-

нений [40, 41, 53];
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—  Времяпролётный (TOF), при использовании кото-

рого достигают меньшей чувствительности, чем при 

использовании тройных квадрупольных анализато-

ров [54-56].

—  Ионно-циклотронного резонанса и орбитальной 

ионной ловушки, которые являются масс-анализа-

торами высокого разрешения и пока что редко ис-

пользуются ввиду высокой стоимости и сложности 

таких приборов [57-58].

Использование детектирования методом масс-

спектрометрии в сочетании с ВЭЖХ позволило достичь 

высоких темпов анализа, повысить предел обнаруже-

ния лекарственных соединения, а также значительно 

повысить стабильность и точность исследований. 

1.2.1.3 Тонкослойная хроматография
Сегодня ТСХ используется гораздо в меньшей 

степени, так как стали доступны более высоко-тех-

нологичные методы разделения пептидов, такие как 

ВЭЖХ, жидкостная колоночная хроматография, ион-

но-обменная хроматография, электрофорез белков в 

полиакриламидном геле, капиллярный электрофорез. 

Однако, ТСХ проявила себя в своё время как количе-

ственный, высокотехнологичный, относительно недо-

рогой и легко воспроизводимый метод. Тонкослойная 

хроматография была популярна в 80-е годы — амино-

кислоты выделялись из растений, животных и различ-

ных биологических жидкостей [59].

1.2.1.4. Газовая хроматография пептидов
Качественный и количественный метод.

Метод разделения летучих компонентов, при кото-

ром подвижной фазой служит инертный газ (газ-носи-

тель: водород, гелий, азот, аргон, углекислый газ), про-

текающий через неподвижную фазу (твёрдый носитель 

(силикагель, уголь, оксид алюминия) — газо-твёрдо-

фазная хроматография; жидкость, нанесённая на по-

верхность инертного носителя — газо-жидкостная хро-

матография) с большой поверхностью [60]. 

Метод чувствительный и высокоселективный по-

зволяет разделять пептиды и аминокислоты в сложных 

биологических матрицах. Однако, газовая хроматогра-

фия не может быть использована для точного опре-

деления субстратов смесей самостоятельно, поэтому 

этот метод наиболее часто применим в сочетании с 

масс-спектрометрическим детектором, который по-

зволяет проводить количественное определение после 

должного разделения веществ [61-66]. 

ГХ осложняется необходимостью дериватизации 

веществ для достижения их летучести, термостабиль-

ности и инертности. Использование дериватизации и 

гидролиза существенно затрудняет проведение ана-

лиза пепти дов — это занимает время, вовлекает ряд 

дополнительных стадий, может увеличить возможные 

систематические и несистематические погрешности 

анализа [67-69]. 

Метод применим в различных областях: проверка 

лекарственных средств, контроль качества в произ-

водстве, проверка состояния окружающей среды.

1.3 Иммунохимические методы анализа
Качественные и количественные методы.

Объекты исследования: от низкомолекулярных 

соединений до вирусов и бактерий.

Методы основаны на специфическом связывании 

определённого соединения соответствующим ан-

тителом и, как правило, последующем определении 

данного комплекса каким-либо физико-химическим 

методом: спектрофотометрическим, флуориметриче-

ским, люминесцентным и т.д. [70, 71]. 

1.4. Капиллярный электрофорез
Наряду с обращённо-фазовой ВЭЖХ капил-

лярный электрофорез является основным методом 

разделения пептидов. Каждый метод имеет свои 

преимущества. В свою очередь капиллярный элек-

трофорез отличается быстротой проведения анализа, 

экспрессностью, микрообъёмами аналита, миними-

зацией использования токсических органических 

растворителей, экономичностью, высокой эффек-

тивностью разделения, что сводит к минимуму раз-

мытие пиков [72-76]. В основе метода капиллярного 

электрофореза лежит разделение заряженных ком-

понентов сложной смеси в кварцевом капилляре под 

действием электрического поля, создаваемого пода-

чей высокого напряжения к концам капилляра. Раз-

деление исследуемых веществ анализируемой смеси 

происходит за счёт различной скорости перемещения 

компонентов в электрическом поле [77-78]. 

Капиллярный электрофорез (КЭ) методика с вы-

сокой разрешающей способностью. В лабораториях и 

клиниках метод применяют при анализе белков сы-

воротки крови, маркеров заболеваний. Очень часто 

КЭ используется в сочетании с масс-спектрометри-

ей, что позволяет повысить эффективность проведе-

ния анализов. КЭ-МС позволил провести быстрый и 

точный анализ структуры белков в моче пациентов, 

страдающих иммуноглобулин-А нефропатией. КЭ 

широко используется в фармацевтической индуст-

рии. Так, пегилированные пептидные соединения 

были разделены и проанализированы данным мето-

дом [77].

2. Валидация методики

В основе любого эксперимента лежит валидация 

методики анализа, основной задачей которой явля-

ется проверка её надёжности. Основными её характе-

ристиками являются:

  Селективность — способность разработанной ме-

тодики определять исследуемые вещества в био-

логической матрице среди множества других эн-

догенных компонентов;
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  Нижний предел количественного определения иссле-

дуемого вещества — минимальная концентрация 

исследуемого вещества, которую можно количе-

ственно измерить с достаточной точностью и пре-

цизионностью;

  Воспроизводимость калибровочной кривой: на на-

чальном этапе необходимо обозначить диапа-

зон концентраций, ограниченный нижним пре-

делом количественного определения (НПКО) и 

верхним пределом количественного определе-

ния (ВПКО), с целью наиболее полного описа-

ния фармакокинетики исследуемого вещества. 

Для построения калибровочной кривой необхо-

димо использовать не менее 6 различных кали-

бровочных концентраций. В результате их анали-

за необходимо описать параметры полученной 

калибровочной кривой, то есть обозначить функ-

цию отклика (в случае линейной калибровочной 

кривой — наклон и свободный член);

  Точность методики определяется близостью полу-

ченных значений к действительной концентрации 

аналита, выражается в % и оценивается по образцам, 

к которым заранее добавлено известное количество 

исследуемого вещества. Эти образцы анализируют-

ся по калибровочной кривой, экспериментальные 

значения которых сравнивают с номинальными. 

Для одной калибровочной кривой необходимо оце-

нить 5 образцов 1-ой концентрации для не менее, 

чем 4-х отличных концентраций, перекрывающих 

собой диапазон калибровочной кривой;

  Прецизиозность — степень близости значений 

между повторными измерениями. Для подтвержде-

ния того, что полученные в ходе эксперимента зна-

чения достаточно близки, необходимо сравнить 5 

образцов 1-ой концентрации для не менее, чем 4-х 

отличных концентраций, перекрывающих собой 

диапазон калибровочной кривой;

  Эффект матрицы:

При использовании методов масс-спектрометрии 

эффект матрицы оценивают по 6 образцам холо-

стой матрицы от разных доноров. Для этого необ-

ходимо выполнить 3 этапа расчётов:

— вычислить фактор матрицы MF: площадь пика 

аналита в присутствии заранее экстрагирован-

ной матрицы/ площадь пика чистого аналита;

— точно так же MF рассчитывают по внутреннему 

стандарту — ВС;

—  MF нормализуют по внутреннему стандарту, ис-

ходя из отношения MF аналита/ MF внут реннего 

стандарта.

Коэффициент вариации MF, нормализованному 

по ВС, не должен превышать 15%.

  Стабильность:

Необходимо подтвердить для каждого этапа био-

аналитической методики, чтобы показать, что ни 

условия хранения, ни этапы анализа не влияют на 

концентрацию исследуемого вещества [79]. 

3. Биодоступность лекарственных веществ
Существуют различные определения, характери-

зующие биологическую доступность лекарственного 

вещества:

Понятие, принятое ВОЗ: Биологическая доступ-

ность (БД) — это степень всасы вания лекарственно-

го вещества из места введения в системный крово ток 

и скорость, с которой этот процесс происходит [80].

Однако, в понятие биодоступности входит не 

только скорость и степень всасывания активной 

субстанции, а также другие её характеристики: до-

ступность активного вещества и образовавшихся ме-

таболитов в месте действия. Это подтверждают сле-

дующие определения: 

Биологическая доступность — это степень и ско-

рость, с которой активная лекарственная субстанция 

абсорбируется из фармацевтической формы и стано-

вится доступной в месте её действия [81-83].

Биодоступность — часть принятой внутрь дозы 

лекарственного вещества, которая достигла систем-

ного кровотока в неизменном виде и в виде активных 

метаболитов, образовавшихся в процессе всасыва-

ния и пресистемного метаболизма [80]. 

Итак, суть всех определений заключается в том, 

что биологическая доступность лекарственных пре-

паратов зависит от скорости и степени всасывания 

активных фармакологических ингредиентов из места 

введения в системный кровоток, а также доступно-

сти этих веществ и образовавшихся метаболитов в 

месте действия.

Для определения биодоступности используют ме-

тоды in vitro и in vivo.

Биодоступность in vitro — это высвобождение ле-

карственного вещества вне биологической системы. 

Она является синонимом фармацевтической доступ-

ности. Это исследования, проводимые на различных 

культурах клеток, выступающих в качестве моделей 

биологических систем. Тест «Растворение» также от-

носится к исследованиям in vitro [82].

Биодоступность in vivo — высвобождение лекар-

ственного вещества в месте всасывания, определяе-

мая с помощью фармакокинетических исследований 

на животных.

При фармакокинетическом методе определения 

биодоступности последовательно забирают пробы 

биожидкостей в течение определённого времени 

из различных мест (венозная, артериальная кровь, 

моча) после однократной или многократно повторя-

ющихся доз.

Биодоступность вычисляется по формуле: 

А
ис.

/А
ст. 

х 100%, 

где А
ис.

 — количество препарата, всосавшегося из ис-
следуемой лекарственной формы;

А
ст. 

— количество препарата, всосавшегося из 
стандартной лекарственной формы.
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Биодоступность определяют абсолютную и отно-

сительную. Важно отметить, что определение отно-

сительной биодоступности имеет большое значение 

при выборе оптимальной лекарственной формы, 

а абсолютная биодоступность больше важна для 

определения полноты всасывания, перспективности 

пути введения и влияющих на неё различных фак-

торов. 

Абсолютная биологическая биодоступность — 

это количество лекарственного вещества, введённо-

го в лекарственной форме внутривенно или внутри-

сосудисто, которое поступает в кровообращение без 

влияния эффекта первого прохождения через печень 

или после корреляции на этот эффект, и скорость 

протекания этого процесса [80]. 

Итак, принято считать, что при абсолютной био-

доступности вся доза препарата, введённого внутри-

венно, поступает в большой круг кровообращения, и 

биодоступность вещества в этом случае принимается 

за 100%. Однако, есть работы, которые доказывают 

обратное: лекарственные соединения после внутри-

венного введения поступают сначала в лёгочный круг 

кровообращения, проходят через лёгкие, которые мо-

гут кумулировать экзогенные соединения, подвергать 

их экскреции или же метаболизму [85-86]. Таким об-

разом, лёгкие выполняют роль фильтра для частиц, 

которые могут попадать в организм при парентераль-

ном введении.

Относительная биодоступность — это выражен-

ное в процентах количество лекарственного вещества, 

высвобождённое из лекарственной формы, которое 

после введения достигает рецептора в количестве, до-

статочном для того чтобы вызвать биологический эф-

фект. 

Данное определение относительной биодоступно-

сти свидетельствует о том, что лекарственное вещество 

не полностью достигает места действия, а становится 

доступным в определённом процентном содержании. 

Относительную биодоступность определяют для 

различных лекформ, для лекарственных средств при 

изменении технологии производства, для препаратов 

различных производителей и даже для различных се-

рий препаратов, выпускаемых одной фармацевтиче-

ской компанией. Обычно относительную биодоступ-

ность измеряют при одном и том же пути введения 

лекарственных средств. Однако этот показатель мож-

но определять и при различных путях введения препа-

ратов [86]. 

Проблемами и принципами биологической до-

ступности занимается наука биофармация, которая 

представляет собой научную дисциплину фармации, 

занимающуюся исследованием влияния физических и 

физико-химических свойств действующих и вспомо-

гательных веществ в лекарственных препаратах, про-

изводимых в различных лекарственных формах и по 

различным технологиям, но в одинаковых дозах, на их 

терапевтический эффект [80].

3.1 Фармацевтические факторы, влияющие на биодо-
ступность лекарственных веществ

В ходе различных исследований было установлено, 

что фармацевтические факторы оказывают существен-

ное влияние на динамику биодоступности лекарствен-

ных веществ, стабильность лекарственных препаратов 

в процессе хранения, терапевтическую активность 

действующих веществ и на многие другие показатели. 

Фармацевтические факторы делятся на пять групп:

1. химическая модификация ЛВ;

2. физико-химические свойства ЛВ;

3. вид ЛВ и способ введения ЛС;

4. природа используемых вспомогательных ве-

ществ;

5. способ или технология изготовления лекар-

ственной формы. 

Также на биодоступность лекарственных веществ 

влияют так называемые эндогенные факторы. К ним 

относятся:

  физиологические факторы: возраст, пол, состоя-

ние организма пациента;

  биохимические факторы: состояние клеточных 

мембран, активность клетки, наличие эндогенных 

субстратов, накапливаемых при различных забо-

леваниях (билирубин, жирные кислоты и т.д.);

  патофизиологические: патологические состояния 

желудочно-кишечного тракта, печени, почек, 

сердечно-сосудистой системы, уровень транс-

портных белков в крови, генетически обуслов-

ленная разница в биотрансформации лекарствен-

ных веществ с пресистемным метаболизмом;

  клинические: выбор схемы дозирования, путь 

введения, место инъекции, интеракция одно-

временно или последовательно вводимых лекар-

ственных веществ [80, 87]. 

В данном обзоре более подробно будут рассмотрены 

фармацевтические факторы, оказывающие влияние на 

биодоступность лекарственных препаратов, а именно: 

физическое состояние лекарственного вещества, вспо-

могательные вещества, а также виды лекарственных 

форм пептидных препаратов и технология их изготов-

ления. 

3.2. Влияние физического состояния лекарственных 
веществ на биодоступность лекарственных препаратов

Под физическим свойством лекарственных веществ 

понимают:

  степень измельчения или дисперсность лекар-

ственных веществ;

  полиморфизм лекарственных веществ;

  агрегатное состояние (аморфность, кристаллич-

ность, форма и характер кристаллов);

  физико-химические свойства (рh, раствори-

мость, оптическая активность, электропроводи-

мость, температура плавления); 



фармакокинетика И фармакодинамика8№2.2013

Актуальный обзорАктуальный обзор

  поверхностные свойства лекарственного веще-

ства (поверхностное натяжение);

  степень чистоты (вид и количество загрязнений, 

в том числе наличие микроорганизмов, аллерге-

нов, вяжущих веществ и др.).

Физическое состояние лекарственных веществ 

оказывает влияние на стабильность лекарственного 

препарата в процессе хранения, терапевтическую эф-

фективность, скорость всасывания, проницаемости и 

выведения его из организма.

Наиболее существенно влияет на фармакотерапию 

степень измельчения и полиморфизм лекарственных 

веществ [80, 87].

3.3. Влияние микронизации лекарственных веществ 
на биодоступность лекарственных препаратов

Степень измельчения лекарственных веществ опре-

деляет скорость растворения, абсорбции и терапевти-

ческий эффект лекарственного препарата. В ряде слу-

чаев микронизация оказывает положительных эффект 

на биодоступность лекарственных веществ. Но выбор 

степени измельчения порошка должен быть научно 

обоснован, так как не всегда стремление к получению 

микронизированного порошка имеет преимущества. 

В табл. 1 рассмотрены положительные и отрицатель-

ные эффекты данного технологического приёма как 

микронизация на конкретных примерах:

Часто к микронизации прибегают для получения 

ингаляционных препаратов, в которых строго регла-

ментирован размер частиц [88]. Влияние микрониза-

ции на терапевтическую активность было доказано для 

различных групп препаратов: сульфаниламидных, сте-

роидных, производных фурана, кислоты салициловой, 

антибиотиков, в настоящее время — для противосудо-

рожных, обезболивающих, мочегонных, противоту-

беркулёзных, антидиабетических и кардиотонических 

средств [87]. 

Так, для ацетилсалициловой кислоты (АСК) как 

противовоспалительного, обезболивающего и жаро-

понижающего препарата была разработана формула, 

состоящая из микронизированной субстанции АСК, 

а также мощного дезинтегранта (эффересцентно-

го компонента или газообразующего компонента). 

Было проведено исследование, в котором сравнива-

лись обычный аспирин с микронизированным в до-

зировке 500 мг. Пациенты принимали лекарствен-

ный препарат от острой зубной боли. По результатам 

фармакокинетических исследований было отмечено, 

что значительно повысилась скорость всасывания 

при использовании микронизированной субстанции: 

время достижения максимальной концентрации со-

кратилось до 17,5 мин в сравнении с 45 мин для обыч-

ной субстанции. Увеличилась и сама максимальная 

концентрация с 4,4 мкг/мл до 13,8 мкг/мл. Однако, 

площадь под фармакокинетической кривой (степень 

всасывания) осталась почти неизменной (рис. 1). По-

лученные дынные свидетельствуют о явных преиму-

ществах микронизированной формулы для аспирина 

в лечении острой боли [89-90]. 

Микронизация позволяет снизить дозировку ле-

карственного препарата и достигнуть аналогичных 

фармакокинетических параметров, как и после вве-

дения более высокой дозы (рис. 2). К примеру, после 

приёма сахароснижающего препарата глибенкламид в 

дозе 3 мг, содержащего микронизированную активную 

субстанцию, концентрация действующего вещества 

в плазме крови составила — 97,2 нг/мл, что выше до-

стигнутой максимальной концентрации (87,5 нг/мл) 

после введения стандартной субстанции в дозе 5 мг. 

Степень всасывания же составила 746 нгч/мл для не-

микронизированной субстанции вещества в дозе 5 мг 

и 568 нгч/мл для микронизированной субстанции в 

дозе 3 мг [91]. 

Однако микронизация и не всегда увеличивает ско-

рость растворения и абсорбцию лекарственного веще-

ства, в частности, вследствие плохой смачиваемости 

труднорастворимых веществ. Важно учитывать и то, что 

появление на измельченном материале электростатиче-

ского заряда приводит к его комкованию, потере сыпу-

чести, плохой смачиваемости, понижению химической 

стабильности, уменьшению сроков годности и др.

Таблица 1
Эффекты микронизации [80, 87]

Положительный эффект микронизации Отрицательный эффект микронизации

Для сульфадимезина максимальная концентрация достигается 
на 2 ч раньше.

Для бисгидроксикумарина ускорение всасывания может привести 
к летальному исходу.

Для гризеофульвина позволяет в 2 раза снизить терапевтическую дозу.
Снижение терапевтической активности эритромицина и пенициллина 
вследствие усиления процессов гидролитической деструкции в присут-
ствии пищеварительных соков. 

При измельчении АСК в 30 раз возрастает терапевтический эффект 
в 2 раза.

Приём нитрофурантоина в виде сверхтонкого порошка увеличивает 
токсичность препарата на слизистые оболочки ЖКТ. 

Кальциферол способен оказывать лечебное действие, если размер частиц 
не превышает 10 мкм. 

  Быстрая инактивация, 
  Быстрое выведение из организма,
  Усиление побочного действия,
  Снижение стабильности.

Примечание. АСК — ацетилсалициловая кислота.
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Рис. 2. Фармакокинетические кривые глибенкламида после приёма таблеток в дозе 3 мг с микронизированной субстанцией, таблеток со стандартной 
субстанцией в дозе 5 мг

Рис. 1. Фармакокинетические кривые АСК после приёма таблеток в дозе 500 мг с микронизированной субстанцией, таблеток со стандартной субстанцией, 
сухих гранул аспирина
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3.4. Влия  ние вспомогательных веществ на биодос-
тупность лекарственных средств и на их фармакотера-
певтические свойства

Вспомогательные вещества не только имеют фор-

мообразующие и технологические функции, но и 

являются активными компонентами лекарственной 

композиции. Установлено, что ни один фармацев-

тический фактор не оказывает столь существенно-

го и сложного влияния на действие лекарственного 

препарата как вспомогательные вещества. Влияние 

вспомогательных веществ на биодоступность и тера-

певтическую активность велико. Важно учитывать 

и безопасность используемых вспомогательных ве-

ществ, так как их неразумный подбор может привести 

к ослаблению терапевтической активности, а также к 

всевозможным побочным реакциям [92-95]. В связи с 

этим современная фармацевтическая наука выдвига-

ет требования установить степень влияния вспомога-

тельных веществ на терапевтическую эффективность 

лекарств. Иначе говоря, вспомогательные вещества 

должны применяться с определённой лекарственной 

субстанцией. 
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Возможные влияния вспомогательных веществ:

  усиление или снижение терапевтической актив-

ности;

  изменение характера действия лекарственных 

веществ;

  обеспечение локализации и продолжительности 

действия лекарственных веществ;

  регулирование скорости всасывания лекарст-

венных веществ;

  обеспечение стабильности лекарственных пре-

паратов.

Помимо влияния на биодоступность самого лекар-

ственного вещества, вспомогательные вещества взаи-

модействуют и оказывают влияние на организм чело-

века, поэтому целесообразно привести предъявляемые 

к эксципиентам требования:

1. Способствование проявлению надлежащего 

фармакологического эффекта активного лекар-

ственного вещества.

2. Отсутствие нежелательных явлений, например: 

аллергических и токсических реакций.

3. Соответствие своему назначению и функциям 

(наполнители, связующие, дезинтегранты и 

т.д.), а также обеспечение биодоступности ле-

карственных субстанций.

4. Отсутствие химических или физико-химиче-

ских взаимодействий с лекарственными веще-

ствами во избежание снижения эффективности 

лекарственного соединения или же возникно-

вения побочных реакций.

5. Контроль чистоты вспомогательных веществ во 

избежание микробной контаминации [80, 87].

Существуют различные классификации вспомо-

гательных веществ. Ниже приведены классификации 

вспомогательных веществ по происхождению, по сво-

ему назначению в производстве твёрдых лекарствен-

ных форм, а также обобщённая химическая класси-

фикация и роль фармацевтических вспомогательных 

веществ:

Классификация вспомогательных веществ по проис-
хождению:

  животного происхождения: лактоза, желатин, 

стеариновая кислота;

  растительного происхождения: крахмал, сахара, 

целлюлоза, альгинаты;

  минерального происхождения: фосфат кальция, 

кремний;

  синтетического происхождения: полиэтилен-

гликоль, полисорбаты, повидон.

Классификация вспомогательных веществ по своему 
назначению в производстве твёрдых лекарственных форм:

  разбавители или наполнители (микрокристал-
лическая целлюлоза, лактоза, маннит, сорбит, 
крахмал, глицин, кальция сульфат и др.): обеспе-

чивают стабильность лекарственных веществ, 

определяют степень и скорость всасывания, ор-

ганолептические свойства таблеток;

  разрыхлители или дезинтегранты (поливинилпир-
ролидон, твины, спены, неионогенные ПАВ): уско-

ряют всасывания за счёт быстрого механическо-

го разрушения таблетки в жидкой среде;

  склеивающие или связующие вещества (слизь крах-
мала, метилцеллюлоза, этилцеллюлоза, поливинил-
пирролидон): придают прочность таблеткам, влияют 

на скорость растворения лекарственных веществ;

  скользящие вещества или лубриканты (тальк, 
каолин, аэросил, крахмал): улучшают сыпучесть 

лекарственных субстанций. 

Из классификации, приведённой выше, видно, что 

некоторые из вспомогательных веществ могут одно-

временно выполнять несколько функций, и соответ-

ственно относятся к разным группам, поэтому такое 

деление условно (табл. 2).
Таблица 2 

Обобщённая химическая классификация и роль фармацевтических 
вспомогательных веществ [92]

Химическая классификация Выполняемые функции

Вода, спирты Пластичность 

Эфиры, карбоксильные кислоты Точность дозирования

Глицериды, воска Стабильность 

Углеводы Технологичность 

Углеводороды, 
производные галогенов Переносимость 

Полимеры Распадаемость 

Минералы Растворение 

Протеины Контролируемое высвобождение 

Важно ещё раз подчеркнуть, что вспомогательные 

вещества должны быть подобраны индивидуально в 

каждом случае, и этот выбор должен быть научно обо-

снован. Ниже будут приведены частные случаи взаи-

модействия вспомогательных веществ с действующи-

ми в табл. 3.

3.4.1 Технологические характеристики неусиллина, 
лудипресса, твёрдой дисперсии на основе поливинилпир-
ролидона

Сегодня фармацевтические предприятия стремятся 

создать вспомогательные вещества, которые бы спо-

собствовали увеличению биодоступности активной 

лекарственной субстанции, не взаимодействовали бы с 

ней, делали бы процесс производства быстрым и эко-

номичным. Полимерные вспомогательные вещества 

пользуются популярностью у производителей и соот-

ветствуют выше перечисленным требованиям [96-97].

Неусиллин — многофункциональное вспомога-

тельное вещество, которое представляет собой син-

тетическую аморфную форму магния аммония мета-

силиката. Неусиллин достаточно часто применяется 

в фармацевтическом производстве и обладает следу-

ющими положительными характеристиками: придаёт 

прочность таблеткам, обладает высокой поглощаю-
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щей способностью масла и воды, улучшает свойства 

других наполнителей и связующих веществ, помогает 

продлить срок хранения лекарственных препаратов, 

служит для стабилизации чувствительных к влаге, а 

также липофильных активных фармацевтических ин-

гредиентов. Неусиллин отличается отсутствием побоч-

ных явлений, одобрен национальными институтами 

США и Японии. Неусиллин также используется как 

активное антацидное лекарственное вещество. Таким, 

образом, многие субстанции могут иметь многофунк-

циональное назначение и выступать в роли как вспо-

могательного, так и активного вещества [98-101]. 

Сейчас создание эффективных лекарственных 

препаратов не требует применения большого числа 

вспомогательных веществ, так как были разработаны 

многофункциональные комплексные смеси, что зна-

чительно упрощает процесс производства, транспор-

тировки и хранения веществ. 

Лудипресс — инновационный продукт немецкой 

компании BASF, который представляет собой комби-

нированное вспомогательное вещество, состоящее из 

наполнителя (лактоза), связующего вещества (Колли-

дон — поливинилпирролидон, растворимый в воде) и 

дезинтегранта (Коллидон CL — поливинилпирроли-

дон, не растворим ни в одном из разрешённых к меди-

цинскому применению растворителей, что определяет 

введение в таблетируемую массу в сухом виде). Луди-

пресс характеризуется отличной сыпучестью, что обе-

спечивает точность смешения и дозирования, низкой 

гигроскопичностью, что способствует стабильности 

при хранении. Использование комплексных вспомо-

гательных веществ делает процесс производства лекар-

ственных средств более быстрым, экономичным, ме-

нее энергозатратным. Данная комбинация отличается 

высоким качеством. Для производства таблетирован-

ной лекформы достаточно использовать Лудипресс, 

лубрикант и активное фармацевтическое вещество, это 

упрощает процессы дозирования и хранения веществ. 

Пероральные лекарственные формы, содержащие Лу-

дипресс, характеризуются высокой прочностью, что 

обеспечивает связующее вещество, а также мгновен-

ной распадаемостью в ЖКТ и быстрым высвобожде-

нием активной лекарственной субстанции, что стало 

возможным благодаря использованию отличного де-

зинтегранта — Коллидон Cl. 

Повышение биодоступности нерастворимых в воде 

активных субстанций является актуальной задачей на 

этапе разработки лекарственных препаратов. Суще-

ствуют различные методы для достижения желаемого 

эффекта, такие как образование солей, солюбилиза-

ция, микронизация, а также образование твёрдых дис-

персий на основе гидрофильного носителя [105-106]. 

Последние представляют собой дисперсии одного или 

более активных ингредиентов в инертном носителе или 

матрице. В качестве матриц используют полимерные 

соединения: поливинилпирролидон (ПВП), полиэти-

ленгликоль (ПЭГ), сополимеры акриловой кислоты, 

эфиры целлюлозы. Использование твёрдых дисперсий 

позволяет увеличить скорость растворения некоторых 

активных фармацевтических субстанций в сотни раз. 

Твёрдые дисперсии получают методом сплавления или 

растворения (с последующей отгонкой растворителя) 

лекарственного вещества в матрице. Были проведены 

различные сравнительные работы по биодоступно-

сти активных фармацевтических субстанций в форме 

твёрдых дисперсий с ПВП и в качестве одиночного со-

ставляющего, и было установлено, что скорость и про-

должительность действия лекарственного вещества, 

диспергированного в матрице, может быть повышена 

в 2-3 раза [107-112]. 

Таблица 3
Взаимодействия вспомогательных веществ с лекарственными субстанциями [87]

Положительное влияние Отрицательное влияние

Разбавители

Лактоза усиливает действие тестостерона.

Лактоза сводит к минимуму действие изониазида. 
Лактоза замедляет действие барбитала. 
Лактоза в сочетании с АЦСК резко угнетает процессы её всасывания, 
что приводит к снижению терапевтической активности. 
Лактоза в сочетании с противоэпилептическим препаратом фенитоин 
за счёт усиления всасывания и резкого увеличения концентрации может 
привести к летальному исходу. 

Разрыхлители
Твин-80 усиливает абсорбцию витаминов А, Д, Е.

Связующие вещества
Преднизолон, гризеофульвин, салициламид в сочетании с поливинилпир-
ролидоном характеризуются высокой степенью растворения и биодоступ-
ности. 

Скользящие вещества

Скользящие вещества гидрофобного характера затрудняют проникнове-
ние пищеварительных жидкостей в пористую систему таблетки, ухудшая 
её распадаемость и всасывание. 
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4. Современные подходы в технологии изготовления 
лекарственных форм пептидных препаратов 

Пептидные лекарственные препараты имеют ряд 

недостатков, связанных с их структурой и фармако-

кинетическими характеристиками. К ним относятся: 

большой размер молекул, высокая гидрофильность и 

как следствие низкая проницаемость в ткани, метабо-

лическая нестабильность (ферментативная деградация 

и подверженность гидролизу в кислой среде ЖКТ), 

короткий период полужизни, быстрый метаболизм 

и высокий клиренс, иммуногенность. Как следствие 

при пероральном применении пептидных препаратов 

уровень абсолютной биодоступности достигает в боль-

шинстве случаев 1% [13, 14, 113]. 

Чтобы увеличить биодоступность пептидных пре-

паратов используют следующие приёмы: модифика-

ция физико-химических свойств активной субстанции 

(микронизация, конъюгация с полиэтиленгликолем), 

добавление новых функций к лекарственному пре-

парату (введение в состав рецептуры ингибирующих 

ферментов, использование мукоадгезивных полиме-

ров в составе лекарственных препаратов, добавление 

молекул-переносчиков к пептидным препаратам), ис-

пользование усовершенствованных систем доставки, а 

также новых лекарственных форм [114-119]. Далее бу-

дут рассмотрены частные примеры техник повышения 

биодоступности пептидных препаратов.

Увеличение периода полувыведения (T
1/2

) протеинов 

может быть достигнуто посредством пегилирования. 

Эта модификация активной субстанции представляет 

собой конъюгирование пептида с полиэтиленгликолем 

(ПЭГ), что повышает гидрофобность вещества, служит 

защитой от ферментативной деградации, уменьша-

ет иммуногенность, которой могут обладать пептиды. 

Этот метод также способствует стерической стабили-

зации молекулы, тем самым увеличивая время её цир-

куляции в крови. Модификация пептидной структуры 

может быть достигнута не только посредством конъю-

гации с ПЭГ, а также с другими липофильными ком-

понентами [113-114, 120]. Например, в соединении 

ГБ-115 для увеличения липофильности дипептида был 

предложен фрагмент фенилгексаноил [15]. 

Чтобы избежать возможности ферментативного раз-

рушения пептидных лекарственных веществ, в состав 

лекарственных форм вводят ингибиторы протеаз. Од-

нако увеличение всасывания лекарственных пептидов 

посредством ингибирования протеаз может привести к 

всасыванию нежелательных протеинов. Данная моди-

фикация не получила широкого применения на сегод-

няшний день и требует дальнейшего развития [121]. 

Добавление молекул-переносчиков к пептидным 

соединениям может повысить биодоступность лекар-

ственных веществ. Однако такие препараты пока не 

доступны. В основе данной технологии лежит распоз-

навание лигандов, конъюгированных с активной суб-

станцией, рецепторами межклеточных систем доставки 

организма. Такими лигандами являются лектины, ток-

сины, вирусные гемагглютинины, инвазины, транс-

феррин, витамин В
12

, фолат, рибофлавин, биотин [114]. 

Использование различных систем доставки акту-

ально для защиты от ферментативной и кислотной де-

градации лекарственных веществ в ЖКТ, способствует 

пролонгированному высвобождению лекарственного 

вещества из матрицы и как следствие пролонгирован-

ному действию, таргетной доставке, снижению имму-

ногенности. Для создания таких систем используют по-

лимерные материалы. Данная технология заключается 

в стабилизации препаратов протеинов в материале-но-

сителе путём заключения в матрицу, инкапсулирова-

ния или же ковалентного связывания. Полимерные 

системы доставки делятся на гидрогели, наночастицы, 

микросферы, а также системы доставки на основе ли-

пидов (микроэмульсии, липосомы, твёрдые липидные 

наночастицы) [122-124]. 

Для пептидных лекарственных субстанций, мед-

ленно растворимых в системе ЖКТ (особенно, если 

продолжительность растворения дольше, чем продол-

жительность физиологического транзита), помимо ми-

кронизации, используют специальные лекарственные 

формы, обеспечивающие их дисперсию в водной среде. 

К таким лекарственным формам относятся пеллеты, 

которые представляют собой агломераты тонко из-

мельчённых порошков, имеют большую площадь сво-

бодной поверхности, что уменьшает время растворения 

лекарственного вещества в ЖКТ. Пеллеты покрывают 

кишечнорастворимой оболочкой и помещают в твёр-

дую желатиновую капсулу. Данная лекформа защищает 

пептидные лекарственные средства от ферментативной 

деградации и кислого содержимого желудка [125-126]. 

5. Фармакокинетические особенности коротких ней-
ропептидов при различных способах введения

Нейропептиды или регуляторные пептиды — класс 

биоактивных веществ белковой природы, образую-

щихся в центральной или периферической нервной 

системе и регулирующий физиологические функции 

организма. Нейропептиды как эндогенные вещества 

имеют ряд преимуществ с фармакологической точки 

зрения, а именно: высокая физиологическая актив-

ность, многофункциональность, минимум побочных 

эффектов. Но их использование в качестве лекарствен-

ных препаратов, особенно в пероральных формах не 

представляется возможным, так как пептиды облада-

ют низкой энзиматической устойчивостью, плохой 

проницаемостью через ГЭБ, гидролизуются в кислой 

среде желудка, подвергаются пресистемному метабо-

лизму, ограниченно всасываются ввиду большой моле-

кулярной массы и присущей им гидрофильности. 

Поэтому возникла необходимость синтеза корот-

ких активных пептидов, среди которых особое место 

занимают дипептиды, защищённые химической груп-

пировкой, которая также придаёт молекуле препарата 

липофильность. Такая модификация дипептидов спо-

собствует стабильности и хорошей биодоступности. 
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Гудашевой Т.А. ещё в 1985 г. предложен подход в дизай-

не дипептидов, которые бы имитировали структуру не-

пептидного прототипа с определённой нейротропной 

активностью, а также активного фрагмента исходного 

пептида с аналогичной активностью [13]. 

С использованием этого дизайна в институте ФГБУ 

«НИИ фармакологии имени В.В. Закусова» РАМН были 

синтезированы пептидные препараты ноопепт и дилепт. 

Дипептидный ноотропный препарат с анксиолитиче-

ской активностью ноопепт (N-фенилацетил-L-пролил-

глицина), который представляет собой пептидный 

аналог пирацетама, успешно применяется в клиниче-

ской практике. Ранее были проведены доклинические 

исследования фармакокинетики препарата после его 

перорального введения крысам и кроликам: при этом 

значение абсолютной биодоступности составило 7,1% у 

крыс и 9,33% — у кроликов, что значительно выше, чем 

это было установлено для многих других пептидных ве-

ществ. Именно поэтому на основании фармакокинети-

ческих данных ноопепта было рекомендовано создание 

пероральной лекформы этого препарата [128]. 

Этот принцип лежал и в основе создания нового 

дипептидного анксиолитика ГБ-115 (амид N-фенил-

N-гексаноил-L-глицил-L-триптофан) — ретроаналога 

холецистокинина-4, фармакокинетика которого изу-

чена в данной работе [14, 15, 127].

Далее целесообразно привести описание фармако-

кинетического исследования препарата на беспород-

ных крысах-самцах: препарат вводился в дозе 50 мг/кг 

per os и определялся в плазме крови крыс через 5, 10, 15, 

20, 25 мин после введения препарата. Результаты иссле-

дования таковы: препарат быстро всасывался в ЖКТ и 

поступал в системный кровоток уже через 5 мин после 

введения, достигал максимальной концентрации через 

10 мин, затем его уровень снижался и через 25 мин но-

опепт в плазме крови крыс не обнаруживался. Полу-

ченные в результате эксперимента основные фармако-

кинетические параметры представлены в табл. 4 [128]. 

Таблица 4
Фармакокинетические параметры препарата ноопепт 

после перорального введения в дозе 50 мг/кг крысам

Параметры Значения в плазме крови

AUC, нг/мл×ч 216

Tмакс, мин 10

Cмакс, нг/мл 820

Clpo, л/мин 3.86

Kэл, мин-1 0.10

T1/2, мин 6.96

MRT, мин 15.36

Vzpo, л 38.75

Другой модифицированный пептид — дилепт (ме-

тиловый эфир N-капроил-L-пролил-L-тирозина) 

является трипептоидным аналогом нейротензина, 

обладает антипсихотическим действием, способен 

улучшать когнитивные функции и оказывать нейро-

протективное действие. Однако величина абсолютной 

биодоступности данного соединения у крыс состави-

ла 0,1%. Столь низкое значение обусловлено, скорее 

всего, эффектом первого прохождения через печень. 

В отношении данного препарата также были проведе-

ны исследования, результатом которых явились сле-

дующие фармакокинетические показатели (табл. 5): 

препарат достаточно долго определяется в крови и 

имеет период полувыведения 27 мин, величина сред-

него времени удерживания дипептида составила 

42 мин. Максимальная концентрация препарата не 

превышает 8,5 нг/мл через 15 мин после введения 

препарат, что является очень низким показателем при 

введении достаточно высокой дозы — 200 мг/кг. По-

этому и наблюдаются высокие значения клиренса — 

1341,7 л/мин и гипотетического объёма распределе-

ния — 52968 л. Степень всасывания, оцениваемая по 

величине AUC, невелика и составляет — 2,5 нг/мл×ч 

[129]. Однако следует отметить, что в процессе пер-

вого прохождения дилепта через печень в значитель-

ных количествах в крови животных определялся его 

активный метаболит М-1, что указывает на перспек-

тивность разработки пероральной лекформы этого 

соединения. 

Таблица 5
Фармакокинетические параметры препарата дилепт после перо-

рального введения активной субстанции крысам в дозе 200 мг/кг 

в виде водной суспензии

Параметры Значения в плазме крови

AUC, нг/мл×ч 2.5
Tмакс, мин 15
Cмакс, нг/мл 8.5
Clpo, л/мин 1341.7
Kэл, мин-1 0.025
T1/2, мин 27
MRT, мин 42
Vzpo, л 52968

Изучена также фармакокинетика другого пептидно-

го препарата селанк [130], обладающего психотропной 

активностью и по структуре представляющего собой 

гептапептид — треонил-лизил-пролил-аргинил-про-

лил-глицил-пролил-диацетат, который выпускается в 

форме назальных капель 0,15%. Ввиду интраназально-

го применения препарата целесообразно было прово-

дить исследования после в/в введения крысам.

Гептапептид вводили в хвостовую вену крыс в дозе 

20 мг/кг в водном растворе в течение 10 с. Крыс дека-

питировали через 1, 2, 5, 7 и 10 мин. В результате про-

ведённого эксперимента было установлено, что через 

1 мин после введения концентрация гептапептида в 

плазме крови составляет 950±150 нг/мл плазмы, через 

2 мин она снижается до 560±200 нг/мл, а через 5 мин — 

до 333±150 нг/мл. Через 10 мин гептапептид в плаз-

ме крови крыс не обнаруживался. Итак, наблюдается 
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очень резкое снижение концентрации препарата после 

в/в введения и очень непродолжительное удерживание 

селанка в плазме крови крыс. 

Как видно из представленных данных в табл. 6, геп-

тапептид имеет короткий период полувыведения, рав-

ный 3,158 мин, величина же среднего времени удер-

живания препарата составляет — 4,283 мин, что также 

является низким показателем. При этом отмечаются 

большие значения клиренса и объёма распределения, 

которые при небольшой величине степени всасыва-

ния, свидетельствуют о его быстром метаболизме и пе-

реходе из кровеносного русла в периферические орга-

ны и ткани [130]. 

 Таблица 6
Фармакокинетические параметры препарата селанк после в/в 

введения активной субстанции крысам в дозе 20 мг/кг в виде 

водной суспензии

Параметры Значения в плазме крови

AUC, нг/млхч 4.596

Tмакс, мин 1

Cмакс, нг/мл 950

Clpo, л/мин 4.352

Kэл, мин-1 0.2195

T1/2, мин 3.158

MRT, мин 4.283

Vzpo, л 15.290

В случае Селанка фармакокинетические иссле-

дования на животных не позволили рекомендовать 

создание его пероральной лекформы в связи с невоз-

можностью количественного определения препара-

та при этом способе введения. Поэтому была изучена 

интраназальная лекформа, фармакокинетические ре-

зультаты которой представлены выше и которая была 

внедрена в медицинскую практику. 

Таким образом, на нескольких примерах показана 

важность проведения фармакокинетических исследо-

ваний в особенности касающихся пептидных соеди-

нений, отличающихся своей спецификой, описанной 

выше. Эти исследования уже на фармакокинетическом 

уровне позволяют рекомендовать перспективный путь 

введения данного соединения, дают полную картину 

его фармакокинетических характеристик, путей его 

биотрансформации и позволяют дать ряд других цен-

ных рекомендаций. 

Недавно в ФГБУ «НИИ фармакологии имени 

В.В. Заку сова» РАМН был создан новый дипептидный 

анксиолитик ГБ-115 (амид N-фенил-N-гексаноил-L-

глицил-L-триптофан), обладающий анксиолитичес-

кой, антиалкогольной, антидепрессивной и анальгети-

ческой активностью. Поэтому важным и необходимым 

является изучение доклинической фармакокинетики и 

биодоступности соединения ГБ-115 с целью получения 

необходимой информации для выбора путей введения 

этого соединения и оптимальной лекформы. 
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препаратов содержащих мемантин 
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Резюме 

В настоящее время в России разработан отечественный аналог Мемантина акатинола — Меманейрин в виде ка-
пель, который фармацевтически эквивалентен препарату Акатинол мемантин. Целью настоящей работы являлось 
исследование биоэквивалентности двух препаратов мемантина: Меманейрин (капли, 10 мг) и Акатинол мемантин 
(капли, 10 мг). Оценка биоэквивалентности проводилась путём определения концентрации мемантина в плазме кро-
ви добровольцев, которая определялась методом ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектором. 

Ключевые слова: биоэквивалентность, акатинол мемантин, болезнь Альцгеймера 
 
Bioequivalence study drug containing memantine 
Karlitskaya A.A.1, Krasnyh L.M.1, Smirnov V.V.1, 2, Vasilenko G.F.1, Kuznetsova N.I.2, Kukes V.G.1,2 
1 — FGBI «Scientifi c Center for Expertise of Medical Products», Moscow, Russia 
2 — Medical University «First MGMU them. IM Sechenov», Moscow 
Summary 
At present, Russia has developed domestic analogue of Memantine Akatinol — Memaneyrin in the form of droplets 

which is pharmaceutically equivalent drug memantine Akatinol. The aim of this study was to investigate the bioequivalence 
of the two formulations of memantine: Memaneyrin (drops, 10 mg) and Akatinol memantine (drops, 10 mg). Bioequivalence 
assessment was carried out by determining the concentration of memantine in plasma of volunteers, which was determined 
by HPLC with mass spectrometric detection. 

Keywords: bioequivalence Akatinol memantine, Alzheimer’s disease 

Введение 

Более чем десятилетние интенсивные исследования 

были посвящены поиску антагонистов NMDA-рецеп-

торов с целью создания методов потенциального нейро-

протективного лечения как острых, например, инсульта, 

так и хронических нейродегенеративных заболеваний 

[1]. Однако только отдельные из предлагавшихся ме-

дикаментозных агентов дошли до поздних стадий кли-

нических испытаний из-за наличия у них тяжёлых по-

бочных эффектов. Вместе с тем было обнаружено, что 

ряд препаратов, уже несколько лет используемых в кли-

нической практике, например мемантин, амантадин, 

декстрометорфан и др. обладают NMDA-блокирующи-

ми свойствами, которые по всей вероятности и опреде-

ляют их терапевтическую эффективность при лечении 

деменции [2, 3]. Мемантин, препарат, который блоки-

рует ионные каналы образованные NMDA рецептора-

ми, является широко применяемым препаратом для ле-

чения болезни Альцгеймера [4, 5]. 

Мемантин является неконкурентным низкоаффин-

ным антагонистом NMDA-рецепторов [6]. Он позволя-

ет физиологически активировать NMDA-рецепторы в 

процессе нейронарной передачи сигнала (например, при 

обучении) и одновременно блокирует обусловленную 

нейродегенеративным процессом патологическую ак-

тивность NMDA-рецепторов [7]. 

Большое количество выпускаемых различными фир-

мами воспроизводимых лекарственных препаратов со-

всем не означает одинакового фармакологического и 

терапевтического действия этих лекарств. Для того что-

бы ориентироваться в правильном назначении того или 

иного препарата, врачу необходимо знать, чем отличают-

ся воспроизводимые лекарства (иными словами — знать 

отличия фармакокинетических параметров этих препа-

ратов). На основании этих знаний врач может грамотно 

назначать дозировку лекарства и подбирать оптимальные 

интервалы дозирования. 

В настоящее время в России разработан отечествен-

ный аналог Мемантина акатинола — Меманейрин в виде 

капель, который фармацевтически эквивалентен препа-

рату Акатинол мемантин. Разработка препарата соответ-

ствует провозглашённой Правительством РФ лекарствен-

ной политике, направленной на импортзамещение [8]. 
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Во всём мире для подтверждения одинаковой те-

рапевтической активности воспроизводимых препа-

ратов проводятся исследования биоэквивалентности. 

Поэтому целью настоящей работы являлось иссле-

дование биоэквивалентности двух препаратов меман-

тина: Меманейрин (капли, 10 мг) и Акатинол мемантин 

(капли, 10 мг). Оценка биоэквивалентности проводи-

лась путём определения концентрации мемантина в 

плазме крови добровольцев, которая определялась ме-

тодом ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектором. 

Материалы и методы исследования 

Исследуемые препараты 
Тест-препарат (Т): Меманейрин (ЗАО «БИС», Рос-

сия), капли содержащие 10 мг мемантина. 

Препарат сравнения (R): Акатинол мемантин 

(Merz, ФРГ), капли содержащие 10 мг мемантина. 

 
Дизайн исследования 
Исследование проводили открытым методом по 

перекрёстной и рандомизированной схеме на здоро-

вых добровольцах. 

Для проведения фармакокинетического иссле-

дования препаратов было отобрано 18 здоровых до-

бровольцев, мужского (n=8) и женского (n=10) пола 

(возраст — 36,2±5,5 лет; масса тела — 78,2±12,4 кг; 

рост — 173,6±9,5 см). В качестве добровольцев были 

привлечены лица, добровольно изъявившие желание 

участвовать в испытаниях, прошедшие клинико-фи-

зиологическое обследование и допущенные к участию 

в данных испытаниях врачом исследователем. 

Отбор проб крови осуществлялся из кубитального 

катетера. Через 10-15 минут после установки катетера, 

натощак, до применения препарата отбиралась исход-

ная проба крови. Затем добровольцы принимали внутрь 

10 мг одного из препаратов (в соответствии с планом 

рандомизации). Далее отбор крови производился через 

1; 1,5; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24; 48; 72 и 96 часов после при-

ёма препарата. Приём пищи предлагался спустя 4 ч по-

сле приёма препарата (стандартный обед). Повторное 

исследование проводили через 14 дней по идентичной 

схеме. Кровь в количестве 5 мл отбирали в стеклянные 

пробирки. Пробирки маркировали с указанием шифра 

испытуемого, номера пробы, названия препарата. Про-

межуток времени между отбором крови и её обработка 

не превышал 5 мин. Плазму отделяли центрифугирова-

нием и хранили при температуре -35°C до проведения 

анализа. Пробы с сопроводительным направлением, в 

котором указывали инициалы испытуемого, пол, воз-

раст, масса тела, рост, соответствующие шифру на про-

бирке, предоставляли в лабораторию. 

При проведении исследований по изучению срав-

нительной фармакокинетики препаратов мемантина 

ни один доброволец не выбыл из исследования. Ана-

лиз лабораторных и инструментальных исследований 

добровольцев до и после приёма исследуемых препа-

ратов показал, что параметры были в пределах нормы. 

Таким образом, не было обнаружено проявлений не-

желательного действия препаратов на состояние до-

бровольцев. 

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
Из описанных в литературе методов определе-

ния мемантина в плазме крови применяются методы 

ВЭЖХ с флуориметрическим детектированием [9, 10], 

а также с применением масс-спектрометрического де-

тектирования. За основу нами были выбраны методики 

[11, 12], которые были существенно модифицированы. 
Анализ проб с целью определения мемантина в 

плазме крови проводился на хромато-масс-спектро-

метре (Система Agilent 1200 SL, США) с двойным ква-

друпольным анализатором (Agilent 6140 LC/MS/МS), 

оборудованном внешним источником ионов с элек-

трораспылительной ионизацией при атмосферном 

давлении (APCI), автосамплером (Auto Sampler Hig-

ALS G 1367C) с термостатом колонки (G 1316B TCC). 

Масс-спектрометрическое детектирование прово-

дилось в режиме положительной ионизации электро-

распылением (ESI, Positive). В масс-спектре меманти-

на, полученном при ионизации вещества в режиме МС 

(или MS) с двуквадрупольным анализатором, наблю-

дался интенсивный пик с m/z 180, соответствующий 

протонированному молекулярному иону (М+Н)+ це-

левого вещества. 

В анализе использован мониторинг 1 выбранного 

иона: первый анализатор (МС1) настроен на пропуска-

ние ионов с одним фиксированным значением m/z 180 

(для мемантина), второй анализатор (МС2) фиксирует 

количество прошедших ионов либо по одному, либо 

по нескольким (Multiple Reaction Monitoring — MRМ) 

каналам с заданными значениями m/z 163 фрагментов 

(m/z выбранного дочернего иона мемантина). Пара-

метры работы детектора подбирались для достижения 

максимального выхода MRM. 

Наилучшее разделение мемантина было достигнуто 

при температуре разделения 23о С, подвижной фазе, со-

стоящей из смеси ацетонитрила и деионизированной 

воды с 0,1% муравьиной кислоты (35:65, об/об), ско-

ростью потока 0,7 мл/мин. Объём вводимой пробы — 

10 мкл. Фрагментатор 100 В, температура азота 350о 

С, расход газа 5,0 л/мин, давление небулайзера 15 psi, 

напряжение 5 В. В этих условиях время удерживания 

мемантина составило 1,3±0,05 мин. 

Количественный анализ 
Количественный анализ проводили методом абсо-

лютной калибровки. Для построения калибровочной 

кривой и расчёта процента извлечения мемантина 

из плазмы крови готовили его концентрированный 

раствор (10 мг/мл). Методом последовательных раз-

ведений получили серию стандартных растворов ме-

мантина в метаноле в диапазоне концентраций от 1,0 — 

50 нг/мл. 



Исследования биоэквивалентностиИсследования биоэквивалентности

фармакокинетика И фармакодинамика20№2.2013

Для выделения мемантина из плазмы крови ис-

пользовали метод осаждения белков. Указанный ме-

тод пробоподготовки существенно отличается от ранее 

описанных. 

Статистическая обработка полученных результатов 
Статистическую обработку результатов проводили с 

помощью пакета Microsoft Office Excel 2007 для персо-

нального компьютера. Используя программу Statistica 

(v. 6.0) рассчитывались следующие статистические па-

раметры: среднее арифметическое значение (Mean), 

среднее геометрическое значение (GMean); стандарт-

ное отклонение (SD), коэффициент вариации (CV), 

медиана (Median). Достоверность различий получен-

ных параметров оценивали с помощью дисперсионно-

го анализа (ANOVA). Проведено попарное сравнение 

фармакокинетических параметров. 

Результаты и их обсуждение 

Валидация методики 

Специфичность 
Для определения специфичности протестировано 6 

образцов биологической матрицы на возможность соз-

дания помех потенциально мешающими веществами 

(эндогенные компоненты матрицы, метаболиты, про-

дукты разложения и т.д.). Проведён анализ образцов 

стандартного раствора мемантина (рис. 1), образцов 

чистой плазмы (рис. 2), образцов чистой плазмы с до-

бавлением стандартного раствора мемантина (рис. 3). 

На хроматограммах образцов чистой плазмы не наблю-

далось пиков со временем удерживании, соответствую-

щим времени удерживания мемантина. 

Линейность 
Линейность калибровочной кривой оценивали по 

растворам мемантина, используя алгоритм линейной 

регрессии наименьших квадратов в системе координат 

«площадь хроматографического пика — концентрация 

мемантина». График зависимости площади пика от кон-

центрации изучаемого вещества представлен на рис. 4. 

Выявлена линейная зависимость между концентра-

циями мемантина и площадями хроматографических 

пиков определяемого вещества в интервале от 1 до 50 

нг/мл. Калибровочная зависимость описывалась урав-

нением: y=134337x+82262. Коэффициент детермина-

ции составил в среднем R2=0,996. 

Предел количественного определения 
Детектирование с использованием масс-спектроме-

трического детектора позволяет достичь необходимого 

предела обнаружения мемантина с хорошей воспроиз-

водимостью результатов. 

Предел количественного определения определяли 

согласно данным линейности. Предел обнаружения — 

наименьшая концентрация анализируемого вещества, 

которая может быть обнаружена данным аналитиче-

ским методом — составил 1 нг/мл. 

Точность и воспроизводимость 
Для оценки точности и воспроизводимости ре-

зультатов были получены 6 калибровочных кривых и 

проведён расчёт концентраций используемых стан-

дартов по всем кривым и определены статистические 

данные. Данные по точности и воспроизводимости 

методики количественного определения мемантина в 

плазме крови представлены в табл. 1 и удовлетворяют 

критериям приемлемости (не более 20% для нижнего 

предела обнаружения и не более 10% — для остальных 

концентраций). 

 

Степень извлечения 
Степень извлечения мемантина из плазмы крови 

человека определялась сравнением площадей пиков 

проб, экстрагированных из образцов, с площадями пи-

ков неэкстрагированных рабочих стандартных раство-

ров, представляющих 100%. Средняя степень извлече-

ния мемантина из плазмы крови человека составила 

78,3%. 

Исследование фармакокинетики 

Усреднённые значения динамики концентрации 

мемантина в плазме крови добровольцев после одно-

кратного перорального приёма тестового и референт-

ного препаратов в дозе 10 мг, где анализируемое веще-

ство определяется в течение 96 ч, приведены на рис. 5. 

Характер усреднённых фармакокинетических кри-

вых, полученных после приёма изучаемых препаратов 

сходен. 

Таблица 1
Точность и воспроизводимость методики количественного определения мемантина в плазме крови 

Воспроизводимость Точность

Концентрация фактическая, нг/мл Концентрация найденная нг/мл % отклонения CV, % intraday CV, % interday

1,0 1,18 7,9 18,3 19,5

5,0 5,5 5,3 9,6 9,7

10,0 11,0 3,2 6,2 7,0

15,0 16,2 4,1 6,5 6,6

25,0 24,8 3,5 7,2 7,9

50,0 52,3 3,9 5,4 5,5
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Рис. 1. Типичная хроматограмма стандартного раствора мемантина в метаноле

Рис. 2. Типичная хроматограмма пробы плазмы крови, не содержащей мемантин

Рис. 3. Типичная хроматограмма пробы плазмы крови, содержащей мемантин

Memantine

(х100 000)

653 933
TIC(+)@1

1,354

min

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,0 2,25 

Memantine

(х100 000)

98 492
TIC(+)@1

1,354

min

9,00

8,00

7,00

6,00

5,00

4,00

3,00

2,00

1,00

0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,0 2,25 

Memantine

(х100 000)

102 934
TIC(+)@1

0,212

0,769

min

0,90

0,70

0,50

0,30

0,10

0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25 

0,595
0,525



Исследования биоэквивалентностиИсследования биоэквивалентности

фармакокинетика И фармакодинамика22№2.2013

Таблица 2
Сравнительная фармакокинетика препаратов мемантина

Параметры
AUC

t 
нгч/мл

AUC 
нгч/мл

C
max 
ч

T
max 
ч

T
1/2 
ч

K
abc 

1/
ч

MRT 
ч

Cl/F 
л

V
ss

/F 
л

Меманейрин (Т)

Mean 527 935 12,4 4,9 61 0,66 88 11,4 920

Gmean 523 906 12,3 4,8 59 0,61 85 11,0 909

SD 69 267 1,7 0,9 19 0,28 26 2,8 139

CV 13 28 13 18 32 42 30 25 15

Median 543,5 857 12,5 5,0 56 0,6 80,0 11,7 964

Акатинол мемантин (R)

Mean 557 956 12,8 4,8 68 0,62 92 10,3 899

Gmean 550 919 12,7 4,8 63 0,54 86 9,7 882

SD 87 275 1,5 0,9 26 0,33 31 3,7 181

CV 15 29 11 18 38 53 34 49 20

Median 582 901,5 13,1 5,0 67,5 0,60 98,5 10,1 868

Рис. 4. Калибровочная зависимость площади пика от концентрации мемантина
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Рис. 5. Усреднённые кинетические кривые мемантина в плазме крови добровольцев (n=18) после однократного приёма внутрь препаратов T и R
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Анализ усреднённых фармакокинетических кривых 

показал, что после приёма как препарата сравнения, 

так и испытуемого препарата мемантин достаточно 

долго всасывается в системный кровоток из желудоч-

но-кишечного тракта. Максимальный уровень меман-

тина достигался к 5 ч и также долго препарат выводит-

ся из организма. 

Индивидуальная вариабельность концентрации ме-

мантина в обоих случаях примерно одинакова. 

Полученные экспериментальные данные концен-

трации мемантина исследуемых препаратов были об-

работаны с использованием метода математического 

моделирования, что позволило количественно оце-

нить фармакокинетические процессы и рассчитать 

параметры фармакокинетики. Значения усреднённых 

фармакокинетических параметров мемантина после 

однократного перорального приёма добровольцами 

препаратов Т и R в дозе 10 мг представлены в табл. 2. 

Как видно из представленных данных, не выявле-

но достоверно значимых различий для сравниваемых 

величин всех рассчитанных параметров фармакокине-

тики. Так среднее значение площади под фармакоки-

нетической кривой (AUC
t
) мемантина для препарата 

Т составляло — 506±78 нгч/мл, а для препарата R — 

555±98 нгч/мл; AUC для препарата Т — 906±267 

нгч/мл, для препарата R — 1160±710 нгч/мл. Макси-

мальная концентрация (C
max

) для препарата Т состави-

ла 12,4±1,7 нг/мл, а для препарата R — 12,8±1,5 нг/мл. 

Время достижения максимальной концентрации для 

препаратов составило 4,9±0,9 ч и 4,8±0,9 ч, соответ-

ственно. Период полуэлиминации составил 61±19 ч 

для Т препарата и 68±26 ч — для R препарата, а среднее 

время удерживания препарата в организме составило 

88±26 ч и 92±31 ч для изучаемых препаратов, соответ-

ственно. 

Таким образом, значения средних параметров фар-

макокинетики, характеризующих индивидуальные 

кривые «концентрация мемантин — время», после 

приёма испытуемого препарата и препарата сравнения 

статистически достоверно не различались. 

Усреднённое значение отношений максимальной 

концентрации к площади под фармакокинетической 

кривой C
max

/AUC (параметр характеризующий ско-

рость всасывания) для двух исследуемых препаратов 

мемантина представлены в табл. 3. 

Таблица 3 
Значение отношений максимальной концентрации 

к площади под фармакокинетической кривой 

Значения
T 

C
max

/AUCt
R

C
max

/AUC
t

Mean 0,024 0,023

Gmean 0,020 0,020

SD 0,005 0,006

CV 11,90 17,90

Median 0,020 0,020

Как видно из представленных данных, C
max

/AUC
t 

для Т препарата составило 0,024±0,005 и для препа-

рата R — 0,023±0,006. Средние значения отношения 

C
max

 / AUC
t
 оказались сопоставимыми. 

Параметры относительной биодоступности меман-

тина после однократного приёма изучаемых препара-

тов представлены в табл. 4. 

Таблица 4 
Параметры относительной биодоступности 

Тест препарата мемантина по отношению к Референс препарату 

Значения f’ f”

Mean 0,95 0,98

SD 0,12 0,14

CV 12,7 13,9

Доверительный интервал 0,831,07 0,841,12

Из приведённых данных видно, что средняя отно-

сительная степень всасывания (относительная биодо-

ступность — f’) после приёма препарата Меманейрин и 

величина отношения максимальных концентраций ме-

мантина после приёма испытуемого препарата и препара-

та сравнения (f”) незначительно отличались от единицы и 

составили 0,95±0,12 и 0,98±0,14 соответственно. Средние 

значения и доверительные интервалы генеральных сред-

них для f’ и f” не выходят за допустимые пределы [13]. 

Таким образом, не выявлено статистически достовер-

ных различий в процессе всасывания (как по полноте, 

так и по скорости всасывания) изучаемых препаратов. 

Дисперсионный анализ значений C
max

, C
max

/AUC
t
, 

AUC
t
,

 
проведённый после их логарифмического пре-

образования не выявил статистически значимых раз-

личий между препаратами (табл. 5). 

Таблица 5
Результаты дисперсионного анализа

Источник вариации
Cmax C

max
/AUC

t
AUC

t

Испытуемые Препарат Испытуемые Препарат Испытуемые Препарат 

df 17 1 17 1 17 1

SS 56,89 1,36 0,0005 0,000005 301779 16874

MS 3,35 1,36 0,00003 0,000005 17751

F 2,14 0,87 12,25 2,06 8,33 3,92

P-Значение 0,063 0,363 0,000002 0,170 0,00003 0,012
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Как видно из результатов дисперсионного анализа 

расчётное значение F для вклада фактора «препарат» 

нигде не превосходит критического значения 4,45. 

Заключение 

Проведённое исследование показало одинако-

вый уровень концентраций и сходный фармако-

кинетический профиль мемантина у доброволь-

цев после однократного приёма внутрь препаратов 

Меманейрин и Акатинол мемантин. Изучение 

относительной биологической доступности этих 

препаратов подтвердило их биоэквивалентность. 

Таким образом, в целях повышения экономи-

ческой доступности лекарственных средств (Рас-

поряжение правительства РФ от 6 июля 2010 г. 

№ 1141-р) [8] разработан препарат Меманейрин 

(ЗАО «Биологические системы», Россия), который 

по изученным параметрам не отличается от зару-

бежного аналога препарата Акатинол мемантин. 
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Исследование сравнительной 
биоэквивалентности препаратов 

Пиоглитазон таблетки, 20 мг 
(АО «Химфарм», Республика Казахстан) 

и Актос® таблетки, 30 мг 
(«Eli Lilly Holdings, Takeda Global Research 

and Development Centre Europe Ltd»)
Сариев А.К.1, Абаимов Д.А.1, Ширяева М.В.1, Стырова Е.Ю.1, Алтынбеков С.А.2, 

Джолдыгулов Г.А.2, Серяков В.Н.2, Будач Я.М.3, Курилов О.Э.3
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д.м.н., профессор С.А. Алтынбеков)
3 — АО «Химфарм», Республика Казахстан

Резюме

В рамках перекрёстного, однократного, открытого, рандомизированного исследования с двухнедельным перио-
дом отмывки, с двумя последовательностями была изучена биоэквивалентность двух таблетированных форм пиог-
литазона на 18 добровольцах (дозировка 30 мг). Образцы плазмы крови анализировали валидированным методом 
ВЭЖХ-МС/МС в течение 48 часов. Для анализируемых препаратов рассчитаны следующие фармакокинетические па-
раметры: AUC0-t, Cmax, tmax, Cmax/AUC. 90% доверительный интервал для логарифмически преобразованных значений 
AUC0-t составил 0,945 — 1,066 и для Cmax — 0,871 — 1,044. По результатам исследования был сделан вывод о биоэкви-
валентности сравниваемых препаратов пиоглитазона.

Ключевые слова: Пиоглитазон, Актос®, фармакокинетика, биоэквивалентность
Comparative bioequivalence study of Pioglitazone tablets, 20 mg (JSC «Chimpharm», Kazakhstan) and Actos® 

Tablets, 30 mg («Eli Lilly Holdings, Takeda Global Research and Development Centre Europe Ltd») 
Sariev A.K.1, Abaimov D.A.1, Shiryaev M.V.1, Styrova E.YU.1, Altynbekov S.A.2, Dzholdygulov G.A.2, Seryakov V.N.2, Budach 

Y.M.3, Kurilo O.E.3 
1 — FGBI «Neurology Research Center», RAMS 
2 — State Enterprise «Republican Scientifi c and Practical Centre for Psychiatry, Psychotherapy and Addiction» MoH 
3 — JSC «Chimpharm» Republic of Kazakhstan 
Summary 
Within the cross, a single, open, randomized study with a two-week washout period, the two sequences has been studied 

bioequivalence of tablet forms two pioglitazone 18 volunteers (30 mg dosage). Plasma samples were analyzed by a validated 
HPLC-MS/MS within 48 hours. Analyzed for drugs following pharmacokinetic parameters were calculated: AUC0-t, Cmax, tmax, 
Cmax/AUC. 90% confi dence interval for log-transformed values of AUC0-t was 0.945 — 1.066 and Cmax — 0,871 — 1,044. The 
study concluded that bioequivalence compared pioglitazone drugs. 

Keywords: Pioglitazone, Actos®, pharmacokinetics, bioequivalence

Введение

Современная стратегия ведения пациентов с сахар-

ным диабетом (СД) 2—го типа предполагает, помимо 

долгосрочного гликемического контроля, обязатель-

ную коррекцию факторов риска развития макро— и 

микрососудистых осложнений. Препараты из группы 

тиазолидиндионов, в частности пиоглитазон харак-

теризуются мощным сахароснижающим действием, а 

также способствуют уменьшению выраженности фак-

торов риска осложнений сердечно—сосудистых забо-

леваний: инсулинорезистентности (ИР), артериальной 

гипертензии и дислипидемии. ИР рассматривается в 

настоящее время как основополагающее патофизи-
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ологическое нарушение в развитии СД 2—го типа, и, 

соответственно, коррекция ИР приобретает ведущую 

роль в терапии СД 2—го типа.
Целью настоящего исследования являлась оценка 

биоэквивалентности генерического препарата пиогли-

тазон таблетки 30 мг, производства АО «Химфарм» (Ре-

спублика Казахстан) в сравнении с зарегистрирован-

ным на территории Республики Казахстан препаратом 

Актос® таблетки 30 мг, производства «Eli Lilly Holdings, 

Takeda Global Research and Development Centre Europe 

Ltd» после однократного их приёма испытуемыми.

Материалы и методы исследования

Исследуемые препараты
В качестве тест-препарата (Тест; Т) использовали 

Пиоглитазон, таблетки, содержащие 30 мг пиоглита-

зона (производитель — АО «ХИМФАРМ», Республика 

Казахстан), в качестве препарата-сравнения (Референс; 

R) использовался препарат Актос®, таблетки, содер-

жащие 30 мг пиоглитазона («Eli Lilly Holdings, Takeda 

Global Research and Development Centre Europe Ltd»).

Дизайн исследования
Дизайн исследования соответствовал утверждён-

ному протоколу исследования (№ BEq-Piog-01-2013, 

Версия 1.0 от «21» январь 2013 г.), а также требованиям 

«Надлежащей клинической практики» (GCP) [2-5, 9]. 

18 здоровых волонтёров молодого возраста мужского 

(n=6) и женского (n=12) пола (возраст — 31,46,6 лет, 

массы тела — 67,58,5 кг) после подписания информи-

рованного согласия были направлены в клиническую 

базу РГКП «Республиканский научно-практический 

центр психиатрии, психотерапии и наркологии» МЗ РК. 

Там они были разделены на 2 группы случайным обра-

зом, согласно схеме рандомизации. Все участники были 

проверены на наличие наркотических веществ и алкого-

ля, кроме того, волонтёрам женского пола был проведён 

тест на беременность. Общий анализ крови, биохимия и 

ЭКГ были проведены дважды: до начала исследования и 

в последний визит (в конце второго этапа исследования). 

В оба периода исследования участники находились в ис-

следовательском центре непрерывно в течение 48 ч. Пери-

од «отмывки» (wash-out) между этапами составлял 21 дней 

(1 этап — 05.05.2013; 2 этап — 27.05.2012). На обоих эта-

пах исследования отбор образцов крови (5 мл) произ-

водился: до введения дозы (0 ч), и в течение 48 ч пос ле 

введения препарата. Взятие образцов крови для после-

дующего определения содержания активного метаболи-

та пиоглитазона — пиоглитазоната в плазме крови осу-

ществлялось в дискретные интервалы времени 0; 0.5, 1, 

1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 24 и 48,0 ч после приёма препара-

тов. Перед каждым отбором крови больной находился в 

течение 5 минут в лежачем положении. Кровь была взята 

из локтевой вены (с нулевого фона до 4 ч, путём кате-

теризации локтевой вены) и с 6 по 48 ч. одноразовыми 

шприцами в количестве 5-10 мл в стеклянные пробирки 

с добавлением гепарина. Образцы крови отстаивались в 

течение 15 мин в условиях комнатной температуры, за-

тем путем центрифугирования (3000 об/мин в течение 

10 мин) получали плазму крови. Плазма хранилась при 

температуре -24°С. Приготовление стандартных раство-

ров пиоглитазоната осуществлялось в плазме крови.

Аналитический метод
Для количественного определения пиоглитазона 

применяли метод [10] с модификациями.

Растворители, реактивы и материалы

Все реактивы, использованные в работе, имели ха-

рактеристики чистоты не ниже х.ч., растворители име-

ли маркировку HPLC-grade.

Приготовление образцов для анализа

Для приготовления растворов стандартных образ-

цов использовали субстанции стандартов пиоглита-

зона (производитель «Zhejiang Huahai Pharmaceutical 

Co., Ltd», Китай, серия D-5031-11-006m1, срок годно-

сти 07.2013) и росиглитазона (производитель «Sigma-

Aldrich», США, серия R2408, CAS Number 122320-73-4). 

Для количественного определения готовили маточные 

растворы стандартов пиоглитазона и росиглитазона в 

метаноле с концентрациями 1 мг/мл. Раствор пиогли-

тазона применяли для приготовления растворов рабо-

чих стандартных образцов на плазме крови с концен-

трациями 0,039 мкг/мл; 0,078 мкг/мл; 0,156 мкг/мл; 

0,3125 мкг/мл; 0,625 мкг/мл; 1,25 мкг/мл; 2,5 мкг/мл; 

5 мкг/мл. Раствор внутреннего стандарта с концентра-

цией 1 мг/мл разбавляли в 50 раз для получения рабоче-

го раствора росиглитазона с концентрацией 20 мкг/мл. 

Определение концентрации пиоглитазоната проводили 

методом высокоэффективной жидкостной хроматогра-

фии с масс-спектрометрическим детектированием.

Экстракция пиоглитазона из плазмы крови
Жидкостную экстракцию пиоглитазона и росигли-

тазона осуществляли согласно Zhang H. et al., 2004 г.: к 

0,5 мл плазмы с содержащимися в ней аналитом добав-

ляется 50 мкл раствора внутреннего стандарта с концен-

трацией 20 мкг/мл для достижения конечной концен-

трации 2 мкг/мл. Затем плазму крови подщелачивали 

0,5 мл 0,1 M K
2
HPO

4
, образец перемешивали. Далее к 

образцу добавляли 5 мл этилацетата, полученную смесь 

встряхивали на вибромиксере на скорости 2000 об/мин 

в течение 5 мин. Далее образцы центрифугировали для 

5-[[4-[2-(5-Этил-2-пиридинил)этокси] фенил]

метил-2,4-тиазолидиндион (в виде гидрохлорида)
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разделения слоёв в течение 5 мин, надосадочный орга-

нический слой декантировали и упаривали в вакуумном 

центрифужном концентраторе при температуре 60°С. 

Сухой остаток растворяли в 0,5 мл метанола и инжекти-

ровали в петлю хроматографа в объёме 5 мкл.

Хромато-масс-спектрометрический анализ
Насос — «Finnigan Surveyor LC Pump Plus». Детек-

тор — масс-спектрометрический детектор «LCQ Fleet 

MS» (квадрупольная ионная ловушка). Аналитическая 

колонка — Hypersil Gold C18 фирмы Thermo Electron 

Corp., США (1004,6 мм; 5 мкм). Подвижная фаза со-

стояла из двух растворов: 10 мМ ацетат аммония (рас-

твор А) и ацетонитрил — 10 мМ ацетат аммония (90:10) 

(раствор Б), взятых в соотношении 25%A:75%Б, работа 

проводилась в изократическом режиме элюирования. 

Скорость потока подвижной фазы 0,6 мл/мин. Объём 

пробы — 5 мкл. Температура разделения 25°С. Про-

должительность хроматографирования — 7 мин. Время 

удерживания аналита — 2,98 мин. Время удерживания 

внутреннего стандарта (росиглитазона) — 3,02 мин. Де-

тектирование: масс-спектрометрическое, по дочернему 

иону с m/z 134,0 образующемуся в результате распада 

молекулярного иона Пиоглитазона с m/z 357,2 при нор-

мализованной энергии соударений 25 eV (масс-спектр 

второго порядка для Пиоглитазона представлен на рис. 

1). Внутренний стандарт (росиглитазон) детектировали 

по дочернему иону с m/z 135,0 образующемуся в резуль-

тате распада молекулярного иона росиглитазона с m/z 

358,3. Масс-спектрометр работал в режиме регистра-

ции ионов, положительно заряженных электроспре-

ем (ESI), создаваемым напряжением в 5 кВ. Скорость 

потока газа-небулайзера (азота): 5 л/мин, давление на 

распылителе — 100 psi. Температура интерфейса ка-

Рис. 1. Масс-спектры второго порядка для пиоглитазона (А) и росиглитазона (Б)

А

Б
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пилляра составляла 350°С, температура нагревателя — 

300°С. Амплитуда возбуждения на концевых электродах 

ловушки 0,1 В. Детектирование проводилось в режиме 

полного сканирования МС/МС — Full Scan ms2, в ди-

апазоне m/z 80-600. В качестве демпфирующего газа в 

ионной ловушке использовался гелий. Данные обраба-

тывались с помощью Xcalibur 2.1 w/Foundation 1.0.1.

Метод количественного определения: отношение 

площадей хроматографических пиков аналита и вну-

треннего стандарта — концентрация. Метод внутрен-

него стандарта.

Регрессия: линейная. Метод наименьших квадратов.

Диапазон калибровки: 0,039 — 5 мкг/мл. Точность 

количественного определения Пиоглитазона пред-

ставлена в табл. 1.
Таблица 1

Точность количественного определения Пиоглитазона 
в течение рабочего дня

Концентрация мкг/мл %C.V. %dev n

0,156 5,20 10,02 6

0,625 3,94 3,85 6

2,5 2,11 -1,84 6

Предел количественного определения — 0,039 мкг/мл

Специфичность определения Пиоглитазона: уста-

новлено, что матричные эффекты коэкстрактивных 

веществ из плазмы крови не мешают определению 

Пиоглитазона и внутреннего стандарта. Типичные 

хроматограммы интактной плазмы крови, образца Пи-

оглитазона с концентрацией 2,5 мкг/мл и плазмы кро-

ви с концентрацией Пиоглитазона 0,625 мкг/мл пред-

ставлены ниже (рис. 2а, б, в).

Количественный анализ
Калибровочная кривая представлена на рис. 3. Гра-

дуировочная зависимость пиоглитазона в плазме крови 

описывалась формулой: С= 2,132AR, где С
 
— концен-

трация пиоглитазона (мкг/мл), AR (Area Ratio) — от-

ношение площадей пиков аналита и внутреннего стан-

дарта. Коэффициент корреляции составил R2 = 0.9986, 

что соответствует аналитической аппроксимации.

Предел количественного определения — 0,039 мкг/мл.

Точность и воспроизводимость

Точность выражалась в виде коэффициента вариации 

(%C.V.) для каждой серии образцов согласно уравнению:

 
100%SD

x
 ,

где SD — стандартное отклонение серии определений;
x — среднее арифметическое значение полученных 

концентраций.
Воспроизводимость измерялась, как процент откло-

нения (%dev.) от теоретического значения по формуле: 

100%x 



 ,

где x — среднее арифметическое значение полученных 
концентраций;
 — теоретическая концентрация.

Метрологическая характеристика среднего результата

x — среднее арифметическое значение полученных 
концентраций;

SD — стандартное отклонение;

XS  — стандартное отклонение среднего результата;

x  — полуширина доверительного интервала (р=0,95);

% — ошибка среднего результата.

Точность в течение рабочего дня

Каждый из образцов, предназначенных для контро-

ля качества, анализировали в течение 1 рабочего дня 

(6 определений). Также провели контроль во время 

исследования и после его окончания. Для 0,156 мкг/

мл средняя точность составила 5,20%C.V. и 10,02%dev. 

Остальные пробы с концентрациями 0,625 и 2,5 мкг/

мл имели точность от 2,11 до 3,94%C.V. Воспроизводи-

мость колебалась от -1,84 до 3,85%dev.

Результаты представлены в табл. 2.
Таблица 2

Точность определения Пиоглитазона в плазме крови 
в течение рабочего дня

Концентрация добавленная 
(мкг/мл)

0,156 0,625 2,5

Концентрация найденная 
(мкг/мл)

0,16 0,67 2,44

0,16 0,65 2,52

0,18 0,65 2,38

0,18 0,62 2,43

0,18 0,68 2,45

0,17 0,62 2,50

X 0,17 0,65 2,45

SD 0,01 0,03 0,05

%CV 5,20 3,94 2,11

%dev 10,02 3,85 -1,84

Pioglitazone
Y = 0.469108*X   R 2̂ = 0.9986   W: Equal
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Рис. 3. Калибровочная кривая пиоглитазона в плазме крови (в мкг/мл).
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Рис. 2. Хроматограммы экстрактов плазмы крови

б — Хроматограмма стандартного раствора Пиоглитазона с концентрацией 2,5 мкг/мл.

в — Хроматограмма экстракта плазмы крови с концентрацией пиоглитазона 0,625 мкг/мл, верхний пик — пик 

аналита, нижний пик — пик внутреннего стандарта.

а — Хроматограмма экстракта интактной плазмы крови (верхнее окно — MS1 m/z 100-800, среднее окно — MS2 

Пиоглитазона, нижнее окно — MS2 росиглитазона).
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Таблица 4
Фармакокинетические параметры пиоглитазона у добровольцев после однократного приёма 30 мг Пиоглитазона (Т) и Актоса® (R)

Размерность
AUC

0-t 
(мкг/млч) C

max 
(мкг/мл) t 

max 
(ч) C

max
/ AUC (ч-1)

Т R Т R Т R Т R

x 15,36 15,30 1,50 1,55 1,83 1,78 0,098 0,103

SD 3,82 3,92 0,50 0,44 0,89 0,60 0,023 0,026

Sx 0,90 0,92 0,12 0,10 0,21 0,14 0,005 0,006

C.V.% 24,9 25,6 33,5 28,4 48,6 33,7 23,4 24,7

Размах 12,34 14,16 1,53 1,69 3,500 2,000 0,09551 0,10174

Метрологические характеристики разработан-

ной методики представлены в табл. 3. Относительная 

ошибка определения пиоглитазона не превышала 15%.

Статистическая обработка полученных результатов
Полученные экспериментальные данные под-

вергнуты математической статистической обработ-

ке с помощью программы «Statistica v.6.0». В табл. 4. 

приведены средние арифметические значения (x), 

соответствующие им стандартные отклонения (SD) 

и стандартные ошибки среднего значения (S
x
), ко-

эффициенты вариации (C.V.%). Расчёт фармакоки-

нетических параметров анализируемых препаратов 

был проведен с использованием модельно-незави-

симого метода. В работе кроме (x) и (SD) приведены 

коэффициенты вариации (C.V.%) и размах — непа-

раметрический параметр статистики (разность между 

максимальным и минимальным значениями ряда). 

Оценка биоэквивалентности проводилась примени-

тельно к параметрам AUC
0-t

, C
max

 (натуральные и лога-

рифмически преобразованные данные) с использова-

нием методов параметрической статистики. В табл. 3 

представлены результаты работы анализа вариации 

ANOVA для различных показателей биоэквивалентно-

сти (lnAUC
0-t

, lnC
max

). Условием применения является 

предположение о нормальном распределении изучае-

мого показателя. Нулевая гипотеза: между средними 

значениями показателей биоэквивалентности тест- и 

референс- препарата отсутствуют статистически зна-

чимые различия. В качестве источников вариации из-

учаются межиндивидуальные различия (испытуемые), 

последовательность получения препаратов и различия 

между препаратами. Полученные значения сравни-

ваются со значением остаточной вариации с учётом 

числа степеней свободы (DF). Результаты сравнения 

отражены в столбце F табл. 5. Для установления стати-

стически значимых различий между средними значе-

ниями показателя биоэквивалентности сравниваемых 

препаратов значение F для строки «препарат» должно 

превзойти соответствующее табличное значение (та-

блица критерия Фишера для числа степеней свободы 

(1, n-2) и выбранного уровня значимости α). В нашем 

случае, для 18 добровольцев табличное значение F кри-

тическое равно 4,49 для 5% уровня значимости. Если 

рассчитанное значение F превосходит табличное зна-

чение, нулевая гипотеза об отсутствии значимых раз-

личий между средними значения данного показателя 

биоэквивалентности может быть отброшена, а разли-

чия признаны статистически значимыми на соответ-

ствующем уровне значимости. Рассчитывали парные 

критерии Стьюдента в предположении отсутствии 

влияния периода получения препарата и нормально-

го распределения изучаемого показателя. Гипотеза 

биоэквивалентности принималась, когда 90% довери-

тельный интервал для отношения среднего значения 

(
T
/

R
) логарифмически преобразованных данных 

AUC составлял 0,8<
T
/

R
<1,20 и для C

max
 0,7<

T
/


R
<1,43. Границы, этих интервалов, рассчитывались 

при помощи дисперсионного анализа ANOVA. Расчёт 

90% доверительных интервалов проводили с использо-

ванием программы Bioeqv [6].

Результаты и их обсуждение

На рис. 4 — представлены усреднённые фармако-

кинетические кривые пиоглитазона в плазме крови до-

бровольцев после однократного приёма таблеток Пио-

глитазона и Актоса®, где анализируемое лекарственное 

вещество определяется на протяжении 48 часов.

Сравнительный анализ основных фармакокинети-

ческих параметров (табл. 4) пиоглитазоната после одно-

кратного приёма 30 мг таблеток Пиоглитазон и Актос® 

показал, что изучаемые препараты почти с одинаковой 

скоростью всасываются из желудочно-кишечного трак-

Таблица 3
Метрологические характеристики методики определения пиоглитазона в плазме крови

Взято (мкг/мл) Найдено (мкг/мл) X SD XS x %
0,156 0,177 0,188 0,171 0,174 0,176 0,164 0,175 0,008 0,006 0,014 8,264

0,625 0,617 0,650 0,622 0,674 0,633 0,616 0,636 0,023 0,018 0,046 7,165

2,5 2,429 2,449 2,503 2,396 2,410 2,353 2,423 0,051 0,037 0,095 3,915
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та (параметр С
max

/AUC
0t

 — для Т составил 0,0980,023; 

для R — 0,1030,026 ч-1; xSD). Время достижения мак-

симальной концентрации (t
max

) составило в среднем для 

Т — 1,830,89 и для R — 1,780,60 ч, соответственно. 

При этом средняя максимальная концентрация пио-

глитазона, определяемая в плазме крови доброволь-

цев (C
max

), составила для препарата Пиоглитазон — 

1,500,50 мкг/мл и для Актос® —1,550,44 мкг/мл.

Индивидуальный анализ основного параметра, 

характеризующего степень и скорость всасывания 

действующего вещества из лекарственной формы — 

AUC
0?t

 указывает на значительную вариабельность 

данного параметра (размах для препарата Пиоглитазон 

составил 12,34 и для препарата Актос® — 14,16 мкг/

млч). Среднее значение AUC
0t

 для тест-препарата 

составило 15,363,82 и для референс—препарата — 

15,303,92 мкг/млч. Относительная биодоступность 

таблеток Пиоглитазон по отношению к таблеткам 

Актос®, определяемая отношением соответствующих 

значений AUC
0-t

, составила в среднем 1,0140,151 

(усреднённые данные на основании точечных инди-

видуальных оценок). Доверительный интервал для 

логарифмически преобразованных значений AUC
0-t

 

составил 0,945 — 1,066. Степень биодоступности, 

определяемая отношением соответствующих значений 

C
max

, составила 0,9750,210, а доверительный интер-

вал для логарифмически преобразованных значений 

C
max

 — 0,871 — 1,044 (табл. 3). Полученные доверитель-

ные интервалы лежат, в установленных «Рекомендаци-

ями», пределах, что говорит в пользу биоэквивалент-

ности исследуемых препаратов [5].
Таблица 5

90% доверительные интервалы отношения средних значений 
(

T
/

R
) AUC

0-t
, C

max
 

(логарифмически преобразованные данные), 
полученные на основе дисперсионного анализа (ANOVA)

Параметры
Нижнее 

значение
Среднее 

значение
Верхнее 

значение

AUC
0-t

0,945 1,014 1,066

C
max

0,871 0,975 1,044

Дисперсионный анализ также показал, что 2 источ-

ника вариации, учитываемых при установлении био-

эквивалентности, т.е. «препараты» и «испытуемые» в 

дисперсионных отношениях F для этих факторов не 

превосходят табличное значение (табл. 6).
Таблица 6

Результаты дисперсионного анализа фармакокинетических пара-
метров (ln AUC

0-t
 и ln C

max
), 

определяющих биодоступность пиоглитазоната из таблеток
ln AUC

0-t

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0,000 1 0,000 0,01266

Последовательность 0,003 1 0,003 0,26936

Испытуемые 2,662 17 0,157 14,62535

Остаточная вариация 0,171 16 0,011 -

Общая вариация 2,836 35 - -

ln C
max

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0,020 1 0,020 0,83704

Последовательность 0,003 1 0,003 0,11765

Испытуемые 3,659 17 0,215 8,92721

Остаточная вариация 0,386 16 0,024 -

Общая вариация 4,068 35 - -

Обозначения в таблице: SS — сумма квадратов отклонений; MS — 
средний квадрат; DF — число степеней свободы; F — рассчитанное значе-
ние F-критерия Фишера (при уровне значимости α=5%).

Следует подчеркнуть, что для установления статисти-

чески значимых различий между средними значениями 

показателя биоэквивалентности сравниваемых препара-

тов значение F для строки «препарат» должно превзойти 

соответствующее табличное значение (таблица критерия 

Фишера для числа степеней свободы (1, n-2) и выбран-

ного уровня значимости α). В нашем случае, для 18 па-

циентов табличное значение F критическое равно 4,49 

для Р=0,95. Рассчитанное значение F не превосходит 

табличное значение (для параметра lnAUC
0--t

 F = 0,01266 

и для ln C
max

 F = 0,83704). Следовательно, нулевая гипо-

теза об отсутствии значимых различий между средними 

значениями данного показателя биоэквивалентности 

подтверждается, а различия не признаются статистиче-

ски значимыми на соответствующем уровне значимости.

Вывод

Из результатов исследования относительной био-

логической доступности двух препаратов следует, что 

исследуемый препарат Пиоглитазон, таблетки 30 мг, 

производства АО «ХИМФАРМ», Республика Казах-

стан является биоэквивалентным препарату сравне-

ния Актос®, таблетки 30 мг, производства «Eli Lilly 

Holdings, Takeda Global Research and Development 

Centre Europe Ltd».
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Рис. 4. Усреднённые кинетические кривые пиоглитазона в плазме кро-
ви добровольцев после однократного приёма таблеток ПИОГЛИТАЗОН (Т) 
и таблеток АКТОС® (R): (n=18; ±SD)
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Оценка биоэквивалентности 
двух таблетированных форм лизиноприла 

на здоровых добровольцах
Алтынбеков С.А.1, Джолдыгулов Г.А.1, Серяков В.Н.1, Будач Я.М.2,

Курилов О.Э.2, Кузнецова Н.И.3

1 —  РГКП «Республиканский научно-практический центр психиатрии, психо-

терапии и наркологии» МЗ РК, Республика Казахстан, г. Алматы
2 —  АО «Химфарм», Республика Казахстан, г. Алматы
3 —  ГБОУ ВПО «Первый Московский государственный университет им. 

И.М. Сеченова», г. Москва

Резюме

В рамках перекрёстного, однократного, открытого, рандомизированного исследования с периодом отмывки 
1 неделя, с двумя последовательностями на 18 добровольцах изучена биоэквивалентность таблеток, покрытых 
оболочкой, лизиноприла двух производителей (доза 20 мг). Концентрацию лизиноприла в образцах плазмы крови 
определяли методом ВЭЖХ с флуориметрическим детектированием в течение 72 ч. Для исследуемых препаратов 
рассчитаны следующие фармакокинетические параметры: AUC0-∞, Cmax, tmax, Cmax/AUC. 90% доверительный интер-
вал отношений AUC0-∞ сравниваемых препаратов составил 0,8520 — 1,2102 и для Cmax — 0,9288 — 1,1451. В допол-
нение к 90% доверительным интервалам, дисперсионный анализ не выявил статистически значимых различий 
между изучаемыми препаратами. Сделан вывод о биоэквивалентности сравниваемых препаратов лизиноприла.

Ключевые слова: лизиноприл, ВЭЖХ, флуорометрическое детектирование, биоэквивалентность.
Evaluation of bioequivalence of two tablet forms of lisinopril in healthy volunteers 
Altynbekov S.A.1, Dzholdygulov G.A.1, Seryakov V.N.1, Budach Y.M.2, Kurilo O.E.2, Kuznetsova N.I.3 
1 — Republican Scientifi c and Practical Centre for Psychiatry, Psychotherapy and Addiction, MoH, Republic of Kazakhstan, 

Almaty 
2 — JSC «Chimpharm», Republic of Kazakhstan, Almaty 
3 — Medical University «First Moscow State University, IM Sechenov», Moscow 
Summary 
Under cross, single, open, randomized trial with 1 week washout period, with two sequences of 18 volunteers studied 

bioequivalence coated tablets, two manufacturers of lisinopril (20 mg dose). The concentration of lisinopril in the plasma 
samples was determined using HPLC with fl uorimetric detection within 72 hours for the investigated preparations the 
following pharmacokinetic parameters were calculated: AUC0-∞, Cmax, tmax, Cmax/AUC. 90% confi dence interval relations AUC0-∞ 
compared drugs totaled 0.8520 — 1.2102 for Cmax — 0,9288 — 1,1451. In addition to the 90% confi dence intervals, analysis 
of variance revealed no statistically signifi cant diff erences between the studied drugs. Concluded bioequivalence compared 
drugs lisinopril. 
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Введение

Лизиноприл, (S)-1-[N
2
-(1-карбокси-3-фенил)-L-

лизил]-L-пролина дигидрат, представляет собой дли-

тельно действующий ингибитор ангиотензин-пре-

вращающего фермента, который используется для 

лечения гипертензии и хронической сердечной не-

достаточности в суточной дозировке 5-40 мг [4]. Он 

снижает концентрации ангиотензина и альдостерона в 

плазме крови за счёт ингибирования ангиотензин-пре-

вращающего фермента.

На рынки стран СНГ введены в обращение не-

сколько воспроизведённых препаратов лизиноприла. 

При этом следует иметь ввиду, что воспроизведён-

ный препарат должен быть эквивалентен оригиналу 

по фармакокинетическим и фармакодинамическим 

параметрам, обладая при этом более низкой стоимо-

стью, что делает его доступным для большего числа 

пациентов с хроническим инвалидизирующим забо-

леванием. Поэтому целью данного исследования яв-

ляется оценка биоэквивалентности двух препаратов 

лизиноприла.
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Материалы и методы

Методом отбора к исследованию были допуще-

ны 8 женщин и 10 мужчин (35,3±6,0 лет; 68,6±6,3 кг; 

170,5±6,0 см).

В случайном порядке добровольцы принимали вна-

чале 1 таблетку (20 мг) тестируемого препарата (Лизино-

прил, таблетки 20 мг, АО «Химфарм», Республика Ка-

захстан; тест-препарат; Т) [1-й период исследования], 

спустя 7 дней — 1 таблетку (20 мг) референс-препарата 

(Лизиноприл-Ратиофарм® таблетки 20 мг, производ-

ства «Меркле» ГмбХ, ФРГ; препарат сравнения; R) [2-й 

период исследования]. В обратном порядке доброволь-

цы вначале принимали 1 таблетку препарата Лизино-

прил-Ратиофарм® [1-й период исследования], а затем 

спустя 7 суток — 1 таблетку Лизиноприла [2-й период 

исследования]. Препараты принимали внутрь, не раз-

жёвывая, запивая 200 мл воды. Взятие образцов крови 

для определения содержания лизиноприла в плазме 

крови осуществлялось в дискретные интервалы времени 

— до принятия препарата (0) и через 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 

6,0, 8,0, 12,0, 24,0,48,0 и 72,0 ч после приёма препаратов.

Определение концентраций лизиноприла в плазме 

крови добровольцев проводили методом ВЭЖХ с флуо-

рометрическим детектированием [5]. В качестве дерива-

тизирующего агента использовали флюороскамин (0,7 

мг/мл в ацетоне). Предел количественного определения 

лизиноприла составил 5,0 нг/мл.

Оценка биоэквивалентности проводилась приме-

нительно к параметрам площади под фармакокине-

тической кривой лизиноприла в плазме крови добро-

вольцев от ноля до бесконечности (AUC
0-, поскольку 

вклад экстраполированной части кривой от последней 

точки определения концентрации лизиноприла до бес-

конечности в среднем составил 2,2%) и максимальной 

концентрации лизиноприла в плазме крови (C
max

) (нату-

ральные и логарифмически преобразованные данные) с 

использованием методов параметрической статистики.

В статье представлены результаты дисперсионного 

анализа ANOVA для показателей биоэквивалентности 

lnAUC
0- и lnC

max
. Условием применения является пред-

положение о нормальном распределении изучаемых по-

казателей.

В качестве рабочей была принята нулевая гипотеза: 

между средними значениями показателей биоэквива-

лентности тест-препарата и препарата сравнения отсут-

ствуют статистически значимые различия.

В качестве источников вариации изучались межин-

дивидуальные различия, обусловленные испытуемыми, 

которые принимали исследуемые препараты («испыту-

емые»), лекарственной формой препарата («препарат») 

и последовательностью приёма препаратов («последо-

вательность»).

Гипотеза биоэквивалентности принималась, когда 

90% доверительный интервал для отношения средне-

го значения (μ
T
/μ

R
) логарифмически преобразован-

ных данных AUC, составлял 0,8>μ
T
/μ

R
>1,25, для C

max
 и 

C
max

/AUC 0,7>μ
T
/μ

R
> 1,33. Границы, этих интервалов, 

рассчитывались при помощи дисперсионного анализа 

ANOVA. Расчёт 90% доверительных интервалов прово-

дили с использованием программы «Bioeqv», Россия [3].

Расчёт фармакокинетических параметров анализи-

руемых препаратов проведён с использованием модель-

но-независимого метода. В табл. 1 приведены средние 

арифметические значения (x) соответствующие им 

стандартные отклонения (SD) и стандартные ошиб-

ки среднего значения (S
X

—), коэффициенты вариации 

(C.V.%), размах — непараметрический параметр стати-

стики (разность между максимальным и минимальным 

значениями ряда) и среднее геометрическое (X
—

геом.
).

Рассчитывали парные t-критерии Стьюдента в пред-

положении отсутствия влияния периода получения 

препарата и нормального распределения изучаемого 

показателя. По результатам строили графики, показы-

вающие распределение индивидуальных различий меж-

ду значениями показателя для сравниваемых препара-

тов. График индивидуальных различий демонстрирует, 

насколько симметрично они расположены относитель-

но оси абсцисс. График стандартизованных различий 

(центрированных на среднее значение и нормирован-

ных на стандартное отклонение) позволяет выявить рез-

ко отличающиеся индивидуальные различия. Учитывая 

нормальное распределение индивидуальных различий 

(со средним значением равным 0 и стандартным откло-

нением равным 1), более 95% от их общего числа долж-

но располагаться в полосе [-2;2].

Результаты и их обсуждение

На рис. 1 представлены усреднённые фармакоки-

нетические профили лизиноприла в плазме крови до-

бровольцев после однократного приёма 20 мг таблеток 

Лизиноприл и Лизиноприл-Ратиофарм, где анализиру-

емое лекарственное вещество определяется на протя-

жении 72 ч.

Сравнительный анализ основных фармакокине-

тических параметров (табл. 1) лизиноприла, получен-

0 8 16 24 32 40 48 56 64 72 80
0

20

40

60

80

100

ко
нц

. л
из
ин
оп
ри
ла

 (н
г/м

л)

Время, ч

 Лизиноприл (T)
 Лизиноприл-ратиофарм (R)

Рис. 1. Усредненные фармакокинетические профили лизиноприла в плаз-
ме крови добровольцев после однократного приёма 20 мг таблеток Лизи-
ноприл (тест-препарат) и 20 мг таблеток Лизиноприл-Ратиофарм (рефе-
ренс-препарат) (n=18; ±SD)
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ных по концентрационным кривым лизиноприла из 

таблеток Лизиноприл и Лизиноприл-Ратиофарм по-

казал, что изучаемые препараты всасываются из же-

лудочно-кишечного тракта практически с одинаковой 

скоростью. Так параметр, характеризующий скорость 

всасывания — С
max

/AUC
0- для таблеток Лизинопри-

ла составил 0,0410±0,0080 ч-1, и для таблеток Лизино-

прил-Ратиофарм — 0,0401±0,0065 ч-1 (между сравнива-

емыми параметрами статистически значимые отличия 

не обнаружены). Время достижения максимальной 

концентрации (t
max

) лизиноприла в плазме крови добро-

вольцев не отличалось для сравниваемых препаратов 

и составило в среднем — 6,3±0,8 ч. При этом средняя 

максимальная концентрация лизиноприла, определяе-

мая в плазме крови добровольцев (C
max

), составила для 

таблеток Лизиноприла — 81,6±13,6 нг/мл и для табле-

ток Лизиноприл-Ратиофарм — 79,1±13,4 нг/мл.

Анализ основного параметра, характеризующего 

степень и скорость биодоступности действующего ве-

щества из лекарственной формы — AUC
0- 

указывает 

на умеренную вариабельность данного параметра (не 

выше 25%). Среднее значение AUC
0- для препарата 

Лизиноприл составило 2056,1±500,0 и для Лизино-

прил-Ратиофарм — 2022,1±482,0 нг/млч. При этом не 

выявлено достоверно значимых различий для сравни-

ваемых величин.

Степень относительной биологической доступности 

лизиноприла из таблеток тест-препарата по отношению 

к референс-препарату, определяемая отношением со-

ответствующих значений AUC
0-, составила в среднем 

1,103±0,474% (усреднённые данные на основании то-

чечных индивидуальных оценок) (табл. 2).

Доверительный интервал для логарифмически 

преобразованных значений AUC
0- составил 0,8520 — 

1,2102 (или 85,20 — 121,02%). Степень биодоступности, 

определяемая отношением соответствующих значений 

C
max

, составила 1,0687±0,2870, а доверительный интер-

вал для логарифмически преобразованных значений 

C
max

 — 0,9288 — 1,1451 (или 92,88 — 114,51%). Получен-

ные данные представлены в табл. 3. 

Таблица 1
Фармакокинетические параметры лизиноприла у добровольцев после однократного приёма 20 мг исследуемых препаратов

AUC
0-∞

(нг/мл×ч)

C
max

(нг/мл)

t 
max

(ч)

C
max

/ AUC

(ч-1)

Т R Т R Т R Т R

x 2056,1 2022,1 81,6 79,1 6,3 6,3 0,0410 0,0401

SD 500,0 482,0 13,6 13,4 0,8 0,8 0,0080 0,0065

S x 117,9 113,7 3,2 3,2 0,2 0,2 0,0019 0,0015

C.V.% 24,32 23,84 16,70 17,00 12,11 12,11 19,55 16,16

Размах 1839,8 1685,4 58,0 49,8 2,0 2,0 0,0294 0,0280

x геом.
1997,6 1967,3 80,5 78,0 6,3 6,3 0,0403 0,0397

Таблица 2
Точечная оценка индивидуальных отношений параметров, характеризующих относительную биодоступность (f) лизиноприла 

из таблеток Лизиноприл и Лизиноприл-Ратиофарм (T-тест/R-референс)

№/№ AUC-ratio C
max

-ratio C
max

/AUC-ratio

1 0,58720 0,87807 1,49490

2 1,08854 0,94142 0,86321

3 1,27689 0,89308 0,69932

4 1,29391 0,99128 0,76522

5 0,89602 0,80845 0,90226

6 2,36468 1,59619 0,67512

7 0,82369 0,80865 0,98006

8 0,44121 0,48651 1,10165

9 0,83033 1,08582 1,30769

10 1,71076 1,30587 0,76310

11 1,3777 1,69432 1,22965

12 1,63784 1,26408 0,77172

№/№ AUC-ratio C
max

-ratio C
max

/AUC-ratio

13 0,66192 1,02964 1,55738

14 0,99669 1,13820 1,14332

15 0,87144 1,03125 1,18256

16 1,38273 1,27208 0,92148

17 0,7019 0,91842 1,30769

18 0,90535 1,09302 1,20604

x 1,10271 1,06869 1,04846

SD 0,47443 0,28701 0,27184

S x 0,111895 0,06769 0,064112

C.V.% 43,02 26,86 25,93



Исследования биоэквивалентностиИсследования биоэквивалентности

фармакокинетика И фармакодинамика36№2.2013

Литература
1. Оценка биоэквивалентности лекарственных средств (Методические рекомендации), Москва, 2008, с.32.

2.  Проведение надлежащих исследований биоэквивалентности лекарственных средств в Республике Казахстан, Астана, 2007, с. 44.

3.  Сергиенко В.И., Джеллифф Р., Бондарева И.Б. Прикладная фармакокинетика: основные положения и клиническое применение. 

Москва, Издательство РАМН, 2003; 208.

4.  Регистр лекарственных средств России РЛС. Энциклопедия лекарств. Москва, РЛС-Медиа, 2013; 1296.

5.  Sagirli O., Ersoy L. An HPLC method for the determination of lisinopril in human plasma and urine with fluorescence detection. // J. Chromato-

gr. B. 2004, Vol. 809, Р. 159-165.

6.  Neng Zhou1, Yi-zeng Liang1, Ben-mei Chen et al. Development and Validation of LC—MS Method for the Determination of Lisinopril in Human 

Plasma and its Application in a Bioequivalence Study. // Journal of Chromatogr. Sci. 2008, Vol. 46, Р. 848-853.

7.  Shin M.C., Kim J.K., Kim C.K. Bioequivalence evaluation of two brands of lisinopril tablets by in vitro comparative dissolution test and in vivo 

bioequivalence test. // Arzneimittelforschung. 2008, Vol. 58(1), P. 11-17. 

8.  Tamimi J.J., Salem I.I., Alam S.M., Zaman Q., Dham R. Bioequivalence evaluation of two brands of lisinopril tablets (Lisotec and Zestril) 

in healthy human volunteers. // Biopharm. Drug Dispos. 2005, Vol. 26(8), P. 335-339.

Таблица 3
90% доверительные интервалы отношения среднего значения 

(μ
T
/μ

R
) AUC

0-∞
 и C

max
 (логарифмически преобразованные данные), 

полученные на основе дисперсионного анализа (ANOVA)

Параметр
Нижнее

значение

Верхнее

значение

AUC
0-∞

0,85200 1,21015

C
max

0.92881 1.14508

ln AUC0-∞

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0.018 1 0.018 1.84435

Последовательность 0.024 1 0.024 2.44571

Добровольцы 0.769 17 0.045 4.63858

Остаточная вариация 0.156 16 0.010

Общая вариация 0.967 35

ln Cmax

Источник вариации SS DF MS F

Препарат 0.003 1 0.003 0.26483

Последовательность 0.000 1 0.000 0.00012

Добровольцы 0.359 17 0.021 1.61603

Остаточная вариация 0.209 16 0.013

Общая вариация 0.572 35

Обозначения в таблице: SS — сумма квадратов отклонений; MS — 
средний квадрат; DF — число степеней свободы; F — рассчитанное значе-
ние F-критерия Фишера (при уровне значимости α=5%).
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Рис. 2. График стандартизованных различий (центрированных на среднее 
значение и нормированных на стандартное отклонение) для значений 
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лизиноприла
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Рис. 3. График индивидуальных стандартизованных различий (цент-
рированных на среднее значение и нормированных на стандартное откло-
нение) для значений C

max
 лизиноприла

Полученные интервальные значения лежат в преде-

лах, установленных «Оценкой биоэквивалентности ле-

карственных средств (Методические рекомендации)» и 

«Проведением надлежащих исследований биоэквива-

лентности лекарственных средств в Республике Казах-

стан» [1, 2], что говорит о биоэквивалентности исследу-

емых препаратов. 

Дисперсионный анализ показал, что на конечные 

результаты оказал влияние такой фактор, как «испытуе-

мые»: на AUC
0- — доброволец № 6, на C

max
 — доброволец 

№8 (см. табл. 3, рис. 2, 3). 

В литературе описаны случаи оценки биоэквивалент-

ности различных воспроизведенных препаратов лизино-

прила. Так, Neng Zhou и соавт. разработали ВЭЖХ-МС 

методику определения лизиноприла в плазме крови 

человека и апробировали ее при изучении биоэквива-

лентности 2 препаратов лизиноприла (доза 20 мг) на 18 

добровольцах [6]. Авторами сделан вывод о биоэквива-

лентности исследуемых препаратов. Представленные в 

этом исследовании фармакокинетические параметры 

значительно отличались от полученных нами (за исклю-

чением t
max

). Имеющиеся различия можно объяснить раз-

ными подходами в пробоподготовке и аналитической ме-

тодикой. Аналогичные результаты получены Shin M.C. и 
соавт. и Tamimi J.J. и соавт., доказавших биоэквивалент-

ность препаратов лизиноприла на 26 и 28 добровольцах, 

соответственно, с использованием метода ВЭЖХ-МС/

МС [7, 8].
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Исследования фармакокинетикиИсследования фармакокинетики

Экспериментальное исследование 
фармакокинетики рифабутина 

в липосомальной форме
Карлина М.В.1, Косман В.М.1, Пожарицкая О.Н.1, Шиков А.Н.1, 

Макарова М.Н.1, Макаров В.Г.1, Балабаньян В.Ю.2

1 — ЗАО «Санкт-Петербургский институт фармации», г. Санкт-Петербург
2 — ООО «Технология лекарств», Московская область, г. Химки

Резюме

На  беспородных крысах-самцах изучена фармакокинетика препарата рифабутин в липосомальной форме, 
относительная биодоступность и распределение в тканях после эндотрахеального введения препарата, проведена 
оценка линейности фармакокинетики.

Для определения рифабутина в плазме крови и органах был разработан и валидирован метод ВЭЖХ с УФ-детекцией. 
В ходе проведенного исследования установлена линейность фармакокинетики новой липосомальной формы ри-

фабутина в диапазоне доз 6.5-26 мг/кг, рассчитаны основные фармакокинетические параметры, установлено, что ри-
фабутин интенсивно распределяется в сильно васкуляризированные органы, содержание его в слабо васкуляризи-
рованных органах значительно ниже. После введения препарата наибольшая концентрация действующего вещества 
наблюдается в месте введения, а именно в легких. 

Относительная биодоступность препарата Рифабутин в липосомальной форме в проведенном эксперименте со-
ставила 522%.

Ключевые слова: рифабутин, липосомы, фармакокинетика, биодоступность, ВЭЖХ, валидация. 
Experimental study of the pharmacokinetics of rifabutin in liposomal form 
Carlin M.V.1, Cosman V.M.1, Pozharitskaya O.N.1, Shikov A.N.1, Makarova M.N.1, Makarov V.G.1, Balabanyan V.Y.2 
1 — JSC «Saint-Petersburg Institute of Pharmacy», St. Petersburg 
2 — LLC «Technology of medicines», Moscow region, Khimki 
Summary
On mongrel male rats studied pharmacokinetics of rifabutin in liposomal form, the relative bioavailability and tissue 

distribution after intratracheal administration, evaluated pharmacokinetic linearity. To determine rifabutin in plasma and 
organs were developed and validated HPLC method with UV detection. In the course of the study established a new linear 
pharmacokinetics of liposomal form of rifabutin dose range 6.5-26 mg/kg, calculate the main pharmacokinetic parameters 
found that rifabutin intensively distributed in highly vascularized organs, its content in poorly vascularized organs is much 
lower. After injection the highest concentration of active substance is observed at the injection site, namely the lungs. 
Relative bioavailability of rifabutin in liposomal form in this experiment was 522%. 

Keywords: rifabutin, liposomes, pharmacokinetics, bioavailability, HPLC validation

Введение

Рифабутин — противотуберкулезное антибактери-

альное средство широкого спектра действия, облада-

ющее низкой растворимостью, что существенно огра-

ничивает его применение. Терапия рифабутином часто 

оказывается малоэффективной в случае, если возбуди-

тели инфекционных заболеваний паразитируют внутри 

клеток хозяина. Способность липосом обеспечивать до-

ставку лекарственных препаратов внутрь клетки делает 

их перспективными носителями для создания систем 

доставки рифабутина [1, 2]. Липосомы облегчают про-

никновение лекарственных препаратов внутрь клетки, 

что важно в случае лечения туберкулеза, так как возбу-

дитель туберкулеза Мycobacterium tuberculosis является 

факультативным внутриклеточным паразитом, основ-

ная часть микобактерий находится в фагосоме макро-

фагов, что осложняет лечение заболевания. Кроме того, 

липосомы существенно увеличивают биодоступность 

лекарственных веществ при различных путях введения, 

не вызывают аллергических, пирогенных, иммуноло-

гических реакций [3]. Данные по изучению эффектив-

ности липосомальных антибиотиков показали возмож-

ность замены инъекционных форм пероральными. При 

этом возможно снижение дозы в два и более раз без по-

тери терапевтической эффективности [4].

В ООО «Технология лекарств» разработана новая 

система доставки рифабутина в виде лиофилизирован-

ного липосомального порошка для эндотрахеального 

введения. 
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Целью настоящей работы явилось исследование 

фармакокинетики липосомальной формы рифабутина 

на животных после эндотрахеального введения, изуче-

ние распределения в тканях рифабутина, а также оцен-

ка относительной биодоступности новой лекарствен-

ной формы рифабутина в сравнении с субстанцией.

Экспериментальная часть

В исследовании использовали аутбредных белых 

крыс-самцов массой 220—250 г (Питомник лабораторных 

животных РАМН «Рапполово»), которые содержались 

в стандартных условиях вивария со световым режимом 

12 ча  сов света и 12 часов темноты на полнорационной 

сбалансированной по содержанию питательных веществ 

диете для лабораторных животных (по ГОСТ Р 50258-92). 

Эксперименты выполнены согласно методическим ру-

ководствам и нормативным документам, правилам ла-

бораторной практики при проведении доклинических 

исследований в РФ (ГОСТ Р 53434-2009), согласованном 

с «Европейской конвенцией по защите позвоночных жи-

вотных, используемых для экспериментальных и науч-

ных целей» и одобрены на заседании биоэтической ко-

миссии СПб института фармации. 

Исследуемый препарат — Рифабутин в липосо-

мальной форме (ООО «Технология лекарств», Рос-

сия) вводили в трех дозах 6.5, 13 и 26 мг/кг однократно 

эндотрахеально с помощью аэрозоллера для мелких 

лабораторных животных (Penn-Century Inc., USA). 

Субстанцию рифабутина (Sichuan Med-Shine Pharma-

ceutical Co., Китай) вводили в дозе 13 мг/кг однократ-

но эндотрахеально. 

Пробы крови и органы (легкие, печень, сальник) 

отбирали после эвтаназии животных с помощью СО
2
- 

камеры через 0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 10.0, 24.0, 48 ч. 

Количество животных на одну временную точку — 5. 

Образцы крови помещали в гепаринизированные про-

бирки, центрифугировали при 2000 об/мин в течение 

20 мин для получения плазмы. Образцы плазмы и ор-

ганов были заморожены и хранились до анализа при 

температуре -20оС.

Подготовка плазмы крови к анализу: в пробирку 

вместимостью 1,5 мл (типа «Эппендорф») помещали 0,2 

мл плазмы, прибавляли 0,1 мл элюента, перемешивали, 

прибавляли 0,4 мл смеси дихлорметана и изооктана в 

соотношении 2:3 и экстрагировали аналит. Далее про-

бы центрифугировали при 3000 об/мин 15 минут, орга-

нический слой отделяли. Экстракцию смесью дихлор-

метана и изооктана повторяли еще раз, органические 

слои объединяли, растворитель удаляли, сухой остаток 

растворяли в 0,2 мл метанола, пробу переносили в виа-

лу для автосамплера и дозировали в ВЭЖХ-систему.

Подготовка органов к анализу: размороженный ор-

ган гомогенизировали в измельчителе тканей с элюен-

том в соотношении 1:2. 0,4 мл полученного гомогената 

переносили в пластиковую пробирку вместимостью 

5 мл с завинчивающейся крышкой, прибавляли 2 мл 

смеси дихлорметана и изооктана, вортексировали 10 

с и затем встряхивали 10 мин для экстракции анали-

та. Далее пробы центрифугировали при 3000 об/мин 15 

минут, органический слой отделяли. Процедуру экс-

тракции повторяли еще раз. Объединенные извлечения 

помещали в пластиковые центрифужные пробирки 

вместимостью 5 мл, растворитель удаляли, сухой оста-

ток растворяли в 0,2 мл метанола и переносили в виалу 

для автосамплера и дозировали в ВЭЖХ-систему.

Образцы анализировали на хроматографе высокого 

давления фирмы Shimadzu (Япония) с колонкой Luna 

C
18 

(2) (4,6x150 мм, 5 μм) и предколонкой (3,0 мм) за-

полненной тем же сорбентом (Phenomenex, США) в 

изократическом режиме элюирования смесью буфер-

ного раствора с рН~4,0 (раствор, содержащий 3,8 г/л 

аммония уксуснокислого, доведенного ледяной уксус-

ной кислотой до рН 4,0±0,2) и ацетонитрила в соот-

ношении 50:50, скорость подачи элюента 1,0 мл/мин, 

объём пробы 20 мкл, длина волны детектирования 

275 нм. Регистрация и обработка хроматограмм выпол-

нена с помощью программного обеспечения LabSolution 

(Shimadzu, Япония). 

Статистическая обработка данных выполнена с по-

мощью программного обеспечения Microsoft Office Ex-

cel 2007. В таблицах приведены средние арифметические 

значения (x), соответствующие им стандартные ошибки 

среднего значения (Sx). Параметры фармакокинетики 

рассчитаны методом статистических моментов [5].

Результаты и обсуждение

Для анализа биологических проб плазмы разрабо-

тали методику количественного определения рифа-

бутина, которая была валидирована в соответствии с 

современными требованиями [6-9]. Методика была 

адаптирована для анализа проб органов и ревалидиро-

вана на примере проб печени. Основные валидацион-

ные параметры методик приведены в табл. 1.
Таблица 1

Валидационные параметры методик определения рифабутина 

в плазме крови и печени

Параметр
Значение
в плазме

Значение
в печени

Линейность (Linearity) и аналити-
ческая область (Range), мкг/мл 0,01—50,0 0,06—46,0

Уравнение регрессии* Y=37368·X+300 Y=36742·X-483
Коэффициент корреляции r 0,9993 0,9998
Относительное стандартное 
отклонение, RSD, % 0,7 0,7

Степень экстракции (Recovery), % 89,7 83,8
Точность (Accuracy), % 1,0-6,6 0,6-14,1
Прецизионность (Precision), % 0,6-8,5 0,3-6,2
Предел обнаружения (LOD), мкг/мл 0,003 0,02
Предел количественного 
определения (LOQ), мкг/мл 0,010 0,06

Примечания: * y — площадь пика рифабутина; 
          х — концентрация рифабутина, мкг/мл
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Таблица 2
Показатели фармакокинетики рифабутина при однократном эндотрахеальном введении препарата Рифабутин в липосомальной форме 

(ООО «Технология лекарств», Россия) и его субстанции x±Sx

Объект 
С

max
,

мкг/мл
AUC

0-48
, 

ч·мкг/мл
MRT, ч С

max
/ AUC

t
, ч Т

1/2
, ч Т

max
, ч

Рифабутин липосомальный 
6.5 мг/кг 0,44±0,03 3,78±0,27 9,42±0,98 0,12±0,01 6,53±0,67 0,60±0,10

Рифабутин липосомальный 
13 мг/кг 0,92±0,09 7,46±0,31 9,88±0,97 0,13±0,02 6,85±0,68 0,55±0,12

Рифабутин липосомальный 
26 мг/кг 1,30±0,13 12,74±0,94 10,69±0,19 0,10±0,01 7,41±0,13 0,50±0,10

Рифабутин субстанция 
13 мг/кг 0,25±0,08 1,43±0,48 8,34±0,63 0,17±0,01 5,78±0,43 0,42±0,08

Разработанные и валидированные методики опре-

деления содержания рифабутина были использованы 

для анализа проб плазмы крови и органов, полученных 

от лабораторных животных.

Для оценки фармакокинетики липосомальной 

формы рифабутина и ее линейности препарат был вве-

ден в трех дозах — 6.5, 13 и 26 мг/кг, параллельно для 

изучения относительной биодоступности была введена 

субстанция рифабутина в дозе 13 мг/кг. Полученные 

результаты приведены на рис. 1. 

После введения субстанции и липосомальной фор-

мы рифабутина фармакокинетическая кривая имеет 

схожую форму (рис. 1). Максимальная концентрация 

в плазме крови достигается достаточно быстро — через 

30 минут после введения. Далее наблюдается постепен-

ное снижение концентрации рифабутина и к 48 часу 

эксперимента действующее вещество в плазме крови 

определяется в незначительных количествах. Кон-

центрации рифабутина, определяемые в плазме крови 

статистически значимо выше после введения липосо-

мальной формы. 

Основные фармакокинетические параметры, рас-

считанные методом статистических моментов, приве-

дены в табл. 2

Основной параметр, характеризующий степень 

биологической доступности препарата Рифабутин в 

липосомальной форме, AUC
0-48

, увеличивается с уве-

личением дозы линейно (рис. 2) и имеет статистически 

значимые различия в зависимости от вводимой дозы.

Для проверки гипотезы линейности был проведен 

регрессионный анализ, в результате которого было 

установлено, что уравнение линейной регрессии явля-

ется значимым (Р=0,0047), свободный член уравнения 

незначимо отличается от нуля: абсолютное значение 

критерия t составило 0,91 при критическом значении 

двустороннего t-критерия Стьюдента 4,30. Получен-

ные результаты позволяют принять гипотезу линейно-

сти для изучаемых доз препарата Рифабутин в липосо-

мальной форме.

Значения максимальной концентрации C
max

 также 

имеют статистически значимые отличия в зависимости 

от дозы. Среднее время удержания препарата (MRT) 

период полувыведения (T
1/2

) и показатель C
max

/AUC
t

не имеют значимых отличий при изменении дозы пре-

парата.

С целью оценки относительной биодоступности 

субстанции рифабутина и его липосомальной формы 

сравнивали значения максимальной концентрации 

(C
max

), времени её достижения (T
max

), площади под 

фармакокинетической кривой (AUC
0-48

), полученные 

при введении изучаемых объектов в дозе 13 мг/кг.

Основной параметр, характеризующий степень 

биологической доступности препарата, AUC
0-48

, а так-

же максимальная концентрация C
max

 имеют статисти-

Рис. 2. Зависимость значений AUC
0-48

 от величин вводимых доз препарата 
Рифабутин в липосомальной форме
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Рис. 1. Кривая «концентрация-время» рифабутина при однократном эндо-
трахеальном введении исследуемого препарата в различных дозировках 
и субстанции рифабутина (n=5, x±Sx)
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чески значимые отличия в зависимости от вводимого 

объекта: максимальная концентрация рифабутина по-

сле введения липосомальной формы в 3,7 раза выше, 

чем после введения субстанции, значения площади 

под фармакокинетической кривой выше в 5,2 раза. 

Время достижения максимальной концентрации 

несколько выше после введения липосомальной фор-

мы, однако, статистически значимых различий уста-

новлено не было. Остальные параметры (MRT, T
1/2

, 

C
max

/AUC
t
) также не имеют значимых отличий. 

Относительная биологическая доступность рифа-

бутина в липосомальной форме, рассчитанная как от-

ношение площадей под фармакокинетической кривой 

«концентрация-время» для липосомальной формы и 

субстанции составила 522%. Полученные данные сви-

детельствуют о значимом увеличении биологической 

доступности рифабутина при эндотрахеальном введе-

нии его в липосомальной форме по сравнению с суб-

станцией. 

Для липосомальной формы рифабутина было изу-

чено накопление действующего вещества в ткани лег-

ких, а также распределение в тканях печени и сальника 

(рис. 3).

В исследуемых тканях рифабутин определяется уже 

через 15 минут после введения, максимум концентра-

ции достигается через 30 минут. Минимальное коли-

чество действующего вещества (C
max

 около 1,4 мкг/г) 

наблюдается в сальнике — наименее васкуляризиро-

ванной ткани. Для лёгочной ткани и ткани печени мак-

симальная концентрация составила 21,8 и 12,8 мг/г, 

соответственно. Через 2 часа после введения липосо-

мальной формы рифабутина в печени и лёгких наблю-

дается второй, менее выраженный, подъем концентра-

ции рифабутина. 

Интенсивность проникновения фармакологиче-

ского средства в периферические ткани была охарак-

теризована тканевой доступностью (f
T
), определяемой 

как отношение значения AUC в ткани (AUC
T
) к со-

ответствующей величине AUC в плазме, а также зна-

чением периода полувыведения и среднего времени 

удержания (T
1/2,T 

и MRT
T
). Рассчитанные параметры 

приведены в табл. 3.
Таблица 3

Основные показатели проникновения рифабутина в сальник 
при однократном эндотрахеальном введении препарата 

Рифабутин в липосомальной форме ( x±Sx)

Орган AUС
0-48

, мкгЧ MRT
Т
, ч Т

1/2Т
, ч f

t

лёгкие 274,34±28,76 12,51±0,60 8,67±0,41 36,77

печень 123,80±4,65 10,84±0,51 7,51±0,35 16,59

сальник 3,72±0,92 4,36±0,82 3,02±0,57 0,50

Рифабутин в липосомальной форме интенсивно 

распределяется в ткани исследованных органов. Схо-

жие результаты были получены при изучении распре-

деления в тканях рифабутина на мышах после внутри-

венного введения липосомальной формы рифабутина 

[2]: в исследовании было установлено интенсивное 

распределение действующего вещества в ткани лёгких, 

селезёнки и печени. В проведённом исследовании кон-

центрации рифабутина в сильно васкуляризированных 

органах значительно выше, чем в слабо васкуляризи-

рованных органах. В легочной ткани концентрации 

рифабутина значительно более высокие по сравнению 

с плазмой крови (площадь под фармакокинетической 

кривой в плазме в 36 раз меньше, чем в легких), сред-

нее время удержания также наиболее высокое в легких. 

Проведённое на крысах исследование фармако-

кинетики липосомальной лекарственной формы ри-

фабутина показало, что после однократного введения 

препарата на трёх уровнях доз фармакокинетика пре-

парата Рифабутин в липосомальной форме является 

линейной в диапазоне доз 6,5—26 мг/кг, действующее 

вещество интенсивно распределяется в сильно васку-

ляризированные органы, содержание его в слабо ва-

скуляризированных органах значительно ниже. 

Таким образом, включение рифабутина в липосо-

мы является перспективной терапевтической системой 

для лечения или профилактики инфекционных забо-

леваний. Эндотрахеальное введение липосомального 

рифабутина крысам привело к повышению концентра-

ции действующего вещества в месте введения (лёгких) 

по сравнению с введением чистого рифабутина, при 

этом относительная биодоступность рифабутина в ли-

посомальной форме составила 522%.

Рис. 3. Кривые «концентрация-время» рифабутина при однократном эндо-
трахеальном введении исследуемого препарата Рифабутин в липосомаль-
ной форме в различных органах (n=5,  x±Sx)
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