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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследования 

При проведении исследований фармакокинетики лекарственных препаратов, особенно 

на этапе клинических испытаний, необходимо количественное определение лекарственных ве-

ществ (ЛВ), а в некоторых случаях, их метаболитов в биологических жидкостях. Одной из 

наиболее сложных задач данных исследований является измерение концентрации веществ, со-

держащих в структуре нестабильные функциональные группы. Данные соединения способны 

разрушаться на различных этапах исследования, таких как отбор крови, хранение образцов, за-

мораживание и размораживание образцов, выполнение анализов [под ред. А.Л. Хохлова, 2018; 

Li W., 2013]. Этой проблеме посвящён ряд обзоров, в которых приведены примеры веществ и 

меры, предпринятые для предупреждения их разложения [Briscoe C.J., 2009; Dell D., 2004; Hil-

horst M., 2015; Li W., 2013]. Однако, в этих публикациях не приведено подробное описание 

процесса разработки методики и последовательности действий при подборе условий замедле-

ния деградации данных соединений. 

 Наиболее частыми причинами нестабильности молекул аналита или его метаболитов 

является окисление и гидролиз [под ред. А.Л. Хохлова, 2018; Briscoe C.J., 2009; Dell D., 2004; 

Hilhorst M., 2015; Li W., 2013]. В качестве примеров легкоокисляющихся соединений для вы-

полнения исследования выбраны вещества, содержащие в своей структуре фенольные гидрок-

силы [Briscoe C.J., 2009; Dell D., 2004]. Глюкурониды лекарственных веществ использовались в 

качестве примера легкогидролизующихся соединений, т.к. путём глюкуроновой коньюгации 

метаболизируется большинство молекул ксенобиотиков, содержащих в структуре гидроксиль-

ные и карбоксильные группы [Li W., 2013]. Для проведения исследования были выбраны мико-

феноловая (МФК) и деметилированная мебевериновая кислота (ДМК), которые содержат один 

фенольный гидроксил, и метилдопа, которая содержит два фенольных гидроксила. При этом 

МФК метаболизируется с образованием О-ацилглюкуронида (АГМФК) и фенольного глюкуро-

нида (ФГМФК), а ДМК – фенольный глюкуронид (ФГДМК) [Kristinsson J., 1993; Maddela, R., 

2017; Ohyama, K., 2008; Shipkova, M., 2009; Wiesen M.H.J., 2012]. Следует отметить, что данные 

представители ЛВ и их метаболитов были выбраны из множества примеров нестабильных со-

единений, т.к. все методики разрабатывались для проведения заранее запланированных иссле-

дований биоэквивалентности и фармакокинетики их лекарственных препаратов. 

Степень разработанности темы 

На настоящих момент известны результаты 5 исследований БЭ препаратов микофенола-

та мофетила [Almeida S., 2010; Bahrami G.,2006: Patel S., 2011; Upadhaya V., 2014; Zhang Q., 

2010]. Изучение БЭ таблеток микофенолата натрия ранее проводилось. В ряде работ, посвя-

щённых биоаналитическим исследованиям микофеноловой кислоты авторы используют буфер-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Briscoe%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21083197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Briscoe%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21083197
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Briscoe%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21083197
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ные растворы, а также растворы кислот для предотвращения обратной конверсии её фенольного 

глюкуронида и ацилглюкуронида [Benoit-Biancamano M.O., 2007; Brandhorst G., 2006; Chen B., 

2007; Mino Y., 2008; Ohyama K., 2008; Shipkova M., 2009]. В других публикациях указано, что 

гидролиз данных метаболитов является незначительным, и добавление стабилизаторов не тре-

буется [Heinig K., 2010; Li W., 2013]. Однако, в большинстве исследований изучение данного 

явления не проводилось [Almeida S., 2010; Carlucci F., 2007; Daurel-Receveur M., 2006; Elbarty 

F.A., 2007;  Hosotsubo H., 2001; Maddela R., 2017; Ohyama K., 2008; Upadhyay V., 2014; Willis, 

C., 2002; Zhong Y., 2006]. Поэтому изучение обратной конверсии конъюгатов микофеноловой 

кислоты является актуальным. 

При сравнении фармакокинетики капсул и таблеток мебевеверина рассчитывались ФК 

параметры  ДМК [Winsemius A., 2002], при изучении ФК таблеток мебеверина определяли кон-

центрации в плазме мебевериновой кислоты (МК) и мебеверинового спирта (МС) [Stockis A., 

2002], а также ДМК, ДМК и МС [Moskaleva N.E., 2017]. Таким образом, подходы к проведению 

их фармакокинетических исследований МБ отличаются. Общими недостатками методик коли-

чественного определения ДМК и других метаболитов мебеверина в плазме и сыворотке крови 

методами ВЭЖХ и ВЭЖХ-МС/МС являются длительная и трудоёмкая процедура подготовки 

проб с применением твёрдофазной (ТФЭ) [Bahrami G., 2006; Elliott S., 2006; Khatri C.A., 2010; 

Moskaleva N.E., 2017; Oliveira C.H., 2002; Stockis A., 2002; Valizadeh H., 2010] и жидкостно-

жидкостной (ЖЖЭ) экстракции и низкая чувствительность [Vlase L., 2013]. Стабильность фе-

нольного глюкуронида деметилированной мебевериновой кислоты в плазме в процессе хране-

ния также не была изучена. 

В зарубежной литературе опубликованы результаты 4 исследований БЭ метилдопы [Bah-

rami G., 2006; Oliveira C.H., 2002; Rona K., 2001; Valizadeh H., 2010]. Недостатками биоаналити-

ческих методик определения данного соединения в плазме крови с применением ВЭЖХ с флю-

ориметрическим [Bahrami G., 2006; Oliveira C.H., 2002] и тандемным масс-спектрометрическим 

[Rona K., 2001; Vlase L, 2013] детектированием, использованных при выполнении данных ра-

бот, также являются длительная пробоподготовка с применением жидкостно-жидкостной и 

твердофазной экстракции [Bahrami G., 2006, Oliveira C.H., 2002, Rona K., 2001] и низкая чув-

ствительность [Vlase L., 2013].  

В отечественной и зарубежной литературе опубликованы статьи по биоаналитическим 

исследованиям веществ, включающих в структуру фенольные гидроксилы и образующих глю-

куроновые коньюгаты, как с применением растворов стабилизаторов, так и без их использова-

ния [Almeida S., 2010; Bahrami G., 2006; Benoit-Biancamano M.O., 2007; Brandhorst G., 2006; Car-

lucci F., 2007;  Chen B., 2007; Daurel-Receveur M., 2006; Elbarty F.A., 2007; Elliott S., 2006; Heinig 

K., 2010; Hosotsubo H., 2001; Khatri C.A., 2010; Li W., 2013; Maddela R., 2017; Mino Y., Mos-
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kaleva N.E., 2017; 2008; Ohyama K., 2008; Oliveira C.H., 2002;  Shipkova M., 2009; Upadhyay V., 

2014; Valizadeh H., 2010; Vlase L., 2013; Willis, C., 2002; Zhong Y., 2006]. Анализ данных источ-

ников свидетельствует о том, что подходы к разработке методик количественного определения 

соединений, содержащих в структуре потенциально нестабильные функциональные группы, в 

биологических жидкостях отсутствуют. 

Цель исследования: 

Разработать биоаналитические методики определения микофеноловой кислоты, демети-

лированной мебевериновой кислоты совместно с мебевериновой кислотой и метилдопы в плаз-

ме и провести изучение биоэквивалентности таблеток микофенолата натрия и метилдопы и 

фармакокинетики капсул мебеверина. 

Задачи исследования: 

1. Провести изучение стабильности микофеноловой кислоты, деметилированной мебеверино-

вой кислоты и метилдопы в плазме крови и, при необходимости, осуществить подбор стаби-

лизатора. 

2. Оценить влияние обратной конверсии глюкуронидов микофеноловой кислоты и фенольного 

глюкуронида деметилированной мебевериновой кислоты в плазме в процессе хранения и 

выполнения анализов на точность определения концентраций данных аналитов и, при необ-

ходимости, провести выбор стабилизатора.   

3. Валидировать аналитические методики количественного определения в плазме крови мико-

феноловой кислоты методами ВЭЖХ-МС/МС, ВЭЖХ-МС, ГХ-МС, мебевериновой и деме-

тилированной мебевериновой кислот методом ВЭЖХ-МС/МС, метилдопы методом ВЭЖХ-

МС/МС. 

4. Осуществить перекрёстную валидацию ВЭЖХ-МС/МС, ВЭЖХ-МС, ГХ-МС-методик опре-

деления микофеноловой кислоты на образцах плазмы, полученных от нелинейных крыс. 

5. Установить подходы к разработке биоаналитических методик определения соединений, со-

держащих в структуре фенольные гидроксилы и образующих в процессе метаболизма глю-

курониды. 

6. Провести изучение биоэквивалентности таблетированных форм микофеноловой кислоты и 

метилдопы. 

7. Выполнить сравнение фармакокинетических параметров мебевериновой и деметилирован-

ной мебевериновой кислот и их концентраций в плазме в точках отбора проб после одно-

кратного приёма препарата мебеверина в форме капсул с пролонгированным высвобожде-

нием. 

Научная новизна 
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Впервые проведено изучение биоэквивалентности микофенолата натрия в форме табле-

ток, покрытых оболочкой, в дозировке 360 мг, в рамках которого были впервые рассчитаны 

фармакокинетические параметры микофеноловой кислоты после однократного приёма данного 

препарата  здоровыми добровольцами. Впервые разработаны  методики определения микофе-

ноловой кислоты в плазме с применением ГХ-МС и ВЭЖХ-МС, которые имеют сравнимый с 

ВЭЖХ-МС/МС уровень чувствительности.  

Впервые проведено исследование биоэквивалентности воспроизведённого тестируемого 

препарата метилдопы российского производства. Впервые подобран способ предотвращения 

окисления метилдопы в плазме крови. 

Впервые рассчитаны фармакокинетические параметры мебевериновой кислоты после 

приёма мебеверина в форме капсул с пролонгированным высвобождением в дозировке 200 мг. 

Установлена корреляция между концентрациями мебевериновой и деметилированной мебеве-

риновой кислот в плазме крови. Впервые при ВЭЖХ-МС/МС- определении мебевериновой и 

деметилированной мебевериновой кислот в плазме крови использован метод осаждения белков 

без концентрирования для пробоподготовки. При этом доказано отсутствие обратной конверсии 

фенольного глюкуронида деметилированной мебевериновой кислоты как в процессе хранения 

образцов, так и в процессе масс-спектрометрического детектирования.  

Впервые сформулированы подходы к разработке методик определения в плазме крови 

веществ, содержащих в структуре фенольные гидроксилы и метаболизирующихся путём глю-

куроновой коньюгации.  

Теоретическая и практическая значимость темы 

В результате выполненного исследования проведено обобщение данных литературы о 

стабилизации лекарственных веществ и их метаболитов в биологических жидкостях. Подходы к 

разработке биоаналитических методик, сформулированные на основании изучения веществ, со-

держащих в структуре фенольные гидроксилы и метаболизирующихся путём глюкуроновой 

коньюгации, могут быть использованы при анализе всех групп нестабильных соединений. 

Методики определения микофеноловой кислоты, метилдопы и метаболитов мебеверина 

в плазме внедрены в практическую деятельность биоаналитических лабораторий ООО «Квинта-

аналитика Ярославль» и Центра трансфера фармацевтических технологий им. М.В. Дорогова 

ФГБОУ ВО «Ярославский государственный педагогический университет им. К.Д. Ушинского» 

для проведения фармакокинетических исследований. Методики количественного определения 

микофеноловой кислоты в плазме также внедрены в практическую деятельность химико-

токсикологической лаборатории ГБУЗ ЯО «Ярославская областная клиническая наркологиче-

ская больница» для проведения терапевтического лекарственного мониторинга.  

Методология и методы исследования 
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Диссертационное исследование включало в себя два экспериментальных этапа. На пер-

вом этапе была выполнена разработка и валидация биоаналитических методик для определения 

изучаемых соединений, а также перекрёстная валидация методик определения микофеноловой 

кислоты на образцах плазмы, полученных от крыс. Второй этап заключался в проведении ис-

следований биоэквивалентности таблеток микофеноловой кислоты и метилдопы и фармакоки-

нетики капсул мебеверина на здоровых добровольцах. 

Личный вклад автора 

Автор самостоятельно осуществил постановку целей и задач исследования, обзор и си-

стематизацию данных литературы, статистическую обработку полученных данных, сформули-

ровал подходы к разработке биоаналитических методик определения потенциально нестабиль-

ных соединений. Автор принимал непосредственное участие в проведении экспериментальной 

части работы: разработке и валидации методик, проведении анализа образцов, полученных от 

добровольцев и лабораторных животных. Автору принадлежит ведущая роль в подготовке пуб-

ликаций, заявок на патенты, обсуждении и внедрении основных результатов диссертации. 

Степень достоверности и апробация результатов исследования 

Достоверность результатов диссертации гарантирована использованием современных 

инструментальных методов анализа, а также полной валидацией всех разработанных методик. 

Полученные в ходе валидации и фармакокинетических исследований данные подвергнуты ста-

тистической обработке с помощью прикладных статистичеких пакетов. 

Результаты диссертационной работы апробированы на XXIV Российском национальном 

конгрессе «Человек и лекарство» (2017), II международной конференции «Исследования лекар-

ственных препаратов: простые и сложные задачи» (2017), 72-ой Всероссийской научно-

практической конференции студентов и молодых ученых с международным участием «Акту-

альные вопросы медицинской науки» (2018), V съезде фармакологов России «Научные основы 

поиска и создания новых лекарств» (2018). 

 По теме диссертации опубликовано 15 научных работ, в том числе 5 в журналах, реко-

мендованных ВАК, 2 монографии, а также получены 3 решения о выдаче патента. 

Положения, выносимые на защиту 

1. При проведении биоаналитических исследований микофеноловой кислоты в качестве анти-

коагулянта следует использовать К3ЭДТА с целью минимизации гидролиза её глюкуронидов в 

плазме.  

2. Для предотвращения разложения метилдопы в качестве антикоагулянта необходимо приме-

нять К3ЭДТА, а также добавлять к плазме раствор стабилизатора, содержащий смесь аскорби-

новой кислоты, натрия сульфита, натрия гидрокарбоната в концентрациях 5%, 0,2% и 2,4%, со-

ответственно, из расчёта 0,2 мл раствора стабилизатора на 1 мл плазмы крови. 
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3. Результаты проведённых исследований сравнительной фармакокинетики свидетельствуют о 

биоэквивалентности тестируемого препарата метилдопы референтному препарату «Допегит» и 

отсутствии биоэквивалентности тестируемого препарата микофенолата натрия и референтного 

препарата «Майфортик». 

4. Между концентрациями мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислоты в про-

межутке от 0,5 ч до 8,0 ч после приёма препарата «Дюспаталин» в форме капсул с пролонгиро-

ванным высвобождением присутствует достоверная положительная корреляция. 

Объём и структура диссертации 

Диссертационная работа изложена на 181 странице машинописного текста, содержит 51 

рисунок и 64 таблицы, и состоит из введения, обзора литературы, описания материалов и мето-

дов исследования, обсуждения результатов исследования, общих выводов, практических реко-

мендаций, 7 приложений и глав, в которых описан процесс разработки биоаналитических мето-

дик, и приведены результаты проведённых исследований биоэквивалентности и фармакокине-

тики. Список литературы включает 188 источников, в том числе 145 иностранных. 

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

В первой главе (обзор литературы) проанализированы особенности проведения фарма-

кокинетических исследований препаратов микофеноловой кислоты, мебеверина и метилдопы, 

описаны методики определения данных соединений и их метаболитов в биологических жидко-

стях с указанием их основных недостатков. Далее изложены основные способы, применяемые 

для предотвращения разложения веществ в пробах биологических жидкостей. Подробно описа-

ны химические свойства фенольных соединений и глюкуронидов лекарственных веществ и 

факторы, влияющие на их стабильность. Структурные формулы изучаемых соединений пред-

ставлены на рис. 1. 
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Рисунок 1. Структурные формулы МФК (А), МД (Б), ДМК (В; R=Н) и МК (В; R=СН3)  

 Во второй главе  (материалы и методы) приведён дизайн исследования (рис. 2), пере-

чень используемого оборудования, реактивов, использованных в исследовании, описан процесс 

приготовления стандартных образцов определяемых веществ. Изложен объём проводимых при 

валидации испытаний и критерии их приемлемости, а также порядок проведения аналитическо-

го цикла. С целью перекрёстной валидации разработанных методик определения микофеноло-

вой кислоты, а также изучения обратной конверсии АГМФК в процессе хранения в плазме бы-
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ло проведено исследование фармакокинетики на 10 нелинейных крысах-самцах массой 250±10 

г. При этом субстанцию микофенолата натрия вводили крысам перорально в виде водного рас-

твора в дозировке 33,0 мг/кг. Образцы крови забирались через 2 ч после приёма, т.к., согласно 

данным литературы, этот момент соответствует времени достижения максимальной концентра-

ции ФГМФК и АГМФК [Liu Q., 2017; Yoshimura K., 2017]. Затем часть от каждого образца 

плазмы подвергалась немедленной пробоподготовке и анализировалась с применением разра-

ботанных методики, другая часть – замораживалась до температуры не выше -20°С для после-

дующего изучения обратной конверсии ФГМФК и АГМФК в процессе хранения. Данное испы-

тание было проведено в соответствии с правилами надлежащей лабораторной практики ЕАЭС 

(2017). 

 
Рисунок 2. Дизайн исследований 

Клинические исследования биоэквивалентности (БЭ) препаратов микофенолата натрия и 

метилдопы и фармакокинетики препарата мебеверина выполнялись после экспертизы Совета 

по этике и получения разрешения от МЗ РФ в ГАУЗ ЯО КБ №2. Критерии включения и не-

включения добровольцев в исследования установлены согласно требованиям руководства 

ЕАЭС по проведению исследований БЭ (2017).  

 Изучение БЭ тестируемого препарата микофенолата натрия1 в форме таблеток, покры-

тых оболочкой в дозировке 360 мг было проведено на 48 здоровых добровольцах [МУ ФГУ 

НЦЭСМП, 2008; Kuypers D.R., 2010; Yu C.-Z., 2017; Zhang J., 2017 ]. В исследуемую популяцию 

                                                           
1 Название и производитель тестируемого препарата не названы по требованию спонсора исследования 
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вошли 34 женщин и 14 мужчин европеоидной расы в возрасте от 18 до 43 лет. Средний возраст 

испытуемых составил 26,3±8,2 лет, рост 168,0±9,1 см, вес 61,8±9,0 кг, ИМТ 21,9±2,3 кг/м2. В 

качестве референтного препарата был выбран «Майфортик» («Новартис», Швейцария; номер 

серии: S0347, дата: 12.2014). Данное исследование по дизайну является открытым рандомизи-

рованным перекрестным. Отмывочный период составил 14 дней. Для отбора образцов были 

выбраны следующие временные точки [Delavenne X, 2011; Jonhston A., 2006]: до приёма, через 

15 мин, 30 мин, 45 мин, 1 ч, 1,5 ч, 2 ч, 3 ч, 4 ч, 6 ч, 8 ч, 12 ч, 18 ч, 24 ч, 48 ч, 72 ч после приема 

ЛП.  

Исследование БЭ метилдопы2 в форме таблеток в дозировке 250 мг также являлось от-

крытым рандомизированным перекрестным с отмывочным периодом 7 дней. В качестве рефе-

рентного препарата был выбраны таблетки «Допегит» в аналогичной дозировке («ЭГИС», Вен-

грия; серия D358N1014, срок годности: до 10.2019) [ГРЛС; ФЗ №61-ФЗ; Oliveira C.H., 2002; Ro-

na K., 2001]. В популяцию было включено на 24 здоровых добровольцах [Oliveira C.H., 2002, 

Rona K., 2001]: 12 женщин и 12 мужчин европеоидной расы в возрасте от 18 до 40 лет; их сред-

ний возраст составил 25,4±7,3 лет, рост 171,0±9,0 см, вес 65,8±7,2 кг, ИМТ 22,7±2,4 кг/м2. От-

бор проб крови производился до приёма препарата и через 5 мин,15 мин, 30 мин, 45 мин, 1 ч, 1 

ч 15 мин, 1,5 ч, 1 ч 45 мин, 2 ч, 2 ч 15 мин, 2,5 ч, 3 ч, 4 ч, 6 ч, 9 ч, 12 ч, 18 ч, 24 ч после приёма 

ЛП [Oliveira C.H., 2002]. 

Изучение фармакокинетики мебеверина в форме капсул с пролонгированным высвобож-

дением в дозировке 200 мг («Дюспаталин», производство «Эбботт Хелскеа САС» номер серии: 

10215, годен до 04.17) проводилось на 24 здоровых добровольцах [Winsemius A., 2002]. В попу-

ляцию для оценки фармакокинетических параметров было включено 13 женщин и 11 мужчин 

европеоидной расы в возрасте от 18 до 45 лет. Средний возраст добровольцев составил 27,5±6,9 

лет, рост 170,2±7,5 см, вес 67,0±11,8 кг, ИМТ 23,0±2,8 кг/м2. Отбор образцов крови выполняли до 

приема препарата и через 30 мин, 1 ч, 1,5 ч, 2 ч, 2,5 ч, 3 ч, 3,5 ч,  4 ч, 5 ч, 6 ч, 8 ч, 10 ч, 12 ч, 24 ч после 

приема ЛП [Moskaleva N.A., 2017; Winsemius A., 2002]. 

В третьей главе описан процесс разработки методик определения изучаемых веществ в 

плазме, и приведены результаты их валидации.  

Для определения микофеноловой кислоты в плазме методом ВЭЖХ-МС/МС были вы-

браны следующие условия: Хроматографическое разделение: колонка Phenomenex Kinetex C18 

(30*4,6 мм, 2,6 мкм) с предколонкой Phenomenex Security guard C18 (4*3,0 мм, 5 мкм), скорость 

потока - 0,4 мл/мин; градиентное элюирование (табл. 1); объём вводимой пробы – 5 мкл; темпе-

ратура – комнатная. Масс-спектрометрическое детектирование: способ ионизации – электро-

спрей c термофокусировкой; полярность – отрицательная; режим MRM: для МФК - 

                                                           
2 Название и производитель тестируемого препарата не названы по требованию спонсора исследования 
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319→191+205 m/z; для МФК-D3 - 322→191+205 m/z. Пробоподготовка: к 50 мкл плазмы до-

бавляли 450 мкл раствора МФК-D3 в концентрации 1,5 мкг/мл в метаноле, полученную смесь 

перемешивали на вортексе  в течение 30 сек, затем центрифугировали в течение 10 мин при 

3500 об/мин.   

Таблица 1 

Программа градиентного элюирования при ВЭЖХ-МС/МС определении микофеноловой 

кислоты 
Время, мин. 0,0 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,5 

Ацетонитрил, % (об.) 40 40 65 90 90 65 40 40 

Вода, % (об.) 60 60 35 10 10 35 60 60 

Данные параметры хроматографического процесса позволяют полностью разделить 

МФК и её фенольный глюкуронид, который подвержен фрагментации в источнике ионов (рис. 

3). Результаты предварительной оценки стабильности МФК с применением К3ЭДТА и гепари-

ната лития в качестве антикоагулянтов указывают на отсутствие необходимости в использова-

нии антиоксиданта: значения концентрации находились в диапазоне 85,0-115,0% (табл. 2). Изу-

чение обратной конверсии ФГМФК проводилось на образцах c концентрацией данного метабо-

лита 100 мкг/мл [Delavenne X., 2010; Elbarty, 2007; Patel C.G., 2006]. При использовании обоих 

антикоагулянтов уровень обратной конверсии ФГМФК оставался на допустимом уровне: не бо-

лее 20% от площади хроматографического пика образца НПКО. Для дальнейшего исследования 

в качестве антикоагулянта был выбран К3ЭДТА, т.к. относительное количество гидролизован-

ного метаболита после 24 ч хранения при комнатной температуре составило 2,58% от площади 

хроматографического пика образца НПКО, что в 3 раза меньше, чем при использовании гепа-

рината лития. 

Таблица 2 

Результаты предварительного оценки стабильности изучаемых соединений в плазме 
 % от начальной концентрации, n=3 

Микофеноловая кис-

лота 

Деметилированная ме-

бевериновая кислота 

Метилдопа 

Антикоагулянт К3ЭДТА Гепаринат 

лития 

К3ЭДТА Гепаринат 

лития 

К3ЭДТА Гепаринат 

лития 

Краткосрочная стабильность (24 

ч при комн. темп.) 
99,8 101,1 99,2 102,1 30,3 47,2 

Стабильность при заморажива-

нии/размораживании (3 цикла) 
100,6 97,2 99,2 97,0 80,0 93,2 

 

Таблица 3 

Оценка обратной конверсии ФГМФК в процессе хранения в плазме 
 

 
% от площади хром. пика МФК образца НПКО 

НПКО методики 0,5 мкг/мл (ВЭЖХ-

МС/МС),n=6 

НПКО методики 0,05 мкг/мл (ВЭЖХ-

МС), n=2 

К3ЭДТА Гепаринат лития К3ЭДТА Гепаринат лития 

Время хра-

нения образ-

ца при ком-

натной тем-

пературе, ч 

2 ч -* - 6,0 23,9 

6 ч - - 17,0 75,2 

8 ч - - 22,3 120,6 
24 ч 2,58 7,44 45,2 154,3 

*анализ не проводился 
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Рисунок 3. MRM-хроматограмма смеси, содержащей МФК и ФГМФК, при использовании ме-

тода ВЭЖХ-МС/МС 

Для обеспечения возможности детектирования следовых количеств микофеноловой кис-

лоты при проведении фармакокинетических исследований НПКО ВЭЖХ-МС-методики был 

снижен до 0,05 мкг/мл. Использованные в ВЭЖХ-МС/МС - методе параметры не позволили до-

стичь нужной чувствительности. Поэтому были выбраны следующие условия: Хроматографи-

ческое разделение: Zorbax Eclipse Plus C18 (100*4,6мм, 3,5 мкм), скорость потока - 0,6 мл/мин; 

изократическое элюирование – ПФ: ацетонитрил, вода и 0,1% раствор муравьиной кислоты - 

50:45:5 (об./об./об.) температура термостата - 40ºС; объём вводимой – 5 мкл. Масс-

спектрометрическое детектирование: способ ионизации электроспрей c термофокусировкой; 

полярность – отрицательная; режим SIM: МФК – 319 m/z. Пробоподготовка:  к 50 мкл плазмы 

добавляли 200 мкл метанола, полученную смесь перемешивали на вортексе в течение 30 сек и 

центрифугировали в течение 5 мин при 10000 об/мин. Данные условия позволяют хроматогра-

фически разделить МФК и ФГМФК (рис. 4).  

 При данном уровне НПКО гидролиз ФГМФК при применении К3ЭДТА не превышал 

максимально допустимого уровня в течение 6 ч, а при применении гепарината лития - в течение 

2 ч, что значительно меньше (табл. 3). Обратная конверсия данного метаболита полностью от-

сутствовала при хранении плазмы при температуре не выше –20⁰С в течение 1 мес,  а также де-

протеинизата плазмы в автосемплере (24 ч), в течение 3 циклов заморозки/разморозки. Повтор-

ный анализ образцов, полученных от лабораторных животных спустя 1 мес., выполненный с 

помощью ВЭЖХ-МС-методики, показал, что среднее значение различий между результатами 

измерений составило 1,12%, минимальное значение - -3,43%, максимальное значение - 9,49%. 

Это соответствует установленным требованиям: ±20% для более 67% образцов. Таким образом, 

хранение образцов при температуре -20ºС позволили сохранить уровень обратной конверсии 

ФГМФК и АГМФК на допустимом уровне. Поэтому при проведении биоаналитических иссле-

дований микофеноловой кислоты следует применять К3ЭДТА.  
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Рисунок 4. Хроматограмма раствора МФК (А) и ФГМФК (Б) при использовании метода ВЭЖХ-

МС 

 Для ГХ-МС-определения микофеноловой кислоты были выбраны следующие условия: 

Хроматографическое разделение: колонка Mega 5-MS (25 м*0,20 мм, 0,33 мкм), скорость пото-

ка ПФ (гелий) – 1 мл/мин; температурная программа: начальная температура термостата 100 ºС 

в течение 3 мин., нагрев со скоростью 25ºС/мин до 300ºС, 300 ºС - до конца анализа (19 мин.); 

температура испарителя - 300⁰С, объём вводимой пробы – 1 мкл; режим ввода пробы – без де-

ления потока, импульсный. Масс-спектрометрическое детектирование: способ ионизации - 

ионизация электронами; полярность – положительная; режимы детектирования SIM – для МФК 

- 449 m/z; Scan – 40-550 m/z (при необходимости скрининга). Пробоподготовка: к 250 мкл 

плазмы добавлялось 125 мкл фосфатного буферного раствора рН = 1,8 и 1 мл дихлорметана, 

полученная смесь перемешивалась на вортексе в течение 30 сек, а затем центрифугировалась 5 

мин при 3500 об/мин. Слой органического растворителя отделяли и переносили в стеклянные 

виалы объёмом 2 мл. Экстракт выпаривался на вакуумном концентраторе при 45ºС и 3500 

об/мин в течение 15 мин. К сухому остатку добавлялось 50 мкл смеси BSTFA и TMCS (99:1, 

об./об.). Дериватизация проводилась в термостате при 60 ºС в течение 20 мин. При данных па-

раметрах пробоподготовки ФГМФК не извлекался из плазмы (рис. 5). 

А 

 

Б 

 

Рисунок 5. Хроматограммы образца плазмы ФГМФК в концентрации 100 мкг/мл (А) и МФК в 

концентрации 0,05 мкг/мл при использовании ГХ-МС-метода (SIM - 449 m/z) 
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 В ходе перекрёстной валидации  методик установлено, что концентрации МФК при 

определении методом ВЭЖХ-МС находится в диапазоне 95,18-106,93%, при определении ГХ-

МС – 94,27-110,26%, относительно результатов ВЭЖХ-МС/МС. Это отвечает критериям при-

емлемости: погрешность измерений не превышает ±20% для более 67% образцов (табл. 10).  

При количественном определении метилдопы в плазме были выбраны следующие усло-

вия: Хроматографическое разделение: колонка Luna Phenyl-Hexyl (50*3,0 мм, 5 мкм) (колонка 

№1), колонка Synergi Fusion – RP 80A (150*3,0 мм,  4 мкм) (колонка №2), программа элюирова-

ния (табл. 4); подвижная фаза - метанол : вода : водный раствор формиата аммония в концен-

трации 80 ммоль/мл (рН=3,5) - 40:40:20 (об./об./об.); температура термостата - 40ºС; объём вво-

димой пробы – 8 мкл. Масс-спектрометрическое детектирование: способ ионизации – элек-

трораспылительная совместно с химической ионизацией при атмосферном давлении; поляр-

ность – положительная; режим MRM – для МД - 212 → 139 m/z, для МД-D3 - 215 → 169 m/z. 

Пробоподготовка: к 100 мкл плазмы добавляли 400 мкл раствора МД-D3 в концентрации 0,125 

мкг/мл в метаноле, полученную смесь перемешивали на вортексе в течение 30 сек, подвергали 

центрифугированию в течение 10 мин при 3500 об/мин и температуре +4оС. 

Таблица 4 

Параметры элюирования при определении метилдопы  

 Насос 1 Насос 2 
Переключение 6-портового крана (рис. 

6) 

Время, мин. 
Скорость потока 

мл/мин. 

Скорость потока 

мл/мин. 

Время, мин Положение 

0,00 0,4 

0,4 

0,00 1 > 6 

1,25 0,4 0,75 1 > 2 

1,26 1,0 1,05 1 > 6 

4,25 1,0 8,00 1 > 6 

4,26 0,4 

8,00 0,4 

 

 

Рисунок 6. Схема переключения 6- портового крана в процессе хроматографического разделе-

ния  
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Таблица 5 

Подбор стабилизаторов для предотвращения окисления метилдопы 

Стабилизатор 

 

Концентрация 

стабилизатора, 

% 

Краткосрочная 

стабильность 

(24 ч. при ком-

натной темпе-

ратуре), n=2 

Стабильность 

при заморажи-

вании / размо-

раживании, n=2 

Краткосрочная 

стабильность 

(24 ч. при ком-

натной темпе-

ратуре), n=2 

Стабильность 

при замора-

живании / 

разморажи-

вании, n=2 

% от начальной концентрации метилдопы 

К3ЭДТА Гепаринат лития 

Аскорбиновая 

кислота 

5 88,44 102,30 80,91 99,69 

10 94,91 96,17 78,76 93,21 
Смесь аскорби-

новой кислоты, 

натрия гидро-

карбоната, 

натрия сульфита 

5% аск. к-ты; 

2,4% NaHCO3; 

0,2% Na2SO3 89,31 98,24 72,48 95,07 

Натрия тио-

сульфат 

5 45,65 101,86 79,41 93,91 

10 31,32 99,81 83,46 97,78 

Натрия мета-

бисульфит 

5 66,84 102,68 75,79 90,70 

10 75,99 97,25 73,22 88,70 

Натрия суль-

фит 

5 - - - - 

10 - - - - 

Результаты предварительного изучения стабильности МД в плазме не отвечали крите-

риям приемлемости (табл. 2). При заморозке температуры до -20ºС образцы можно хранить 

только в течение 16 ч. Поэтому требовалось использование раствора стабилизатора. Добавле-

ние к плазме растворов аскорбиновой кислоты в концентрации 5 и 10% и раствора, содержаще-

го смесь аскорбиновой кислоты, натрия сульфита, натрия гидрокарбоната в концентрациях 5%, 

0,2% и 2,4%, соответственно, из расчёта 0,2 мл раствора антиоксиданта на 1 мл плазмы крови 

(1:5, об./об.) в комбинации с К3ЭДТА позволило предотвратить окисление МД в течение 24 ч. 

хранения при комнатной температуре, а также в течение 3-х циклов заморажива-

ния/размораживания (табл. 5). Так как при добавлении перечисленных выше растворов к плаз-

ме в объёмном соотношении 1:5 удалось стабилизировать аналит, исследование более концен-

трированных соотношений (1:2 или 1:1) не проводилось. Для валидации методики и проведения 

исследования БЭ была выбрана смесь аскорбиновой кислоты, натрия сульфита и натрия гидро-

карбоната, т.к. её использование позволяло достичь наилучшей чувствительности методики. 

Изменения условий подготовки проб при этом не потребовалось. Метилдопа в образцах остава-

лась стабильной в течение 1 мес при температуре -20ºС. Снижение температуры хранения об-

разцов до -80ºС позволило увеличить срок хранения образцов до 3 мес (табл. 8). 

При ВЭЖХ-МС/МС-определении мебевериновой и деметилированной мебеверино-

вой кислот были использованы следующие условия: Хроматографическое разделение: колонка 

Luna С8 Mercury (20*4,0 мм, 5 мкм) (колонка №1), колонка Luna C8 (150*4,6 мм, 5 мкм) (колон-

ка №2); градиентное элюирование (табл. 6); объём вводимой пробы – 5 мкл; температура – 

комнатная. Масс-спектрометрическое детектирование: способ ионизации – электроспрей c 

термофокусировкой; полярность – положительная; режим MRM: для МК - 280→121 m/z, для 
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ДМК – 266→107 m/z, МК-D5 - 285→121 m/z, для ДМК-D5 - 271→107 m/z. Пробоподготовка: к 

100 мкл плазмы, добавляли 400 мкл раствора дейтерированных стандартов МК-D5 и ДМК-D5 с 

концентрациями 400,0 нг/мл в метаноле. Полученную смесь перемешивали на вортексе в тече-

ние 30 сек, затем центрифугировали в течение 10 мин при 3500 об/мин. 

 Выбранные параметры хроматографического разделения и масс-спектрометрического 

детектирования исключают влияние фрагментации ФГДМК в источнике ионов на точность 

определения ДМК (рис. 7). Результаты предварительного изучения стабильности ДМК отвеча-

ли критериям приемлемости (85,0-115,0% от начальной концентрации) с применением К3ЭДТА 

и гепарината лития в качестве антикоагулянтов. Обратная конверсия ФГДМК при использова-

нии обоих антикоагулянтов полностью отсутствовала (табл. 7). Для дальнейшего исследования 

был выбран К3ЭДТА, т.к. этот антикоагулянт наиболее часто применяется в нашей лаборатории 

и клиническом центре для биоаналитических исследований других соединений. 

А 

 

Б 

 
266→107 m/z 

Рисунок 7. Хроматограмма растворов ФГДМК (А) и ДМК (Б) 

 

Таблица 6 

Параметры градиентного элюирования при определении мебевериновой и деметилированной 

мебевериновой кислот 
Растворители: A - ацетонитрил, B - метанол, C – раствор формиата аммония рН=3,5, D – вода 

 Насос 1 Насос 2 Переключение 6-

портового крана (рис. 6) Вре-

мя, 

мин. 

Скорость 

потока 

мл/мин. 

A,% B, % C, % D, % 

Скорость 

потока, 

мл/мин. 

A,% B, % C, % D, % Время, мин. Положе-

ние 

0,00 0,4 20 50 10 20 

0,4 20 50 10 20 

0,00 1 > 6 

1,00 0,4 20 50 10 20 0,25 1 > 2 

1,25 1,2 60 30 10 0 0,75 1 > 6 

3,75 1,2 60 30 10 0 6,00 1 > 6 

4,00 0,4 20 50 10 20 

6,00 0,4 20 50 10 20 

Таблица 7  

Влияние антикоагулянтов на процесс обратной конверсии фенольного глюкуронида деметили-

рованной мебевериновой кислоты 

 % от хром. пика образца НПКО (n=6) 

К3ЭДТА Гепаринат лития 
Краткосрочная стабильность (24 ч. хранения при комн. температу-

ре) 

0 0 

Стабильность после 3 циклов заморозки / разморозки 0 0 

Стабильность в депротеинизате образца (24 ч в автосемплере) 0 0 
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Результаты валидации разработанных методик представлены в таблицах 8, 9, 10. Дан-

ные методики отвечают установленным критериям приемлемости [Руководство EMA по вали-

дации биоаналитических методик, 2010; Руководство ФГБУ НЦЭСМП Том 1, 2013; Руковод-

ство ЕАЭС по проведению исследований биоэквивалентности, 2017]. 

Таблица 8 

Результаты оценки стабильности изучаемых соединений в плазме 

 % от номинальной концентрации 

Параметр Микофеноловая 

кислота 

Метаболиты мебеверина 
Метилдопа 

МК ДМК 

Краткосрочная ста-

бильность (24 ч) 

LQC 99,18 107,72 111,41 95,50 

HQC 99,46 97,81 95,42 89,58 

3 цикла заморажива-

ния / размораживания 

LQC 105,10 112,34 110,98 104,43 

HQC 103,55 110,79 114,98 106,95 

Стабильность  в авто-

семплере  

LQC 107,72 109,06 103,44 101,91 

HQC 108,07 97,44 94,96 101,28 

Долго-

срочная 

стабиль-

ность 

не выше 

-20˚С 

LQC 
100,38 

(1 мес.) 

103,24 

(4 мес.) 

113,23 

(1 мес.) 

112,13 

(4 мес.) 

113,07 

(1 мес.) 

113,61 

(4 мес.) 

90,74 

(1 мес.) 
66,92 

(3 мес.) 

HQC 
94,79 

(1 мес.) 

100,86 

(4 мес.) 

105,45 

(1 мес.) 

103,56 

(4 мес.) 

110,33 

(1 мес.) 

110,06 

(4 мес.) 

86,20 

(1 мес.) 
59,57 

(3 мес.) 

не выше 

-80˚С 

LQC - - - - - - 
100,60 

(1 мес.) 

100,76 

(3 мес.) 

HQC - - - - - - 
99,12 

(1 мес.) 

94,08 

(3 мес.) 
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Таблица 9 

Результаты валидации разработанных методик 

Параметр 

Микофеноловая кислота Исследование мебеверина (ВЭЖХ-МС/МС) Метилдопа 

(ВЭЖХ-МС/МС) ВЭЖХ-МС/МС ВЭЖХ-МС ГХ-МС Мебевериновая 

кислота 

Деметилированная 

мебевериновая кислота 

Селективность Площади пиков эндогенных соединений в области времен удерживания аналитов не превышали 20% от уровня НПКО, в области вре-

мен удерживания внутренних стандартов (кроме ВЭЖХ-МС и ГХ-МС методик определения МФК) не превышала 5% от средней пло-

щади пика. 

Калибровочная 

кривая 

диапазон 0,5-30,0 мкг/мл 0,05-30,00 мкг/мл 0,05-30,00 мкг/мл 10-2000 нг/мл 10-2000 нг/мл 0,02-3,00 мкг/мл 

Вид зави-

симости 

y=ax+b (весовой 

коэффициент 1/х) 

y=ax y=ax y=ax+b (весовой 

коэффициент 1/х) 

 

y=ax+b (весовой коэффи-

циент 1/х) 

y=ax+b (весовой коэф-

фициент 1/х) 

Правильность (отн. погр.) -4,03 ÷ 12,85%, -14,02 ÷ 11,82% -14,35% ÷ 6,82% -14,56% ÷ 14,18% -1,54% ÷ 18,78% -5,28% ÷ 7,42% 

Прецизионность (CV) 1,72% ÷  8,52% 0,36% ÷ 9,82% 1,95% ÷ 5,58% 1,40% ÷ 14,96% 1,18% ÷ 8,58% 0,69% ÷ 3,97% 

Матричные 

эффекты 

(CV NMF) 

LQC 7,46% 4,70% (MF) 2,28% (MF) 2,24% 2,95% 0,38% 

HQC 6,55% 5,60% (MF) 2,80% (MF) 3,23% 2,89% 1,45% 

Эффект разведения 

 

Отн. погр.= 

0,16%, СV = 

4,46% 

Отн. погр.=  -

3,82%, СV = 

6,27% 

Отн. погр.= 1,97; 

СV = 6,86% 

Отн. погр.= 

110,58%, СV = 

2,51% 

Отн. погр.= 12,23% %, СV 

= 1,56% 

Отн. погр.= 0,21%, СV 

= 1,78% 

Эффект переноса Отсутствует Отсутствует Отсутствует при 

вводе холостого 

образца между 

анализами 

Отсутствует Отсутствует Отсутствует 

Обозначения: НПКО –нижний предел количественного определения, LQC- образцы КК нижнего уровня концентраций; HQC - образцы КК 

верхнего уровня концентраций; NMF - нормализованный фактор матрицы; MF- фактор матрицы; отн. погр. – среднее значение относитель-

ной погрешности  

Таблица 10 

Перекрёстная валидация методик определения микофеноловой кислоты в плазме крови 

 Результаты определения относительно ВЭЖХ-МС/МС-методики, отн. погр, (%) 

 ВЭЖХ-МС-методика  ГХ-МС- методика  

Сред. знач.  101,77  101,52  

Мин. знач.  91,86  94,27  

Макс. знач.  106,93  110,26  



19 
 

Далее в третьей главе сформулированы подходы к разработке методик количественно-

го определения в плазме веществ, имеющих нестабильные функциональные группы и образу-

ющих потенциально нестабильные метаболиты. Так, на начальном этапе необходимо осуще-

ствить выбор антикоагулянта. При этом нужно провести предварительное изучение кратко-

срочной стабильности и стабильности при замораживании/размораживании изучаемых веществ, 

а также обратной конверсии их метаболитов. В случае получения неудовлетворительного ре-

зультата необходимо выполнить подбор комбинации антикоагулянта и раствора стабилизатора, 

а также концентрации данного раствора и его соотношения с биологической жидкостью. После 

этого можно переходить к этапу валидации методики с выбранным антикоагулянтом или  ком-

бинацией антикоагулянта и стабилизатора (рис. 8).  

 

Рисунок 8. Подходы к разработке биоаналитической методики для количественного определе-

ния в плазме веществ, содержащих в структуре нестабильные функциональные группы или об-

разующих нестабильные метаболиты 

При разработке методики для определения соединений, метаболизирующихся путём 

глюкуровой коньюгации, необходимо предотвратить влияние разложения данных соединений в 

источнике ионов на результаты определения аналита во избежание получения ложных резуль-

татов измерений. Данные меры также следует применять при биоаналитических исследованиях 

веществ, образующих такие нестабильные метаболиты, как N-оксиды, S-оксиды, сульфаты, 

сложные эфиры, лактоны, а также при совместного измерении концентрации сложных эфиров и 

лактонов с их кислотными формами. 
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В четвертой главе представлены результаты проведённых фармакокинетических иссле-

дований.  

Изучение биоэквивалентности таблетированных форм микофенолата натрия прово-

дилось с помощью ВЭЖХ-МС/МС-метода. Всего было проанализировано 1536 образцов. Фар-

макокинетические кривые МФК (рис. 9) имеют мультипиковый характер, который связан с эн-

терогепатической рециркуляцией ФГМФК. Фармакокинетический профиль тестируемого пре-

парата характеризуется более высоким уровнем максимальной концентрации МФК и более 

ранним временем её наступления, тогда как профиль референтного препарата демонстрирует 

более плавное постепенное нарастание концентрации с достижением меньших уровней Cmax 

(табл. 11).  В связи тем, что у большинства добровольцев конечный моноэкспоненциальный 

участок фармакокинетической кривой содержал менее трёх точек со значениями концентрации 

равными или превышающими НПКО, осуществление процедуры нелинейного регрессионного 

анализа для вычисления константы элиминации и связанных с ней параметров AUC0-∞, Т½, MRT 

было невозможно. Отношение средних геометрических параметра  AUC0-t составило 101,46%, 

90%-ый доверительный интервал - 92,63% – 111,14%, что укладывается в допустимый диапазон 

границ 80,00 – 125,00%. Отношения средних геометрических значений, а также границы ДИ 

отношений показателей Cmax и Cmax/AUC0-t выходят за установленные пределы, даже с учётом 

увеличения допустимого диапазона до 77,23 – 129,48%. В связи с этим препарат сравнения 

«Майфортик» в форме таблеток, покрытых кишечнорастворимой оболочкой в дозировке 360 мг 

(Новартис Фарма Штейн АГ, Швейцария) и тестируемый препарат не могут быть признаны 

биоэквивалентными (табл. 12). 

Таблица 11 

Фармакокинетические параметры тестируемого и референтного препаратов микофено-

лата натрия 

Фармакокинетический параметр 
Ср. знач. ± SD 

T R 

Cmax, мкг/мл 16,66 ± 6,86 12,29 ± 5,53 

AUC0-t, мкг∙ч/мл 22,79± 8,80 22,91 ± 11,11 

Cmax/AUC0-t, ч-1 0,7518 ± 0,2224 0,5591 ± 0,1812 

Tmax, ч 1,74 ± 0,64 2,94 ±2 ,36 

бозначение: Cmax - максимальная концентрация в плазме крови; Tmax - время наступления максимальной концен-

трации препарата;  Cmax/AUC - относительная скорость всасывания; AUC0-t - площадь под фармакокинетической 

кривой «концентрация - время» от нулевого значения времени до последнего отбора крови 

Таблица 12 

Результаты оценки биоэквивалентности тестируемого и референтного препаратов мико-

фенолата натрия 
Параметр Отношение cред. 

геом. 

90% доверительные интервалы Критерии при-

емлемости 
L90,% H90,% 

AUC0-t 101,46 92,63 111,14 80,00 - 125,00% 

Cmax 137,78 117,98 160,90 77,23 – 129,48% 

Cmax/AUC0-t 135,80 121,52 151,77 77,23 – 129,48% 
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Рисунок 9. Усреднённые фармакокинетические кривые микофеноловой кислоты после приёма 

тестируемого (Т) и референтного (R) препаратов 

 

В ходе исследования биоэквивалентности метилдопы было проанализировано про-

анализировано 864 образца плазмы. Фармакокинетические профили изучаемых препаратов 

практически совпадают (рис. 10).  

Таблица 13 

Основные фармакокинетические параметры тестируемого и референтного препаратов 

метилдопы  

Фармакокинетический параметр 
Ср. знач. ± SD 

Т  R 

Cmax, мкг/мл 1,227±0,601 1,233±0,419 

AUC0-t, мкг*ч/мл 6,219±3,080 6,385±2,153 

Cmax/AUC0-t, ч-1 0,202±0,038 0,198 ±0,037 

AUC0-∞, мкг*ч/мл 6,436±3,181 6,529±2,187 

Kel, ч-1 0,229 ±0,110 0,207±0,107 

T½, ч 3,89±2,13 4,45±2,37 

MRT, ч 4,97±0,77 4,98±0,76 

Tmax, ч 3,18±1,23 2,90±0,86 

Обозначение: AUC0-∞ - площадь под фармакокинетической кривой от нулевого значения времени до бесконечно-

сти; Kel - константа элиминации; MRT - среднее время удержания в крови  

 
Рисунок 10. Усреднённые фармакокинетические концентрации метилдопы в плазме крови по-

сле приёма тестируемого и референтного препаратов 
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Таблица 14 

Результаты сравнения фармакокинетических параметров, характеризующих биоэквивалент-

ность тестируемого и референтного препаратов метилдопы 

Параметр 
Отношение 

сред. геом., % 

90% доверительные интервалы 
Критерии приемлемости,% 

L90,% H90,% 

AUC0-t 92,93 80,69 107,03 80,00-125,00 

Cmax 94,89 80,88 111,34 80,00-125,00 

Cmax/AUC0-t 102,11 93,95 110,98 80,00-125,00 

Рассчитанные фармакокинетические параметры приведены в табл. 13. Полученные зна-

чения отношений геометрического среднего и 90%-доверительные интервалы отношений пара-

метров AUC0-t, Cmax, Cmax/AUC0-t укладываются в допустимые пределы – от 80,00% до 125,00% 

(табл. 14). Таким образом, тестируемый препарат метилдопы и «Допегит» («ЭГИС», Венгрия) 

являются биоэквивалентными. 

При изучении фармакокинетики препарата «Дюспаталин» было проанализировано 

360 образцов. Значения таких фармакокинетических параметров, как Cmax, AUC0-t и AUC0-∞  у 

ДМК значительно выше, чем у МК. Следовательно, ДМК является основным метаболитом ме-

беверина (табл. 15, рис. 11). Время наступления максимальной концентрации для обоих метабо-

литов статистически достоверно не различаются (Т-критерий Уилкоксона, р=0,401). Проведён-

ный корреляционный анализ выявил статистически достоверную взаимосвязь между концен-

трациями мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислот в плазме крови добро-

вольцев в промежутке с 0,5 ч до 8,0 ч: значения рангового коэффициента корреляции Спирмена 

(rs) превышают критическое значение 0,404 (для выборки n=24 и p=0,05) (табл. 16). При этом в 

точках 1,0 ч, 1,5 ч, 3,0 ч, 3,5 ч, 4,0 ч, 5,0 ч присутствует сильная корреляция, в точках 0,5 ч, 2,5 

ч, 6,0 ч, 8,0 ч – корреляция средней силы. В более поздних точках фармакокинетической кривой 

концентрация МК в большинстве образцов плазмы ниже НПКО, поэтому достоверная корреляция не 

была установлена (табл. 16). Рассчитанные значения rs для параметров Cmax, Tmax, Kel, Т1/2 превышают 

критическое значение, что свидетельствует о наличии статистически значимой корреляции (табл. 15). 

Величина rs для AUC0-t, AUC0-∞, Cmax/AUC0-t, MRT ниже критической, однако уровень значимо-

сти полученных результатов низкий (р>0,05). 

Таблица 15  

Фармакокинетические параметры метаболитов мебеверина 
Фармакокинетический па-

раметр 

Ср. знач. ± SD 
rs р 

МК ДМК 

Cmax, нг/мл 62,52± 35,01 291,81± 125,92 0,58 0,003 

Cmax/AUC0-t, ч-1 0,2238± 0,0598 0,1339± 0,0497 0,32 0,127 

AUC0-t, нг*ч/мл 293,94± 151,78 2191,85± 542,94 0,39 0,059 

AUC0-∞, нг*ч/мл 365,85± 140,49 2551,74± 546,96 0,01 0,962 

Kel, ч-1 0,27584± 0,08426 0,11605± 0,06657 0,42 0,050 

T½, ч 2,87±1,39 7,52± 3,31 0,42 0,050 

MRT, ч 5,82± 1,57 11,2± 4,25 0,26 0,231 

Tmax, ч 3,27±1,03 3,19± 1,48 0,56 0,005 
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Таблица 16 

Параметры корреляции концентрации МК и ДМК в точках отбора проб 

 
Время, ч 

 

0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 5,0 6,0 8,0 10,0 12,0 24,0 

rs - 0,54 0,73 0,70 0,44 0,48 0,70 0,77 0,76 0,73 0,56 0,51 0,38 0,35 - 

р - 0,006 0,000 0,000 0,030 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,004 0,011 0,064 0,097 - 

Таким образом, ввиду наличия достоверной положительной корреляции между концен-

трацией МК и ДМК оценку БЭ лекарственных препаратов мебеверина можно проводить, опи-

раясь на сравнение значений ФК параметров только деметилированной мебевериновой кисло-

ты. Аналогичной точки зрения придерживаются M. Bergenon с соавторами [Bergenon M. et al., 

2013], N.E. Moskaleva с соавторами [Moskaleva N.E.et al., 2017], А. Winsemius с соавторами 

[Winsemius А. et al., 2002]. 

 

Рисунок 11. Усреднённые фармакокинетические кривые мебевериновой и деметилированной 

мебевериновой кислот после приёма препарата «Дюспаталин» 

В обсуждении проводится сравнение полученных результатов фармакокинетических ис-

следований с данными литературы. Наиболее вероятной причиной получения неэквивалентных 

результатов при изучении БЭ таблетированных форм микофенолата натрия является различие в 

составе вспомогательных веществ [Хохлов А.Л. и др., 2017, Гильдеева Г.Н., 2017]. Расхождения 

в значениях ФК параметрах МД в 1,5 раза с результатами Valizadeh, H. C соавторами [Valizadeh, 

H., 2010] могут быть вызваны нестабильностью молекулы аналита в плазме. Различия в вели-

чине Cmax, AUC0-t, AUC0-∞, полученные в работе Winsemius А. с соавторами [Winsemius А. et al, 

2002], вероятно, вызваны недостаточной селективность использованной ими методики. Основ-

ными преимуществами разработанных методик определения микофеноловой кислоты, мебеве-

риновой и деметилированной мебевериновой кислот, метилдопы в плазме являются экспресс-

ность и высокая чувствительность [Хохлов А.Л. и др., 2018]. Предложенный подход к разработ-

ке биоаналитических методик пригоден для исследований других классов нестабильных соеди-
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нений и его использование позволит избежать получения ложных результатов фармакокинети-

ческих исследований. 

 

Общие выводы 

1. Метилдопа подвергается быстрому окислению и для предотвращения её разложения в плазме 

необходимо применять К3ЭДТА в комбинации с раствором антиоксиданта (смесь аскорбино-

вой кислоты, натрия сульфита, натрия гидрокарбоната в концентрациях 5%, 0,2% и 2,4%, со-

ответственно, объёмное соотношение  «раствор стабилизатора/ плазма» - 1:5). При проведе-

нии фармакокинетических исследований микофеноловой кислоты и мебеверина применение 

К3ЭДТА позволяет не прибегать к использованию растворов стабилизаторов.  

2. Разработанные методики определения в плазме микофеноловой кислоты с помощью ВЭЖХ-

МС, ВЭЖХ-МС/МС и ГХ-МС,  метилдопы методом ВЭЖХ-МС/МС и мебевериновой и де-

метилированной мебевериновой кислот с применением ВЭЖХ-МС/МС валидированы по по-

казателям селективность, линейность, внутри- и межсерийная прецизионность и правиль-

ность, эффект переноса из предыдущей пробы, эффект матрицы, эффект разведения образца, 

стабильность согласно требованиям руководств EMA, ЕАЭС и НЦЭСМП (Т. 1) и пригодны 

для проведения исследований фармакокинетики и биоэквивалентности. 

3. Итоги перекрёстной валидации методик определения микофеноловой кислоты на образцах 

плазмы, полученных от нелинейных крыс, указывают на высокую степень сходимости ре-

зультатов ВЭЖХ-МС и ГХ-МС – определения с результатами ВЭЖХ-МС/МС – определения. 

4. В случае нестабильности молекулы вещества, содержащей в структуре фенольные гидрокси-

лы, или его глюкуроновых коньюгатов в плазме при подборе антикоагулянта следует осуще-

ствить выбор комбинации антикоагулянта и раствора стабилизатора. При этом необходимо 

установить концентрацию раствора стабилизатора и его соотношение с биологической жид-

костью. 

5. Тестируемый препарат микофенолата натрия и референтный препарат «Майфортик» не яв-

ляются биоэквивалентными, ввиду более быстрого высвобождения действующего вещества 

из изучаемого препарата. Значения геометрических средних отношений параметров Cmax и 

Cmax/AUC0-t  и границы их 90%-ых доверительных интервалов не укладываются в допусти-

мый диапазон 77,29-129,48%. 

6. Тестируемый препарат метилдопы биоэквивалентен референтному препарату «Допегит».  

Значения геометрических средних отношений параметров AUC0-t, Cmax и Cmax/AUC0-t изучае-

мых препаратов и их 90%-ые доверительные интервалы отношений укладываются в диапазон 

80,00 – 125,00%.   
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7. Анализ результатов изучения фармакокинетики препарата «Дюспаталин»  показал, между 

концентрациями мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислоты в плазме крови 

в период с 0,5 ч по 8,0 ч после приёма ЛП установлена достоверная положительная корреля-

ция.  Время наступления максимальной концентрации данных метаболитов в плазме досто-

верно не различаются. Это позволяет проводить оценку биоэквивалентности препаратов ме-

беверина, опираясь на сравнение фармакокинетических параметров деметилированной мебе-

вериновой кислоты. 

Практические рекомендации 

1. При снижении НПКО методики определения микофеноловой кислоты необходимо повто-

рить изучение обратной конверсии её фенольного глюкуронида в процессе хранения для 

корректировки максимального времени хранения при комнатной температуре. 

2. В случае применения для пробоподготовки метода осаждения белков при исследованиях 

микофеноловой кислоты, метилдопы, мебевериновой и деметилированной мебевериновой 

кислот в качестве осадителя следует использовать метанол. 

3. Если для количественного определения микофеноловой кислоты в плазме в качестве метода 

подготовки проб выбрана жидкостно-жидкостная экстракция, то при  этом рекомендуется 

проводить коррекцию рН до 2,0 и в качестве экстрагента использовать дихлорметан. 

4. Биоаналитические исследования препаратов метилдопы целесообразно проводить с приме-

нением двумерной хроматографии в целях элюирования большей части стабилизатора до 

попадания в источник ионов. При этом рекомендуется использовать следующие хромато-

графические колонки: Phenomenex Luna Phenyl-Hexyl (50*3,0 мм, 5 мкм) и Phenomenex Syn-

ergi Fusion – RP 80A (150*4,6 мм, 4 мкм). 

5. Определение мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислот в плазме рекомен-

дуется выполнять с применением двумерной хроматографии для улучшения соотношения 

«сигнал/шум» и, как следствие, чувствительности методики. При этом возможно использо-

вать следующие хроматографические колонки: Luna С8 Mercury (20*4,0 мм, 5 мкм) и Luna 

C8 (150*4,6 мм, 5 мкм). 
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