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На сегодняшний день существует 
много аналитических методов фар-
макокинетической оценки силдена-
фила. Представленная нами методи-
ка может быть применена для прове-
дения исследований биоэквивалент-
ности в целях экстраполирования ре-
зультатов доклинических испытаний 
и клинических исследований, прове-
денных в отношении референтного 
ЛП, на воспроизведенный ЛП.

РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ 
КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СИЛДЕНАФИЛА  

В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА
МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ 

ХРОМАТОГРАФИИ С УФ-ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ

АННОТАцИЯ
Разработана и валидирована чувствительная и спе- 
цифичная методика количественного определения сил-
денафила в плазме крови человека методом ВЭЖХ c 
УФ-детектированием. Пробоподготовку проводили пу-
тем осаждения белков ацетонитрилом с добавлением 
трихлоруксусной кислоты. 

Методика валидировалась по параметрам: селек-
тивность, линейность (калибровочная кривая, НПКО, 
перенос), правильность, прецизионность и стабиль-
ность. 

Аналит был разделен на аналитической колонке 
YMC-Pack Pro C18 5µm (4.6•150) в режиме изокра-
тического разделения, при скорости элюирования  
1,3 мл/мин. Время анализа составляло 15 мин, ана-
литический диапазон – 50-1 000 нг/мл. 

Разработанная методика позволяет проводить оп- 
ределение концентрации силденафила в крови при 
рутинном анализе и может быть применена для фар-
макокинетических исследований. 

Ключевые слова: Силденафил, валидация, плаз-
ма крови, количественное определение, HPLC-UV.

МРНТИ: 76.31.35

шНАУКшТА в.С.1, ТУМАБАЕвА А.М.1, МЫЖАНОвА Н.К.1, АхЫНшАЕвА Б.К.1, ДУЙСЕНОвА М.У.1,
1РГП на ПХВ «Национальный центр экспертизы лекарственных средств и медицинских изделий» ККК и БТУ МЗ 
РК, г. Алматы  

АКТУАЛЬНОСТЬ
Силденафил: 1-(3-(6,7-дигидро-1-метил-7-оксо-3-про- 
пил-1Н-пиразоло(4,3-альфа) пиримидин-5-ил)-4-
этоксифенил) сульфонил) пиперазина цитрат – се-
лективный ингибитор цГМФ-зависимой фосфо-диэ-
стеразы 5-го типа, применяется для лечения пациен-
тов с эректильной дисфункцией. [1]

На сегодняшний день сообщается о многих анали-
тических методах фармакокинетической оценки силде-
нафила, но нами разработана селективная методика 
количественного определения исследуемого вещес- 
тва в биологическом материале. [2,10]

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Реактивы и реагенты. Стандартные образцы: силде-
нафил (СЛД), 99,8%, ацетонитрил и метанол ВЭЖХ-
градиентный 99,9%, триэтиламин 99,9%, ортофосфор-
ная кислота 85,0% класса чистоты (Sigma-Aldrich, Гер-
мания). Высокоочищенную воду получали из системы 
“Arium 611” (Sartorius). 

Измерительные приборы. Система ВЭЖХ: хро-
матограф жидкостный ВЭЖХ с ультрафиолетовым де-
тектором с программным обеспечением Empower® 3 
Software, Copyright 2010 Waters Corporation (Waters®, 
США), аналитические весы Sartorius (Германия), pH-
метр PB-11 Sartorius (Германия), центрифуга лабора-
торная (Spectra micro, США).

Условия хроматографирования. Хроматографи-
ческий анализ проводили при температуре термоста-
та, равной 40º C, с изократическим элюированием. 
Подвижная фаза состояла из смеси раствора: ацето-
нитрил-вода-триэтиламин (45:55:0,1 по объему, с рН, 
равным 7,70±0,5). Скорость потока составила 1,3 мл/
мин при длине волны 230 нм. Время анализа – 15 мин, 
объем вводимой пробы – 99 мкл. 

Приготовление стандартных исходных раство-
ров. Стандартный образец СЛД (20 мг) взвешивали, 
помещали в мерную колбу вместимостью 10 мл, рас-
творяли метанолом при использовании ультразвуко-
вой бани, доводили объем раствора указанным рас-
творителем до метки и тщательно перемешивали (ос-
новной раствор).

Самое большое количество ЛС, получивших разрешение, относятся к гематологии, на втором месте – для ле-
чения инфекций, далее – для лечения рака и неврологических заболеваний.По ветеринарным ЛС принято 15 
положительных решений, что на 50% больше, чем в 2018 году. Из них 5 препаратов имели новое активное ве-
щество. Среди рекомендованных 15 наименований ветеринарных ЛС — 4 вакцины, в том числе биотехнологи-
ческая вакцина.
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Приготовление калибровочных расворов и рас-
творов контроля качества. Растворы СЛД для приго-
товления калибровочных растворов готовили методом 
соответствующего разбавления основного раствора, 
используя в качестве растворителя смесь метанол-во-
да (50:50). При этом получали растворы с концентра-
цией СЛД от 1 000 до 20 000 нг/мл. 

Растворы СЛД для приготовления растворов кон-
троля качества готовили аналогично ранее смешанным 
калибровочным растворам, при этом получали раство-
ры с концентрацией аналита от 1 000 до 16 000 нг/мл. 

Приготовление калибровочных образцов и об-
разцов контроля качества в плазме крови. Кали-
бровочные образцы (СС-образцы ) и (QC-образцы) 
готовили на плазме, прибавляя к 380 мкл бланковой 
плазмы, помещенной  в пробирки Эппендорф, по 20 
мкл соответствующего раствора СЛД. Содержимое 
перемешивали на вихревой мешалке Multi Reax, да-
лее проводили пробоподготовку путем осаждения 
белков органическим растворителем. При этом полу-
чали СС-образцы  с концентрацией: СЛД 50-75, 100-
150, 200-500, 750-1000  нг/мл, а для QC – образцы с 
концентрацией в 50, 150, 200, 500, 800 нг/мл в пере-
расчете на плазму. 

вАЛИДАцИЯ МЕТОДА
Была проведена полная валидация разработанного 
метода определения СЛД в соответствии с требова-
ниями стандарта GLP OECD и руководств ЕАЭС [12], 
EMEA [13] и FDA [14]. Процедура включала в себя сле-
дующие параметры: селективность, нижний предел 
количественного определения, калибровочная кри-
вая, перенос, правильность и прецизионность, ста-
бильность.

Селективность. С целью подтверждения селек-
тивности биоаналитической методики  исследованы 
шесть серий бланковой плазмы (из 6 разных источни-
ков). Для каждой серии плазмы нами приготовлено по 
три модельных образца с НПКО-концентрацией СЛД.  
Растворы из модельных биообразцов и образцов блан-
ковой плазмы изготовлены по описанию выше, после 
чего образцы хроматографировали и сравнивали по-
лученные площади пиков. В ходе анализа на хрома-
тограммах бланковых образцов не обнаружено ника-
ких помех, которые могли бы помешать определению 
изучаемого аналита, что удовлетворяет установлен-
ному критерию (<20%). [12,14] 

Нижний предел количественного определения. 
Для определения нижнего предела количественного 
определения использовали 5 модельных биообраз-
цов, приготовленных на бланковой плазме, с введен-
ной концентрацией СЛД, равной 50 нг/мл в пересчете 
на плазму. По результатам пятикратного определения 
показано: концентрации НПКО СЛД равны 50 нг/мл, что 
соответствует установленным критериям приемлемос- 
ти для валидационных параметров «Правильность и 
прецизионность» [12,14]. Результаты измерений и соот-
ветствующие расчеты приведены в данных таблиц 1,2.

Таблица 1 – Концентрации СЛД в НПКО-образцах

Номер 
раствора

Фактическая
концентрация 

СЛД, нг/мл

Фактически 
полученная 

концентрация 
СЛД, нг/мл

δj, %

1

49,9

60,427 21,09
2 56,417 13,06
3 50,514 1,23
4 50,106 0,41
5 45,824 -8,16
Среднее значение 52,6576 5,52
CVs, % 10,92
n 5

Таблица 2 – Сигнал/шум в НПКО-образцах по отно-
шению к бланку

Тип 
образца

Номер 
образца

Площадь 
пика СЛД Отношение 

«Сигнал/шум»Xi

Бланк

1 101 -
2 0 -
3 147 -
4 291 -
5 185 -
Среднее 
значение 144,8 -

НПКО 
(49,9 
нг/мл)

1 24 644 170,19
2 23 525 162,46
3 21 885 151,13
4 21 430 147,99
5 20 569 142,05
Среднее 
значение 22 410,6 154,76

Калибровочная кривая. Для определения пара-
метра «Калибровочная кривая» использовали 8 кали-
бровочных растворов со следующей концентрацией 
СЛД: 50-75, 100-150, 200-500,750-1 000 нг/мл (в пере-
расчете на плазму). 

Калибровочная кривая для СЛД выстроена ме-
тодом наименьших квадратов с помощью програм-
мы Empower® 3 Software, Copyright 2010 Waters 
Corporation. Калибровочная кривая для СЛД в интер-
вале концентраций от 50 до 1000 нг/мл.

Среднее относительное отклонение δj (%) найден-
ных значений концентрации Х j от введенных (табли-
ца 3) удовлетворительно относительно установлен-
ных критериев приемлемости. [12,14]

Перенос. В целях исследования явления перено-
са для хроматографирования использовались: бланко-
вый образец (BM), калибровочные образцы с концен-
трациями СО СЛД НПКО (CS_50) и ВПКО (CS_1000). 

В ходе проведения хроматографического анали-
за для эффекта переноса были удовлетворены неко-
торые критерии [12,14]. Так, средняя площадь пиков 
СЛД на хроматограммах бланкового образца, запи-
санных после хроматограмм калибровочного ВПКО-
образца, составила 0,36% от значения площадей пи-
ков СЛД  калибровочного НПКО-образца, что удовлет-
воряет установленному критерию, составляющему не 
более 20% от площади пика СЛД на хроматограмме 
калибровочного НПКО-образца.

Правильность и прецизионность. Правильность 
и прецизионность на каждом из уровней концентра-
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Таблица 3 – Результаты валидации калибровочной кривой в диапазоне концентраций СЛД от 50 до 1 000 нг/мл 

Название 
образцов 

Фактическая кон-
центрация,µ, нг/мл

№ 
раствора 

Значение концентрации 
образца, Xi, нг/мл.

Среднее значение концентрации 
образца, Х j, нг/мл δ, %

CS_50 49,9 1 57,602 54,66 9,5549,9 2 51,735
CS_75 74,85 1 78,858 76,14 1,7974,85 2 73,422
CS_100 99,8 1 94,542 90,88 -8,9399,8 2 87,226
CS_150 149,7 1 136,366 141,10 -5,74149,7 2 145,835
CS_200 199,6 1 193,56 199,21 -0,19199,6 2 204,875
CS_500 499,0 1 486,909 486,49 -2,50499,0 2 486,083
CS_750 748,5 1 811,805 812,99 8,61748,5 2 814,177
CS_1000 998,0 1 982,265 957,80 -4,02998,0 2 933,341

Таблица 4 – Результаты измерений и оценки параметра «Правильность» 

Правильность Образец, фактическая концентрация δ , % |δ |, % выводы

Межпрогонная
(усреднённая по 
трем прогонам)

49,9 нг/мл 0,52 < 20 Удовлетворяет
149,7 нг/мл -11,63 < 15 Удовлетворяет
199,6 нг/мл -13,08 < 15 Удовлетворяет
499,0 нг/мл 3,06 < 15 Удовлетворяет
798,4 нг/мл -10,61 < 15 Удовлетворяет

Таблица 5 – Результаты измерений и оценки параметра  «Прецизионность»
Прецизионность Образец, фактическая концентрация CVs, % CVs, % выводы

Межпрогонная 
(усреднённая по 
трем прогонам)

49,9 нг/мл 11,55 < 20 Удовлетворяет
149,7 нг/мл 9,82 < 15 Удовлетворяет
199,6 нг/мл 9,69 < 15 Удовлетворяет
499,0 нг/мл 2,59 < 15 Удовлетворяет
798,4 нг/мл 4,71 < 15 Удовлетворяет

ции СЛД как для каждого из прогонов, так и для рас-
чёта по всем трём прогонам (таблицы 4,5) удовлетво-
ряют критериям приемлемости. [12,14]

Стабильность. Было проведено тестирование всех 
видов стабильности, предусмотренных для биоана-
литических методик [12,14]. Результаты тестирова-
ния показали их соответствие установленным крите-
риям приемлемости [12,14]. Нами подтверждено, что 
модельные биообразцы стабильны в течение 165 су-
ток хранения при температуре не выше  –70° C. Срок 
хранения биообразцов до проведения анализа со-
ставлял 161 сутки.

вЫвОДЫ
Разработанный метод количественного определения сил-
денафила в плазме крови с помощью осаждения бел-
ков органическим растворителем, исключающий этапы 
упаривания и восстановления сухого остатка, позволил 
достичь необходимой чувствительности метода и сокра-
щения времени анализа. Использование примененного 
и описанного нами метода удовлетворяет требованиям 
высокой чувствительности, специфичности и быстрой 
пропускной способности анализируемых проб. 

Данная методика исследования может быть приме-
нена для проведения фармакокинетических исследо-
ваний в эксперименте, исследованиях биоэквивалент-
ности и в ходе проведения терапевтического лекар-
ственного мониторинга в клинических исследованиях.

SUMMARY
SHNAUKSHTA V.S.1, TUMABAYEVA A.M.1, 
MYZHANOVA N.K.1, AKHYNSHAEVA B.K.1,  

DUYSENOVA M.U.1, 
1Republican State Enterprise on the Right of Economic

Management “National Center for Expertise of
Medicines and Medical Devices”,Almaty c.

DEVELOPMENT AND VALIDATION 
OF THE METHOD OF QUANTITATIVE 
DETERMINATION OF SILDENAFIL IN 
THE PLASMA OF HUMAN BLOOD BY 
THE METHOD OF HIGHLY EFFECTIVE 

LIQUID CHROMATOGRAPHY 
WITH UV-DETECTING

A sensitive and specific method for the quantitative deter-
mination of sildenafil in human blood plasma using HPLC 
with UV detection was developed and validated. Sample 
preparation was performed by precipitation of proteins 
with acetonitrile with the addition of trichloroacetic ac-
id. The method was validated according to parameters 
such as: selectivity, linearity (calibration curve, LLOQ, 
carry-over), accuracy, precision, and stability. The ana-
lyte was separated on a C18 analytical column, (YMC-
Pack Pro C18 (150×4.6 mm, i.d. 5 μm by isocratic se- 
paration mode with an elution rate of 1.3 ml/min., the 
run time was 15 minutes, and the analytical range of the 
method was 50-1000 ng/ml. The developed method al-
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lows to determine the concentration of sildenafil in the 
blood during routine analysis and can be used for phar-
macokinetic studies.

Keywords: Sildenafil, Validation, blood plasma, quan- 
titative determination, high performance liquid chroma- 
tography with UV detection.
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ДОКЛИНИЧЕСКИЕ  И  КЛИНИЧЕСКИЕ  ИССЛЕДОВАНИЯ  ЛЕКАРСТВЕННЫХ  СРЕДСТВ

НОВОСТИ  ЗДРАВООХРАНЕНИЯ

Биоаналог трастузумаба впервые прошел преквалификацию ВОЗ

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) впервые преквалифицировала биоана-
логовый препарат (аналог трастузумаба), что позволит сделать это дорогостоящее лекар-
ственное средство более доступным, включая и ценовую составляющую, для женщин во 
всем мире.

Трастузумаб (моноклональное антитело) был включен в перечень основных лекарствен-
ных средств воз в 2015 году в качестве основного препарата для лечения около 20% видов 
рака груди. Он показал высокую эффективность на ранних стадиях заболевания, а в не-
которых случаях и на более поздних стадиях.

«Тот факт, что ВОЗ преквалифицировала биоаналог трастузумаба, – хорошая новость 
для женщин по всему миру, – заявил д-р Тедрос Адханом ГЕБРЕЙЕСУС, генеральный ди-
ректор ВОЗ. – Во многих культурах женщины сталкиваются с гендерным неравенством 
в том, что касается доступа к медицинской помощи. В странах с низким уровнем дохода 
сложно получить лечение, а лекарственные средства стоят слишком дорого. Эффективное 
и доступное по цене лечение рака груди должно быть правом всех женщин, а не привиле-
гией узкого круга».

В среднем, годовой курс трастузумаба при закупке оригинала обходится в $20 000, что 
делает его недоступным для многих женщин и систем здравоохранения в большинстве 
стран. Биоаналоговая версия трастузумаба дешевле оригинала примерно на 65%. Преква-
лификация ВОЗ будет способствовать дальнейшему снижению стоимости этого и других 
препаратов, преквалификация которых запланирована.

За последние пять лет на рынке появилось несколько биоаналогов трастузумаба, но ни 
один из них до сегодняшнего дня не был преквалифицирован ВОЗ. Благодаря преквали-
фикации ВОЗ страны могут быть уверены в том, что закупают качественную продукцию.
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