
Резюме: Разработана биоаналитическая методика количественного определения акситиниба (AXB)  
в  биологической матрице (плазма крови человека) методом осаждения белков органическим раст-
ворителем с последующим центрифугированием и  хроматографичесим анализом  с помощью вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с диодноматричным детектором (DAD)   Agilent  
1260. Аналитический диапазон методики составил от 50 до 1000  нг/мл с коэффициентом кор-
реляции 0,995.  Разделение проводили на колонке Nucleosil C18 (250 × 4,6 мм; 5μ)  при длине вол-
ны 320 нм. В качестве подвижной фазы использовали раствор Ацетонитрила – Аммония ацетат 
– Метанол (20:30:50) с рН 4,05. Путем валидации доказана пригодность разработанной биоанали-
тической методики для фармакокинетических исследований.
Ключевые слова: акситиниб, плазма крови, ВЭЖХ, валидация.
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АКСИТИНИБТІ САНДЫҚ АНЫҚТАУ ӘДІСТЕМЕСІН 
ӘЗІРЛЕУ ЖӘНЕ ВАЛИДАЦИЯЛАУ
HPLC ӘДІСІМЕН ҚАН ПЛАЗМАСЫНДА

Түйін: биологиялық матрицада (адам қанының плазмасы) ак-
ситинибті (AXB) органикалық еріткішпен ақуызды тұндыру әді-
сімен сандық анықтаудың биоаналитикалық әдісі жасалды, со-
дан кейін Центрифугалау және Agilent 1260 диодноматриялық 
детекторы (DAD) бар жоғары тиімді сұйық хроматография ар-
қылы хроматографиялық талдау жасалды. Әдістеменің анали-
тикалық диапазоны 0,995 корреляция коэффициентімен 50-ден 
1000 нг/мл-ге дейін болды. Бөлу Nucleosil C18 (250 × 4,6 мм; 5μ) 
бағанында 320 НМ толқын ұзындығында жүргізілді. Жылжыма-
лы фаза ретінде рН 4,05 болатын ацетонитрил – аммоний аце-
тат – Метанол (20:30:50) ерітіндісі қолданылды. Валидация ар-
қылы фармакокинетикалық зерттеулер үшін әзірленген биоана-
литикалық Әдістеменің жарамдылығы дәлелденді.
Түйінді сөздер: акситиниб, қан плазмасы, HPLC, валидация.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A BIOANALYTICAL 
TECHNIQUE FOR THE QUANTITATIVE DETERMINATION 
OF AXITINIB IN HUMAN PLASMA BY HPLC

Resume.  A bioanalytical technique based on the quantitative deter-
mination of axitinib (AXB) in a biological matrix (human blood plasma) 
by protein precipitation in an organic solvent followed by centrifuga-
tion and chromatographic analysis using Agilent 1260 high-perfor-
mance liquid chromatography with a diode array detector (DAD) was 
developed. The analytical range of the technique was 50 to 1000 ng/
ml in plasma, and the correlation was found to be 0.995.  The sepa-
rations were carried out on  a Nucleosil C18 column (250 × 4.6 mm; 
5μ) with UV detection at 320 nm. A solution of acetonitrile-ammoni-
um acetate-methanol (20:30:50) with a pH of 4.05 was used as the 
mobile phase. The validation proved the suitability of the developed 
bioanalytical methodology for pharmacokinetic studies.
Developed technique for quantitative determination of AXB in hu-
man plasma HPLC  with diode matrix detection  is simple in perfor-
mance meets the requirements of validation characteristics and al-
lows reliable determination of axitinib in blood plasma in concentra-
tions from 50.0 ng/ml to 1000.0 ng/ml. The lower limit for quantifica-
tion of AXB was 50 ng/ml. Correctness and precision of the results 
of the analysis were observed in the whole range of tested concen-Ф
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trations (50-750 ng/ml) taking into account the criterion of accept-
ability. Stability of the analyte was proved for all storage conditions. 
The studies prove that the developed method of quantitative deter-
mination of AXB content in blood plasma is reproducible and allows 
obtaining reliable results. 
Keywords: Аxitinib, blood plasma, HPLC, validation.

ВВЕДЕНИЕ
Акситиниб – это противоопухолевое средство, селек-
тивный ингибитор тирозинкиназы рецепторов факто-
ра роста эндотелия сосудов (VFGFR)-1, VЕGFR-2 и 
VEGFR-3, участвующих в механизмах патологическо-
го ангиогенеза, опухолевого роста и метастазирова-
ния злокачественных новообразований. Было показа-
но, что акситиниб обеспечивает мощное ингибирова-
ние VEGF-опосредованной пролиферации и выживае-
мости клеток эндотелия. Также показано, что Аксити-
ниб ингибирует фосфорилирование VEGFR-2 в сосу-
дах ксенотрансплантатов злокачественных новообра-
зований, экспрессирующих рецепторы-мишени in vivo 
и обеспечивает замедление опухолевого роста, рег-
ресс и ингибирование метастазирования многих экс-
периментальных моделей злокачественных новооб-
разований. Структурная формула Акситиниба приве-
дена на рисунке 1.
Методами определения акситиниба в плазме крови яв-
ляются ВЭЖХ с УФ- детектированием [9-11] и ВЭЖХ 
с масс-спектрометрическим детектированием [12-13]. 
Метод ВЭЖХ с масс-спектрометрическим детекти-
рованием обладает высокой чувствительностью, од-
нако является дорогостоящим. Основными преиму-
ществами метода ВЭЖХ-УФ  являются более низкая 
стоимость в сравнении с ВЭЖХ-МС, простота и дос-
тупность, что позволяет применять его в  фармако-
кинетических исследованиях. В связи с этим, целью 
данной работы являлась разработка биоаналитичес-
кой методики, предназначенной для  количественного 
определения акситиниба в плазме крови с ее после-
дующей валидацией для выполнении исследований 
биоэквивалентности. Валидация методики количест-
венного определения акситиниба в плазме крови ме-
тодом высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) проводилась в лаборатории фармако-

логических испытаний ТФ Алматы РГП на ПХВ «На-
циональный центр экспертизы лекарственных средств 
и медицинских изделий» КМ и ФК МЗ РК. Процедура 
валидации  выполнена на образцах, полученных ме-
тодом осаждения белков плазмы крови, содержащей 
акситиниб (SNS Pharm, Индия) 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
В работе использовали следующие реактивы: мета-
нол для ВЭЖХ (Honeywell, Германия), ацетонитрил для 
ВЭЖХ (Honeywell,Германия), аммония ацетат (х.ч.),  
кислоту уксусную (Индия). Хроматографическое раз-
деление осуществляли на колонке Nucleosil  размером 
250 x 4.6 mm, заполненной обращенно-фазовым сор-
бентом   C18 с размером частиц 5µm при температу-
ре 250С. Количественное определение акситиниба в 
плазме крови проводили  с использованием системы  
ВЭЖХ  Agilent  1260, США с диодноматричным детек-
тором  G7115A. Сбор и обработку данных выполняли 
при помощи программного обеспечения ChеmStation 
Edition, Agilent Technologies, США. 
В процессе подготовки проб использовали вихревую 
мешалку Heidolph Multi Reax, Германия, центрифу-
гу с охлаждением Eppendorf 5415R (Германия). Взя-
тие навесок осуществляли на  аналитических весах 
Sartorius, Германия. Дозирование реактивов  и  био-
материала по объему осуществляли с помощью до-
заторов Eppendorf и Sartorius (Германия)  20-200 мкл 
и 100 - 1000 мкл.
Для построения калибровочных кривых и проведения 
валидационных испытаний были приготовлены образ-
цы с заданным содержанием акситиниба в плазме кро-
ви, полученной из Центра переливания крови г.Алма-
ты. Калибровочные стандарты и образцы QC готови-
ли независимо с использованием индивидуально при-
готовленных концентрированных и рабочих раство-
ров образцов исследуемого аналита. Исходный вод-
ный  раствор акситиниба  с концентрацией  10 мг/мл  
готовили растворением соответствующей навески. Ра-
бочие растворы акситиниба готовили разбавлением  
промежуточных растворов в диапазоне концентра-
ций 50-1000 нг/мл. 
Исследуемые образцы плазмы крови перед анализом 
размораживали до температуры окружающей среды 
(21 ± 3 ºС). После разморозки исследуемые образцы в 
количестве 400  мкл переносили с помощью автомати-
ческого  дозатора  в микропробирки вместимостью 2,0 
мл. Для осаждения белков в каждую микропробирку с 
исследуемым образцом добавляли 1000,0 мкл  ацето-
нитрила  для хроматографии и перемешивали на вих-Рисунок 1 - Структурная формула акситиниба
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ревой мешалке Heidolph Multi Reax  в течение двух ми-
нут. Микропробирки с исследуемыми образцами цент-
рифугировали в течение 10 минут при 13200 об/мин и 
надосадочную жидкость в количестве 500 мкл перено-
сили в сухие виалы  для  хроматографического ана-
лиза. Состав аналитического цикла  и условия режи-
ма элюирования представлены ниже.
РЕЗУЛЬТАТЫ 
Валидацию методики  количественного определения 
акситиниба в плазме крови методом ВЭЖХ  проводи-
ли в соответствии с  требованиями  руководств FDA,  
EMA, GLP OECD и ЕАЭС  [1-8]   по следующим харак-
теристикам:  селективность,  линейность,  правиль-
ность  и прецизионность, нижний предел количествен-
ного определения (НПКО),  перенос проб,    стабиль-
ность аналита в биологической матрице на протяже-
нии всего периода хранения и в условиях обработки. 
Применение колонки Nucleosil C18, 5µm размером 
250 x 4.6mm, заполненной обращённо-фазовым сор-
бентом С18 с размером частиц 5µm, позволило полу-
чить удовлетворительную форму пиков для аксити-
ниба. Хроматографическая система считалась при-
годной при выполнении следующих критериев: отно-
сительное стандартное отклонение площади опреде-
ляемых пиков, рассчитанное по шести последователь-
ным хроматограммам раствора одной концентрации – 
не более 7 %; фактор асимметрии пиков акситиниба  
– не более 2,2; эффективность хроматографической 
колонки, рассчитанная по пику AXB – не менее 1000 
теоретических тарелок; соотношение сигнал/шум для 
раствора на уровне нижнего предела количественного 

Таблица 1 - Состав аналитического цикла (АЦ)  методики количественного определения AXB 
в биологических образцах плазмы крови человека

№ АЦ
1 Мобильная фаза

2 Бланк плазма BM (Холостой образец биологической матрицы (плазмы крови человека) без содержания исследуемого 
аналита)

3 Калибровочные образцы, начиная с образца с наименьшей концентрацией и дальше в возрастающем порядке 
4 Бланк-плазма – BM

5 Образцы контроля качества (образцы QC) с содержанием исследуемого аналита на  трех концентрационных 
уровнях (низком, среднем и высоком)

Таблица 2 - Условия режима элюирования

Параметры ВЭЖХ Описание
Длина волны 320 нм
Аналитическая колонка Колонка Nucleosil C18, 5µm 250 x 4.6mm; температура 25±0,50С
Состав подвижной фазы Ацетонитрил - 20mM аммоний ацетат- метанол (20:30:50),  рН 4,0 
Скорость потока 1мл/мин, время анализа 15 мин 

время  после анализа 3,0 мин
Объем пробы 100,0 мкл
Обмыва иглы Растворы для обмыва иглы S1 (CH3CN – H2O (20:80)) 
Обмыва плунжеров Растворы для обмыва плунжеров Р1 (CH3CN – H2O (20:80)).
Температура в автосамплере (8 ± 2) 0С

определения (НПКО) не менее 10:1. Хроматограммы 
AXB с концентрацией в плазме на уровне НПКО (50 
нг/мл в плазме) представлены на рис. 2.
При оценке селективности с целью определения  сте-
пени влияния эндогенных компонентов крови на хро-
матографирование,  были проанализированы образ-
цы плазмы крови от шести различных доноров без со-
держания акситиниба. На полученных хроматограммах 
отсутствовали  пики, совпадающие со временем удер-
живания пиков акситиниба (рисунок 1).
Для оценки линейности была построена калибровоч-
ная кривая, для которой использовали рабочие стан-
дартные растворы всего диапазона концентраций в 
двух повторностях  (рисунок 2)
Определяемый в плазме крови  акситиниб  позволил 
получить линейную калибровочную кривую в диапазо-
не концентраций от 50 нг/мл до 1000 нг/мл  с коэффи-
циентом корреляции R2 равным 0,99542, что удовлет-
воряет критерию приемлемости (не менее 0,97). Отно-
сительное стандартное отклонение (RSD, %) для каж-
дой из концентраций соответствовал  критериям при-
емлемости – не более 20% для раствора нижнего пре-
дела количественного определения  и не более 15% - 
для остальных концентраций (таблица 3).
Оценку правильности и прецизионности методики про-
водили в трех циклах  (три серии хроматографического 
определения) в различные дни. Каждый цикл состоял 
из пяти образцов каждой из пяти концентраций AXB в 
модельных образцах: НПКО (LLOQ), тройная величина 
НПКО (LQC), образец контроля качества со средним 
содержанием исследуемого аналита (MQC) и образец 
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(а) (б)

Рисунок  2 - Хроматограммы холостого образца плазмы крови (а) и образца плазмы крови, 
содержащего Акситиниб в концентрации 750 нг/мл  (б)

Рисунок 3 – Линейность методики количественного определения акситиниба  
в диапазоне концентраций от 50 нг/мл до 1000 нг/мл

Таблица 3 - Результаты анализа по параметру «Калибровочная  кривая» для AXB в диапазоне от 50 до 1000 нг/мл

С, нг/мл Снайд, нг/мл Ссред, нг/мл  Х δ % Критерий 
приемлемости |δ|, %

50,0
46,80

48,20 -4,07 |δ| <= 20% Удовлетворяет
49,50

150,0
131,48

131,06 -13,04 |δ|<= 15 %  Удовлетворяет
130,64

400,0
376,25

429,53 6,87 |δ|<= 15%  Удовлетворяет
482.8

500,0
477,07

474,21 -5,59 |δ| <= 15% Удовлетворяет
471.34

750,0
716,52

711,72 -5,56 |δ| <= 15%  Удовлетворяет
706,91

1000,0
1027,54

1032,44 2,75 |δ| <= 15%  Удовлетворяет
1037,34
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контроля качества с высоким содержанием исследу-
емого аналита (не менее 75% ВПКО (HQC)), рассчи-
тывая при этом количественное содержание по гра-
дировочному графику. Для полученных значений кон-
центраций были рассчитаны величины относительного 
стандартного отклонения (SD, %), относительной по-
грешности (δ, %) и коэффициента вариации (CV, %), 
приведенные в таблице 4.
Полученные результаты  по оценке правильности и 
прецизионности методики количественного опреде-
ления акситиниба в плазме крови показали, что раз-
работанная методика удовлетворяет вышеуказанным 
критериям приемлемости.
Изучение стабильности проводили для того, чтобы га-
рантировать, что каждый этап исследования, от приго-

Таблица  4 - Правильность и  прецизионность методики определения акситиниба в плазме

Уровень концентрации 
раствора

Цикл 1 Цикл 2 Цикл 3
С нг/мл Снайд нг/мл CVs, % Снайд нг/мл CVs, % Снайд нг/мл CVs, %

LLOQ 50

49,1

4,8

45,58

4,43

47,58

5,82
48,7 45,82 52,12
52,2 41,9 49,66
53,4 45,91 51,56
54,1 47,26 45,21

LQC 150

139,27

3,43

126,39

3,42

125,96

4,45
133,74 136,08 138,07
130,35 134,16 124,5
140,72 130,13 128,29
131,58 137,46 124,4

MQC 500

529,24

9,95

401,68

1,33

401,03

1,51
646,74 400,25 403,79
519,87 415,03 405,33
528,26 413,83 399,74
522,26 415,41 413,77

HQC 750

976,8

9,62

788,59

0,92

785,43

1,66
773,74 782,3 785,7
786,12 788,77 802,17
885,98 777,26 796,8
867,37 796,27 817,4

товления образца до анализа, так же, как и использо-
ванные условия хранения, не оказывают существен-
ного влияния на концентрацию исследуемого анали-
та. Оценку стабильности проводили на образцах плаз-
мы крови, содержащих акситиниба в двух концентра-
циях 150 нг/мл и 750 нг/мл. Образцы в растворенном 
виде помещали в различные условия хранения:   в те-
чение 5 ч при комнатной температуре; после трёх ци-
клов замораживания/оттаивания (замораживание при 
температуре не выше -70 °C, оттаивание при комнат-
ной температуре); после пробоподготовки в течение 
48 ч при температуре (8,0±5)°C; свежеприготовленные 
образцы из той же серии анализировали сразу после 
приготовления (таблица 5).

Таблица 5 - Стабильность свежеприготовленных модельных образцов AXB

Уровень концентрации раствора LQC HQC
С (нг/мл) 150,0 750,0
Снайд (нг/мл) 140,24 821,58

146,78 806,97
134,68 797,76
141,82 806,31
137,40 797,17

 Х 140,18 805,96
δ, % -6,54 7,46
Критерий приемлемости |δ|, % < 15 < 15

Вывод Удовлетворяет Удовлетворяет
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Таблица 6 - Результаты оценки кратковременной стабильности AXB  (5 ч при комнатной температуре)

Уровень концентрации раствора LQC HQC
С (нг/мл) 150,0 750,0
Снайд (нг/мл) 130,85 791,72

141,47 786,76
138,14 788,00
139,03 783,90
139,26 866,23

 Х 137,75 803,32
δ, % -8,17 7,11
Критерий приемлемости |δ|, % < 15 < 15

Вывод Удовлетворяет Удовлетворяет

Таблица 7 - Результаты оценки стабильности AXB после трёх циклов замораживания/оттаивания
(замораживание при температуре  -70 °C, оттаивание при комнатной температуре) 

Уровень концентрации раствора LQC HQC
С (нг/мл) 150,0 750,0
Снайд (нг/мл) 145,06 796,59

129,90 777,06
143,21 791,40
150,36 784,81
140,64 784,05

 Х 141,83 786,78
δ, % -5,44 4,90
Критерий приемлемости |δ|, % < 15 < 15

Вывод Удовлетворяет Удовлетворяет

Таблица 8 - Результаты оценки стабильности AXB после пробоподготовки в течение 48,0 ч при температуре (8,0±5)°C  

Уровень концентрации раствора LQC HQC
С (нг/мл) 150,0 750,0
Снайд (нг/мл) 137,40 791,76

146,26 802,92
143,94 807,73
148,09 1247,23
131,73 798,16

 Х 141,48 889,56
δ, % -5,68 14,61
Критерий приемлемости |δ|, % < 15 < 15

Вывод Удовлетворяет Удовлетворяет

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная методика количественного определе-
ния АХВ в плазме крови человека методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с диодно-
матричным детектированием простата в исполнении, 
соответствует требованиям валидационных характе-
ристик и позволяет достоверно определять аксити-
ниб в плазме крови в концентрациях от 50,0 нг/мл до 
1000,0 нг/мл. Нижний  предел количественного опре-

деления АХВ составил 50 нг/мл. Правильность  и пре-
цизионность результатов анализа с учётом критериев 
приемлемости соблюдались во всем интервале иссле-
дуемых концентраций (50–750 нг/мл). Стабильность 
аналита доказана по всем условиям хранения. Про-
веденные исследования доказывают, что разработан-
ная методика количественного определения содержа-
ния АХВ в плазме крови воспроизводима и позволяет 
получить достоверные результаты. 
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