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В статье приведены подходы к разработке биоаналитических методик для определения веществ, содержащих 
в структуре нестабильные функциональные группы. Процессы окисления и гидролиза являются основными 
причинами разложения веществ в биологических жидкостях. В качестве примера легкоокисляющихся 
соединений были выбраны молекулы, содержащие в структуре фенольные гидроксилы, в качестве примера 
легкоокисляющихся соединений – глюкурониды лекарственных веществ. Для измерения концентраций 
микофеноловой кислоты, содержащей в структуре один фенольный гидроксил и в процессе метаболизма 
образующей глюкурониды, в плазме крови использовались методы высокоэффективной жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрическим и тандемным масс-спектрометрическим детектированием. 
Концентрации метилдопы, содержащей в структуре два фенольных гидроксила, в плазме измерялись с 
помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим 
детектированием в диапазоне 0,02–3,00  мкг/мл. Определение деметилированной мебевериновой 
кислоты, содержащей в структуре один фенольный гидроксил и метаболизирующейся с образованием 
фенольного глюкуронида, осуществляли в диапазоне 10–2000 нг/мл совместно с мебевериновой кислотой. 
В начале разработки методик была изучено влияние фрагментации глюкуронидов в источнике ионов на 
количественное определение изучаемых веществ. Затем был произведён выбор антикоагулянта на основании 
изучения краткосрочной стабильности и стабильности при замораживании/размораживании аналитов, а 
также обратной конверсии их глюкуроновых коньюгатов. Для стабилизации метилдопы была использована 
комбинация антикоагулянта К3ЭДТА и раствора антиоксиданта, содержащего смесь аскорбиновой кислоты, 
натрия сульфита и натрия гидрокарбоната в концентрациях 5,0 %, 0,2 % и 2,4 % соответственно.
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The approaches to bioanalytical method development for determination of substances which contain unstable func-
tional groups in the structure are described. The oxidation and the hydrolysis are main causes of the decomposition 
of substances in biological fluids. Phenolic hydroxyls contain drugs were selected as examples of oxidable compounds, 
glucuronides of drugs were selected as examples of hydrolysable compounds. Determination of mycophenolic acid, which 
contains one phenolic hydroxyl and metabolized by formation of glucuronides, in plasma was performed using high 
performance liquid chromatography with mass-spectrometry and tandem mass-spectrometry detection. Methyldopa, 
which contains two phenolic hydroxyls, in stabilized plasma was assayed by high performance liquid chromatography 
– tandem mass-spectrometry in the range of 0.02–3.00 μg/ml. Concentrations of desmethyl mebeverine acid, which 
contains in the structure one phenolic hydroxyl and metabolized by formation of phenolic glucuronide, was measured 
simultaneously with mebeverine acid in the range of 10–2000 ng/ml. The influence of the ion source conversion of 
glucuronides on the quantitative determination of the substances was studied in the initial part of methods develop-
ment. The next, selection of anticoagulants based on the study of short-term stability and freeze/thaw stability of the 
analytes and back conversion of their glucuronides was performed. The combination of anticoagulant K3EDTA and 
the antioxidant solution containing a mixture of ascorbic acid, sodium sulfite and sodium hydrogen carbonate in the 
concentrations of 5.0 %, 0.2 % and 2.4 %, respectively, was used to prevent degradation of methyldopa.
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ВВЕДЕНИЕ

Одной из наиболее трудных задач биоанали-
тических исследований является количественное 
определение в биологических жидкостях веществ, 
содержащих в структуре нестабильные функциональ-
ные группы. Данной проблеме посвящён ряд статей, 
в которых приводятся примеры веществ и меры, 
предпринятые для предотвращения их деградации 
[6, 10, 16, 23, 24]. Однако в этих работах отсутствует 
описание процесса разработки методики и после-
довательности действий при выборе способа для 
замедления разложения веществ.

Основными причинами нестабильности молекул 
аналита или его метаболитов являются окисление и 
гидролиз. Наиболее распространёнными примерами 
легкоокисляющихся соединений являются лекар-
ственные препараты, содержащие в своей струк-
туре фенольные гидроксилы. Обратная конверсия 
глюкуронидов лекарственных веществ в исходные 
соединения является наиболее распространённым 
примером гидролиза соединений в биологических 
жидкостях [6, 10, 16, 23, 24]. Стабилизация веществ в 
биологических пробах достигается путём снижения 
температуры хранения, подбора антикоагулянта, до-
бавления растворов стабилизаторов [6].

Выявление подходов к разработке методик 
определения нестабильных соединений в плазме 

было выполнено на примере микофеноловой кисло-
ты (МФК), содержащей в структуре один фенольный 
гидроксил и в процессе метаболизма образующей 
О-ацилглюкуронид (АГМФК) и фенольный глюкуро-
нид (ФГМФК) [8, 9], деметилированной мебеверино-
вой кислоты (ДМК), также содержащей в структуре 
один фенольный гидроксил и метаболизирующейся 
с образованием фенольного глюкуронида (ФГДМК) 
[22], и метилдопы (МД), содержащей два фенольных 
гидроксила (рис. 1) [30, 32, 35, 36]. Данные методики 
разрабатывались для изучения биоэквивалент-
ности (БЭ) лекарственных препаратов данных 
веществ. 

Цель исследования: выявить подходы к разра-
ботке методик для определения в плазме веществ, 
содержащих в структуре нестабильные функцио-
нальные группы или образующих нестабильные 
метаболиты, для проведения биоаналитических 
исследований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Определение МФК в плазме методом высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с тандемным 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-
МС/МС) проводилось в диапазоне 0,5–30,0  мкг/мл 
(табл.  1). Для пробоподготовки был использован 
метод осаждения белков [5].

			   а 				             б 					     в

Рис. 1.  Структурные формулы микофеноловой кислоты (а), метилдопы (б) и деметилированной мебевериновой кислоты (в).
Fig. 1.  Structure of mycophenolic acid (а), methyldopa (б) and desmetyl meberine acid (в).

Таблица 1
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения микофеноловой кислоты в плазме

Table 1
Parameters of HPLC-MS/MS determination of mycophenolic acid in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
к аликвоте плазмы 50 мкл 
плазмы добавляли 450 мкл 
метанольного раствора 
МФК-D3, полученную смесь 
перемешивали на вортексе, 
затем центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об/
мин

Колонка

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

Способ ионизации
Электрораспылительная  
с термофокусировкой 
(HESI)

Состав подвижной 
фазы (ПФ) Ацетонитрил : вода Полярность Отрицательная

Скорость потока 0,4 мл/мин

Режим (MRM)

Для МФК: 
319 → 191 + 205 m/z.
Для МФК-D3: 
322 → 191 + 205 m/zРежим 

элюирования Градиентный

Время анализа 4,5 мин
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На начальном этапе разработки данной методики 
была изучена обратная конверсия фенольного глюку-
ронида МФК в источнике ионов (рис. 2): выбранные 
параметры хроматографического процесса позво-
лили разделить анализируемое вещество и ФГМФК. 

319 → 191 + 205 m/z

Рис. 2.  Хроматограмма смеси МФК (t
R
 = 2,51 мин) и ФГМФК 

(t
R
  =  1,19  мин), полученная при использовании 

метода ВЭЖХ-МС/МС. 
Fig.  2.  Chromatogram of the mixture of mycophenolic acid 

(t
R
 = 2.51 min) and MPAG (t

R
 = 1.19 min) obtained using 

HPLC-MS/MS.

ВЭЖХ-МС/МС-методика определения МФК 
применялась при проведении исследования био-
эквивалентности препаратов микофенолата натрия 
(МФН) в форме таблеток, покрытых оболочкой. Ве-
личина максимальной концентрации МФК в плазме 
(Cmax) после приёма препарата сравнения составила 
12,29  ±  5,53  мкг/мл [5]. Таким образом, выбранное 
значение нижнего предела количественного опреде-
ления методики (НПКО) находится ниже, чем 5 % от 
Cmax, и его величины достаточно для изучения биоэк-
вивалентности таблетированных форм МФН. Анало-
гичное значение НПКО применялось для проведения 
исследований БЭ [31, 38] и терапевтического лекар-
ственного мониторинга (ТЛМ) [11] препаратов МФК. 
Однако данный уровень чувствительности методики 
не позволил рассчитать такие фармакокинетические 
параметры, как константа элиминации, площадь под 

фармакокинетической кривой от нулевого значения 
времени до бесконечности, период полувыведения, 
среднее время удержания в крови [4]. 

При определении микофеноловой кислоты c по-
мощью метода высокоэффективной жидкостной хро-
матографии с масс-спектрометрическим детектиро-
ванием (ВЭЖХ-МС) НПКО был снижен до 0,05 мкг/‌мл, 
как в большинстве методик определения данного 
аналита в биологических жидкостях [7, 8, 20, 21]. Это 
обеспечит возможность детектирования следовых 
количеств МФК в плазме. Аналитический диапазон 
составил 0,05–30,00  мкг/мл. Для пробоподготовки 
была также использована депротеинизация (табл. 2). 

При данных параметрах хроматографического 
процесса было также подтверждено отсутствие 
влияния фрагментации ФГМФК на точность количе-
ственного определения аналита (рис. 3). 

Время одного анализа при использовании дан-
ной методики составляет 5 мин., что значительно 
быстрее, чем в методиках [8, 28, 29, 33]. Применение 
осаждения белков даёт возможность увеличить 
производительность процесса пробоподготовки в 
сравнении с [7, 8, 21, 26, 28]. 

Количественное определение деметилирован-
ной мебевериновой кислоты совместно с минорным 
метаболитом мебеверина – мебевериновой кислотой 
(МК) – в плазме крови проводили методом ВЭЖХ-МС/
МС в диапазоне 10–2000 нг/мл для обоих аналитов 
(табл. 3) [18]. 

При разработке данной методики исследовалась 
обратная конверсия фенольного глюкуронида ДМК 
в процессе ионизации. При этом фрагментация 
данного соединения в источнике ионов полностью 
отсутствовала (рис. 4).

Данная методика была использована для изуче-
ния фармакокинетики препарата «Дюспаталин» в 
форме капсул с пролонгированным высвобождением 
[18]. Преимуществами этой методики, в сравнении с 
работами C.A. Khatri et al. [17] и R. Maddela et al. [26], 
являются более экспрессный способ подготовки проб 
(осаждение белков без последующего концентриро-
вания) и более короткое время анализа (на 0,5 мин 
меньше, чем по данным R. Maddela et al. [26]; на 2,5 мин 
меньше, чем по данным C.A. Khatri et al. [17]). Значение 
НПКО МК и ДМК, установленное на уровне 10 нг/мл, 

Таблица 2
Параметры ВЭЖХ-МС-определения микофеноловой кислоты в плазме

Table 2
Parameters of HPLC-MS determination of mycophenolic acid in plasma

Подготовка проб Параметры хроматографического 
разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков: 
к 50 мкл плазмы добавляли 
200 мкл метанола, перемешивали 
на вортексе, затем 
центрифугировали в течение 
10 мин при 10000 об./мин

Колонка Zorbax Eclipse Plus C18 
(100*4,6 мм, 3,5 мкм) Способ ионизации

Электрораспылительная  
с термофокусировкой 
(HESI)

Состав подвижной 
фазы (ПФ)

Ацетонитрил : вода : 
0,1%-й раствор 
муравьинной кислоты

Полярность Отрицательная

Скорость потока 0,6 мл/мин Режим (SIM) Для МФК: 319 m/z

Режим 
элюирования Изократический Время анализа 5,0 мин
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а

б

319 m/z

Рис. 3.  Хроматограммы растворов микофеноловой кислоты (а) и фенольного глюкуронида микофеноловой кислоты (б), 
полученные при использовании метода ВЭЖХ-МС.

Fig. 3.  Chromatograms of solutions of mycophenolic acid (а) and phenolic glucuronide of mycophenolic acid (б) obtained using HPLC-MS 
method.

Таблица 3
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения мебевериновой и деметилированной мебевериновой кислот в плазме

Table 3
Parameters of HPLC-MS/MS determination of mebeverine acid and desmethyl mebeverine acid in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
400 мкл метанольного раствора 
МК-D5 и ДМК-D5 смешивали с 
аликвотой плазмы 100 мкл на 
вортексе и центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об./мин

Колонка № 1 Luna C8 Mercury 
(20*4,0 мм, 5 мкм) Способ 

ионизации
Электрораспылительная  
с термофокусировкой (HESI)

Колонка № 2 Luna 5u C8 
(150*4,6 мм, 5 мкм)

Состав подвижной 
фазы (ПФ)

Ацетонитрил : 
метанол : и формиат 
аммония 80 ммоль/л

Полярность Положительная

Режим хром. 
разделения

Двумерная 
хроматография Режим (MRM)

Для МК: 280 → 121 m/z;  
для ДМК: 266 → 107 m/z; для 
МК-D5: 285 → 121 m/z; для 
ДМК-D5: 271 → 107 m/z.Режим 

элюирования Градиентный
Время анализа 6,0 мин

             
				    а 						                    б

266 → 107 m/z
Рис.  4.  Хроматограммы растворов фенольного глюкуронида деметилированной мебевериновой кислоты (а) и 

деметилированной мебевериновой кислоты (б).
Fig. 4.  Сhromatograms of solutions of desmethyl mebeverine acid phenolic glucuronide (а) и desmethyl mebeverine acid (б).
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было в 10 раз ниже, чем в исследовании C.A. Khatri et al. 
[17]. В методиках S. Elliott, V. Burgess [12] и 34. A. Stockis 
[34] для подготовки проб применяется длительная 
процедура жидкостно-жидкостной экстракции и 
используются менее селективные методы анализа 
– ВЭЖХ со спектрофотометрическим и кулонометри-
ческим детектированием. Также в данных методиках 
отсутствует возможность определения ДМК, которая 
является основным метаболитом мебеверина.

ВЭЖХ-МС/МС-определение метилдопы в образцах 
плазмы осуществлялось в диапазоне 0,02–3,00 мкг/
мл. Хроматографические разделение осуществлялось 
с помощью двух колонок Luna Phenyl-Hexyl (50*3,0 мм; 
5 мкм) и Synergi Fusion-RP 80Å (150*3,0 мм; 4 мкм) в 
режиме двумерной хроматографии (табл. 4) [4].

Разработанная методика количественного опре-
деления метилдопы в плазме была применена ис-
пользована при исследовании биоэквивалентности 
её таблеток [19]. Использование метода осаждения 
белка позволило существенно ускорить процесс под-
готовки проб, по сравнению с методами жидкостно-
жидкостной и твердофазной экстракцией, использо-
ванными в опубликованных ранее методиках [29, 35].

Валидация разработанных методик проведена 
согласно требованиям руководства Европейского 
медицинского агентства (EMA) [13], Руководства по 
экспертизе лекарственных средств Научного цен-
тра экспертизы средств медицинского применения 
(НЦЭСМП) (Т. 1) [2] и Решения Совета Евразийской 
экономической комиссии №  85 «Об утверждении 
Правил проведения исследований биоэквивалент-
ности лекарственных препаратов в рамках Евразий-
ского экономического союза (ЕАЭС)» [1]. Полученные 
результаты валидационных тестов по показателям 
селективность, линейность, внутрисерийная и меж-
серийная прецизионность и правильность, эффект 
разведения, эффект матрицы, эффект переноса из 
предыдущей пробы, стабильность отвечали всем 
установленным критериям приемлемости [3, 4, 18, 19]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе анализа данных литературы необходимо 
обращать внимание на присутствие в структуре из-

учаемого соединения потенциально нестабильных 
функциональных групп, а также на наличие у него ме-
таболитов, способных в процессе хранения, подготов-
ки проб, а также хромато-масс-спектрометрического 
определения переходить в исходное вещество. 
Проведённый обзор показал, что растворы антиок-
сидантов не использовались при проведении био-
аналитических исследуемых соединений [8, 9, 12, 17, 
22, 27, 30, 32, 34, 35, 36]. Однако в случае метилдопы, 
содержащей в структуре два фенольных гидроксила, 
существует потенциальный риск её окисления. Так, 
при определении в плазме аналогичных по структуре 
веществ, леводопы [24] и допамина [37], применяли, 
соответственно, глутатион и 10%-й раствор натрия 
метабисульфита. В ряде работ, посвящённых опре-
делению микофеноловой кислоты в биологических 
жидкостях, отмечена необходимость использования 
буферных растворов для предотвращения гидролиза 
АГМФК и ФГМФК [8, 9]. Публикации, посвящённые 
исследованиям фармакокинетики метаболитов ме-
беверина, немногочисленны, и изучение обратной 
конверсии ФГДМК в данных работах не было выпол-
нено [12, 17, 22, 27, 34].

На начальном этапе разработки методик осущест-
влялся подбор антикоагулянта. Так, используемый 
антикоагулянт не повлиял на стабильность МФК в 
плазме крови. Результаты предварительной оцен-
ки стабильности аналита показали, что после 24  ч 
хранения образцов при комнатной температуре и 
3 циклов замораживания/размораживания среднее 
содержание микофеноловой кислоты при исполь-
зовании К3ЭДТА и гепарината лития находилось в 
диапазоне 85,0–115,0 % от начальной концентрации. 
Исследование обратной конверсии ФГМФК в про-
цессе хранения образцов проводилось на образцах с 
концентрацией данного метаболита 100 мкг/мл [8, 9, 
11, 15, 20, 26, 31]. При применении НПКО ВЭЖХ-МС/
МС-методики 0,5  мкг/мл после 24  ч хранения при 
комнатной температуре степень гидролиза данного 
метаболита не превышала максимально допустимого 
уровня (20 % от площади хроматографического пика 
образца МФК с концентрацией на уровне НПКО) при 
использовании К3ЭДТА и гепарината лития – 2,58 % 

Таблица 4
Параметры ВЭЖХ-МС/МС-определения метилдопы в плазме

Table 4
Parameters of HPLC-MS/MS-determination of methyldopa in plasma

Подготовка проб Параметры  
хроматографического разделения

Параметры  
масс-спектрометрического детектирования

Метод осаждения белков:  
400 мкл метанольного раствора 
МД-D3 добавляли к 100 мкл 
плазмы, затем перемешивали на 
вортексе, центрифугировали в 
течение 10 мин при 3500 об./мин. 
и температуре +4 ºС

Колонка №1 Luna Phenyl-Hexyl 
(50*3,0 мм, 5 мкм) Способ 

ионизации

Электрораспылительная 
совместно с химической 
ионизацией при атмос
ферном давлении (DUIS)Колонка №2 Synergi Fusion – RP 80Å 

(150*3,0 мм, 4 мкм)

Состав 
подвижной фазы 
(ПФ)

Метанол : вода : 
формиат аммония 
80 ммоль/л

Полярность Положительная

Режим хром. 
разделения

Двумерная 
хроматография Режим (MRM) Для МД: 212 → 139 m/z;  

Для МД-D3: 215 → 169 m/z.
Режим 
элюирования Изократический

Время анализа 8,0 мин
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и 7,44 % от площади хроматографического пика об-
разца НПКО соответственно.

При выборе более низкого значения нижнего 
предела количественного определения методики 
0,05 мкг/мл обратная конверсия ФГМФК превышала 
максимально допустимый уровень после 6 ч хране-
ния при комнатной температуре при использовании 
К3ЭДТА (рис.  5). В случае применения гепарината 
лития степень гидролиза метаболита выходил за 
установленные пределы уже спустя 2 ч. Поэтому для 
дальнейших исследований был использован К3ЭДТА. 

Отсутствие влияния обратной конверсии АГМФК 
и ФГМФК на правильность определения микофеноло-
вой кислоты было также доказано путём повторного 
анализа образцов плазмы, полученных от 10 белых 
беспородных крыс-самцов массой 250  ±  10  г. Суб-
станция микофенолата натрия вводилась крысам 
перорально в виде водного раствора в дозировке 
33,0  мг/кг. Отбор образцов крови был произведён 
через 2 ч после введения: данная точка соответствует 
времени достижения максимальной концентрации 
обоих метаболитов [25]. Различие между начальными 
значениями и результатами измерений, полученны-
ми спустя 1 мес. после отбора, находилось в диапазоне 
от –3,43 % до 9,49 %, что не превышает максимально 
допустимого значения 20 % [1, 2, 13]. Таким образом, 
при проведении биоаналитический исследований 
микофеноловой кислоты в качестве антикоагулянта 
следует применять К3ЭДТА. При этом использование 
каких-либо растворов стабилизаторов не требуется.

Результаты предварительных испытаний кра-
ткосрочной стабильности деметилированной мебе-
вериновой кислоты в образцах плазмы, содержащей 
К3ЭДТА и гепаринат лития, после 24  ч хранения 
при комнатной температуре и стабильности после 
3  циклов замораживания/размораживания соот-
ветствовали установленным требованиям. Гидролиз 
фенольного глюкуронида ДМК в образцах с концен-

трацией 2000  нг/мл при комнатной температуре 
также не наблюдался. Следовательно, добавления 
плазме раствора стабилизатора в данном случае не 
требуется. Для дальнейших испытаний был выбран 
К3ЭДТА, т. к. данный антикоагулянт наиболее часто 
используется в нашей лаборатории.

Результаты предварительного изучения стабиль-
ности метилдопы не отвечали критериям приемле-
мости при использовании обоих антикоагулянтов 
(К3ЭДТА и гепарината лития). Поэтому на следующем 
этапе разработки методики осуществлялся подбор 
комбинации антикоагулянта и раствора антиокси-
данта. После проведённых испытаний (рис. 6) было 
установлено, что оптимальным для предотвра-
щения окисления аналита является добавление к 
К3ЭДТА-плазме смеси антиоксидантов, включающей 
аскорбиновую кислоту, натрия сульфит, натрия 
гидрокарбонат в концентрациях 5 %, 0,2 % и 2,4 % 
соответственно в объёмном соотношении 1:5 (рас-
твор антиоксиданта  :  плазма). Данная комбинация 
позволила не только предотвратить разложение МД, 
но и повысить уровень аналитического сигнала.

В работах C.H. Oliveira et al. [29], H. Valizadeh et al. 
[35], L.  Vlase et  al. [36] раствор антиоксиданта не 
был использован. Это могло послужить причиной 
значительного расхождения полученных значений 
фармакокинетических параметров метилдопы, полу-
ченных в ходе данных исследований. Время одного 
анализа в данных методиках составило 3,4 мин [29], 
3,0 мин [35] и 1,05 мин [36]. Однако при этом не были 
использованы растворы стабилизаторов, которые 
необходимы для предотвращения окисления метил-
допы. Добавление раствора стабилизатора к плазме 
требует изменения программы хроматографического 
разделения для устранения усиливающихся при этом 
матричных эффектов [3]. Поэтому время хромато-
масс-спектрометрического определения в разрабо-
танной методике составило 8 мин. 
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Рис. 5.  Изучение обратной конверсии фенольного глюкуронида микофеноловой кислоты в процессе хранения.
Fig. 5.  Reverse conversion of phenolic glucuronides of mycophenolic acid during storage. 
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Таким образом, предложенные подходы к разра-
ботке биоаналитических методик для определения 
в плазме веществ, содержащих нестабильные функ-
циональные группы или образующих нестабильные 
метаболиты, пригодны для исследований всех групп 
легкоразлагающихся соединений (рис. 7).

Этап разработки и валидации биоаналитиче-
ской методики быть проведён до начала клиниче-
ской части исследования фармакокинетики и БЭ: 
до отбора образцов у добровольцев должны быть 
известны результаты испытаний стабильности 
аналита и меры, необходимые для предотвращения 
разложения изучаемого вещества или его метабо-
литов. При этом сотрудниками лаборатории со-
ставляются подробные инструкции для персонала 
клинического центра по приготовлению растворов 
стабилизаторов, применяемым антикоагулянтам, 

специальным условиям температурного режима и 
освещения (при работе с чувствительными к свету 
веществами) [22].

После исследования образцов, полученных от 
добровольцев, необходимо провести ISR-тест, чтобы 
гарантировать стабильность изучаемых веществ 
и отсутствие обратной конверсии метаболитов в 
реальных объектах. Руководство ЕАЭС по проведе-
нию исследований БЭ [1], а также Руководство по 
экспертизе лекарственных средств (Том 1) [2] реко-
мендуют при количестве отобранных проб меньше 
1000 подвергать реанализу 10 % проб, а при коли-
честве больше 1000 – 5  % проб. Руководство EMA 
[13] рекомендует анализировать дополнительно 
5 % образцов от количества, превышающего 1000, 
руководство FDA [14] – 7 % образцов независимо от 
объёма исследования.
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Рис. 6.  Подбор комбинации антикоагулянта и антиоксиданта для стабилизации метилдопы в плазме.
Fig. 6.  Choosing the combination of anticoagulant and antioxidant for stabilization of methyldopa in plasma.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Стабильность анализируемых веществ в биоло-
гических матрицах является одним из основных фак-
торов, влияющих на точность данных, получаемых в 
ходе биоаналитических исследований. Применение 
изложенного выше подхода при разработке методики 
для определения соединений, содержащих в струк-
туре нестабильные функциональные группы или 
образующих нестабильные метаболиты, позволяет 
избежать ошибок при измерении их концентрации. 
Это существенно снижает риск появления на рынке 
дженерика, не отвечающего требованиям эффектив-
ности и безопасности, или неправильной коррекции 
дозы при использовании результатов терапевтиче-
ского лекарственного мониторинга.
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и стабильности при нескольких циклах заморозки/разморозки

� изучаемого соединения
� обратной конверсии метаболита (при наличии)

Вещество нестабильно

Подбор комбинации антикоагулянта и раствора стабилизатора

� Выбор концентрации стабилизатора и соотношения раствора стабилизатора
и биологической жидкости на основании изучения краткосрочной стабильности
и стабильности при замораживании/размораживании

Валидация разработанной методики

� Калибровочные образцы и образцы контроля качества должны быть
приготовлены с использованием выбранного антикоагулянта и стабилизатора

Вещество стабильно

Фрагментация
в ИИ влияет на
определение
аналита

Изменение условий
хроматографического

разделения или
масс-спектрометрического

детектирования

Рис. 7.  Подходы к разработке методики для количественного определения в плазме веществ, имеющих нестабильные 
функциональные группы. 

Fig. 7.  Approaches to the development of method for quantitation of substances with unstable functional groups in plasma.
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