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ВВЕДЕНИЕ 
Создание высокоэффективных ориги-

нальных отечественных противоопухоле-
вых препаратов, избирательно разруша-
ющих опухолевую ткань, является одним 
из актуальных направлений современной 
российской науки, решающей задачу сни-
жения смертности населения и увеличения 
продолжительности жизни. Среди широ-
кого спектра многообещающих групп ле-
карственных препаратов особый интерес 
представляют N-гликозиды замещенных 
индоло[2,3-a]карбазолов и родственные 
соединения, способные инициировать пу-
ти гибели опухолевых клеток путем инги-
бирования нескольких типов мишеней [1].

В лаборатории разработки лекарст- 
венных форм ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохи-
на» Минздрава России разработана лиофи-
лизированная лекарственная форма (ЛИО-
ЛФ) препарата из группы индолокарбазола 
ЛХС-1208 «лиофилизат для приготовления 
раствора для инъекций, 9 мг» [2]. Обладая 

высокой противоопухолевым эффектом по 
отношению к опухолям различного гисто-
генеза, данный лекарственный препарат 
проявляет сильную ингибирующую актив-
ность в отношении киназ – циклинзави-
симой киназы (Cdk1), протеинкиназы С и 
тирозинкиназы; второй мишенью являет-
ся  двухцепочечная ДНК и комплекс ДНК с 
топоизомеразой [3–7]. 

Цель исследования – обоснование тех-
нологии получения ЛИО-ЛФ ЛХС-1208 и раз-
работка методик качественного и коли-
чественного определения действующего 
вещества в ЛИО-ЛФ методами тонкослой-
ной хроматографии (ТСХ) и спектрофото-
метрии (СФМ).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Препараты и реактивы

Субстанция ЛХС-1208 (ФГБУ «РОНЦ 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России); 
Cremophor ELP (BASF, Германия), Kollisolv 
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PEG-400 / Lutrol E-400 (BASF, Германия), Kolliphor 
HS15 (BASF, Германия), Kollidon 17 PF (BASF, Герма-
ния), вода очищенная (ФС 42-2619-97), диметил-
сульфоксид – ДМСО (ч.д.а., «Химмед», Россия), ди-
метилформамид  – ДМФА (ч.д.а., «Химмед», Россия), 
бензол (ч.д.а., «Химмед», Россия), спирт этиловый 95%-й 
(ФС.2.1.0036.15, «РосБио», Россия).

Приборы и аппаратура

Весы аналитические Sartorius 2405 (Sartorius AG, 
Германия); весы лабораторные Sartorius LA 1200  S 
(Sartorius AG, Германия); фильтрационная систе-
ма Stericup GP Millipore Express Plus (Merck Millipore, 
США); сублимационная сушка Minifast DO.2 (Edwards, 
Великобритания); сублимационная сушка Minifast 10 
(BOC Edwards Tianli pharmaceutical system, Китай); по-
луавтомат ПЗР-34-ВИПС-МЕД для укупорки флаконов 
колпачками К-2-20 и К-3-34 (ООО «Фирма «ВИПС-МЕД», 
Россия); pH-метр HANNA pH 211 (Hanna Instruments, 
Германия); спектрофотометр Cary 100 (Varian, Inс., 
Австралия); хроматографические пластинки Sorbfil 

УФ-254 («Сорбфил», Россия); кюветы с крышкой для 
спектрофотометрии и стеклянные хроматографичес- 
кие камеры.

Методика количественного определения  
ЛХС-1208 в ЛИО-ЛФ методом СФМ

Оптическую плотность анализируемых растворов 
измеряли при длине волны 320±2 нм с использовани-
ем в качестве раствора сравнения ДМФА. Концентра-
ция исследуемых растворов ЛХС-1208 в ДМФА подо-
брана таким образом, чтобы оптическая плотность 
находилась в области значения 0,5 [8]. При этом коли-
чественное определение ЛХС-1208 проводили при его 
концентрации в растворе около 3 мг/мл.

Для приготовления испытуемого раствора со-
держимое одного флакона растворяли в небольшом 
количестве ДМФА, переносили в мерную колбу вмес- 
тимостью 50 мл и доводили до метки ДМФА. 1 мл по-
лученного раствора помещали в мерную колбу вмес- 
тимостью 25 мл и доводили до метки тем же раство-
рителем. В качестве стандартного образца (СО) ис-
пользовали раствор субстанции ЛХС-1208 в ДМФА в 
соответствующей концентрации. Измерение оптичес- 
кой плотности испытуемого раствора проводили па-

Фильтрационная система Stericup GP Millipore Express Plus

Спектрофотометр Agilent Cary 100

Весы лабораторные Sartorius LA 1200 S

Современные технологии создания лекарственных форм
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раллельно с измерением оптической плотности СО 
относительно ДМФА в максимуме при длине волны 
320±2 нм.

Содержание ЛХС-1208 во флаконе (Х, мг) рассчиты-
вали по формуле:

Х= D1×а0×P/ D0×100,

где D и D0 – соответственно оптические плотности 
растворов образца ЛИО-ЛФ и СО ЛХС-1208; а0 – на-
веска СО ЛХС-1208 в мг; P – содержание ЛХС-1208 в СО 
в процентах.

Методика определения  
качественного состава ЛИО-ЛФ ЛХС-1208  
методом ТСХ

Используют хроматографическую пластинку 
Sorbfil УФ-254 размером 150×100 мм. На нее каранда-
шом наносят линию старта (1 см от нижнего края) и ли-
нию финиша (2 см от верхнего края). На линию старта 
наносят отметки карандашом: 1 – СОВС-1; 2 – СОВС-2; 
3 – исследуемый образец. Готовят растворы СОВС-1; 
СОВС-2; исследуемого образца (при этом отступают от 
краев пластинки не менее чем на 1 см):

Приготовление СОВС-1: 2 мг субстанции ЛХС-1208 
растворяют в 1 мл ДМСО. Раствор используют све- 
жеприготовленным.

Приготовление СОВС-2: 133 мг Kollidon 17PF 
растворяют в 1 мл ДМСО. Раствор используют 
свежеприготовленным.

Приготовление раствора исследуемого образца: 
содержимое одного флакона растворяют в 9 мл ДМСО. 
Раствор используют свежеприготовленным.

На линию старта хроматографической пластин-
ки в соответствии с разметкой наносят по 5 мкл раст- 
воров СОВС-1 (10 мкг субстанции ЛХС-1208); СОВС-2 
(665 мкг Kollidon 17PF); исследуемого образца (10 мкг 
субстанции ЛХС-1208, 665 мкг Kollidon 17PF) автомати-
ческой пипеткой. Пластинку с нанесенными пробами 
подсушивают на воздухе в течение 30 мин. Предвари-
тельно готовят хроматографическую камеру, при этом 
в нее наливают отмеренные количества растворите-
лей и по бокам размещают полоски фильтровальной 
бумаги, накрывают стеклом и оставляют насыщаться в 
течение 1 ч [9].

В насыщенную парами растворителей камеру по-
мещают высушенную пластинку с нанесенными об-
разцами и хроматографируют восходящим способом. 
После достижения фронтом растворителей финиша 
пластинку вынимают, подсушивают на воздухе до пол-
ного исчезновения запаха растворителей, очерчи-
вают видимые пятна карандашом, потом проявляют 
Kollidon 17PF с помощью раствора Люголя, снова под-
сушивают на воздухе до полного исчезновения запаха 

растворителей, затем с помощью линейки находят се-
редину пятна, замеряют расстояние от старта до сере-
дины пятна, а также длину и ширину пятна, отмечают 
форму пятна.

Проявившиеся пятна в образцах идентифициро-
вали относительно пятен веществ-свидетелей и харак-
теризовали по величине удерживания Rf, рассчитыва-
емой по формуле:

Rf=Lв/Lф,

где Lв – расстояние от линии старта до центра хрома-
тографической зоны исследуемого вещества, мм; Lф – 
расстояние от линии старта до линии финиша элюен-
та, мм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка технологии получения ЛИО-ЛФ ЛХС-

1208 началась с изучения растворимости субстанции 
ЛХС-1208 с использованием различных солюбилиза-
торов (Cremophor ELP, Kollisolv PEG-400/Lutrol E-400, 
Kolliphor HS15, Kollidon 17 PF). Показано, что полное 
растворение субстанции без добавления органичес- 
кого растворителя наблюдается только при примене-
нии Kollisolv PEG-400 / Lutrol E-400, которые пригодны 
только для местного и перорального применения. Од-
нако при оценке эффективности модельной перораль-
ной ЛФ с Kollisolv PEG-400 / Lutrol E-400 не выявлено 
значимого терапевтического эффекта (ТРО составило 
10–20%). 

В связи с невозможностью растворения субстан-
ции ЛХС-1208 с использованием только сорастворите-
лей и хорошей растворимости ее в ДМСО определи-
ли максимально возможную концентрацию ЛХС-1208 
в данном органическом растворителе. Она составила 
порядка 7%, что позволило вводить в состав ЛФ мини-
мальное количество ДМСО (~5%).

Подобраны составы модельных лекарственных 
форм ЛХС-1208 с использованием таких солюбилиза-
торов, как Cremophor ELP, Kolliphor HS15, Kollidon 17PF, 
обеспечивающие концентрацию действующего ве- 
щества 0,2–0,3% и стабильные в растворе в течение 
1  суток. Однако при исследовании состава, содержа-
щего Kolliphor HS15, на интактных мышах выявлена вы-
сокая токсичность данного солюбилизатора, что заста-
вило отказаться от его применения. 

Изучена стабильность выбранных модельных ле-
карственных форм ЛХС-1208 с Cremophor ELP и Kollidon 
17PF в процессе хранения в холодильнике (температу-
ра 4±2 ºС) в течение 1 суток. В качестве контрольных 
точек выбрали время сразу после приготовления, че-
рез 1 и 3 ч, через 1 сутки. Оценку стабильности прово-
дили по параметрам: внешний вид раствора, значение 
рН, содержание ЛХС-1208 в % от теоретического.

Фармацевтическая технология и нанотехнологии
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При оценке результатов изучения стабильности 
двух модельных ЛФ оказалось, что ЛФ, содержащая в 
своем составе Kollidon 17PF, стабильна по указанным 
выше параметрам в течение 7 суток. В то время как ЛФ, 
содержащая в качестве солюбилизатора Cremophor 
ELP, хотя и сохраняет надлежащий внешний вид на 
протяжении 1 мес. и более, но при этом концентрация 
действующего вещества в данной ЛФ через 7 суток 
снижается на 10% от теоретического. Полученные дан-
ные указывают на необходимость совершенствова-
ния состава ЛФ, содержащей Cremophor ELP (добавле-
ние стабилизаторов и т.д.). Модель ЛФ с Kollidon 17PF 
(содержание ЛХС-1208 3 мг/мл) по физико-химическим 
параметрам отобрана для проведения дальнейших 
исследований, для увеличения срока хранения пред-
ложено использовать лиофилизацию.

Для замораживания использовали раствор мо-
дельной ЛФ ЛХС-1208, которую дозировали по 6 мл во 
флаконы вместимостью 30 мл, толщина слоя составля-
ет 15 мм. Модели ЛФ ЛХС-1208 замораживали на полке 
сублимационной установки (начальная температура 
+20…+22 °С) до температуры –40…–45 °С. При дости-
жении заданной температуры на препарате выдержи-
вали в течение 3 ч, далее включали нагрев до темпера-
туры +20…+22 °С. 

При оттаивании наблюдалось расслоение замо-
роженной таблетки модельной ЛФ ЛХС-1208. При до-
стижении температуры от –30 °С до –25 °С в нижнем 
слое таблетки образовывался раствор ярко-желтого 
цвета. Остальная таблетка размораживалась при тем-
пературе от –10 °С до –8 °С (рисунок 1).

На продолжительность сушки оказывала влия-
ние толщина слоя исходного раствора, а также время 
и температура досушивания препарата. При интенси-
фикации процесса сушки путем увеличения скорости 
подъема температуры до +10 °С в час и повышения 
температуры при досушивании до +27 °С наблюдалось 
снижение содержания ЛХС-1208 во флаконе ниже до-

пустимых пределов. Снижение интенсивности подо-
грева до 5 °С в час и увеличение времени досушива-
ния до 13–15 ч при +18…+20 °С также не обеспечивало 
гарантированного качества продукта. На основании 
экспериментальных сушек был выбран следующий ре-
жим лиофилизации.

Раствор ЛХС-1208 3 мг/мл стерилизовали фильтра-
цией через с полиэфирсульфоновые фильтры Millipore, 
имеющие размер пор 0,22 мкм. Стерильный раствор 
дозировали по 3 мл во флаконы объемом 20 мл и по-
мещали на полки сублимационной сушки. Кассеты с 
флаконами помещали на полку сублимационной уста-
новки, подключали датчики, установленные во флако-
ны, закрывали камеру сублимационной установки и 
начинали замораживание продукта. Замораживание 
проводили при температуре –40…–45 °С. После дости-
жения заданной температуры препарат выдержива-
ли в течение 2,5–3,5 ч. Контролировали температуру и 
продолжительность замораживания по регистрирую-
щему устройству.

Далее включали вакуумный насос. После включе-
ния вакуумного насоса и выравнивания вакуума вы-
держивали около 3 ч и начинали нагрев полок. Мак-
симально возможная скорость подъема температуры 
– 2 °С/ч. Через 1 ч после достижения температуры по-
лок +20 °С включали инжекцию воздуха и доводили 
остаточное давление в камере до значения 40–50 Па. 
Температура препарата при досушивании не должна 
превышать +20 °С. Продолжительность досушивания 
– от 2 до 3 ч. Общее время сушки препарата во флако-
нах вместимостью 30 мл составляет 35–48 часов (ри-
сунок 2). 

По окончании сушки вакуум в сублимационной 
камере гасили чистым, профильтрованным воздухом, 
который поступает в камеру через систему фильтров. 
Кассеты с препаратом выгружали из сублимационной 
камеры, закрывали крышками и передавали на уку-
порку. Качество готового продукта оценивали по сле-
дующим критериям: внешний вид препарата (цвет, 

Рисунок 2. График сублимационной сушки ЛИО-ЛФ ЛХС-1208Рисунок 1. Замораживание модельной ЛФ ЛХС-1208

Современные технологии создания лекарственных форм



66 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 2016 №4 (17)

пористость, однородность), растворимость, прозрач-
ность, значение pH, потеря в массе при высушивании, 
содержание препарата во флаконе.

Разработку методики количественного опреде-
ления действующего вещества в ЛИО-ЛФ ЛХС-1208 
начали с изучения электронного спектра поглоще-
ния (ЭСП). Данная субстанция практически нераство-
рима в воде, измерения проводили для растворов 
ЛХС-1208 в ДМФА, которые имеют характерные ЭСП: 
в области 200–500 нм наблюдаются максимум погло-
щения при 287±2 нм, плечо при 306±2; максимум по-
глощения при 320±2 нм, плечо при 343±2 нм, слабо 
интенсивный максимум при 420 нм (рисунок 3). От-
ношение значений оптической плотности в макси-
мумах D320/D287 составляет 1,42±0,05. В максимуме 
при λmax=320 нм наблюдается более интенсивное по-
глощение, поэтому он был выбран в качестве анали-
тического сигнала. Для снижения систематических и 
случайных ошибок при определении ЛХС-1208 в ЛИО-
ЛФ в методику спектрофотометрического анализа 
ввели способ расчета по СО. В качестве СО использо-
вали субстанцию ЛХС-1208. 

Рабочей концентрацией раствора ЛХС-1208 вы-
брали концентрацию 0,006–0,008 мг/мл; при этом 
величина оптической плотности укладывается в ин-
тервал, рекомендуемый ГФ XIII, а максимумы погло-
щения в растворах субстанции и ЛФ совпадают (ри-
сунок 4).

Поглощение раствора ЛХС-1208 подчиняется за-
кону Бугера – Ламберта – Бера: линейная зависимость 
значения оптической плотности от концентрации 
ЛХС-1208 наблюдается в интервале концентраций от 
0,003  мг/мл до 0,010 мг/мл. Ошибку метода СФМ оце-
нивали путем проведения анализа 6 флаконов. Статис- 
тические характеристики спектрофотометрического 
определения содержания ЛХС-1208 в ЛИО-ЛФ пред-
ставлены в таблице 1. Ошибка единичного определе-
ния составляет 0,40%, что указывает на возможность 
точного определения содержания действующего ве-
щества в ЛИО-ЛФ.

Таблица 1. 

Результаты количественного определения  
ЛХС-1208 в ЛИО-ЛФ

№ образца ЛИО-ЛФ
ЛХС-1208

Оптическая  
плотность

Содержание ЛХС-
1208 в образце 

ЛИО-ЛФ,  
мг/флакон

1 0,765 9,30

2 0,761 9,25

3 0,769 9,35

4 0,766 9,31

5 0,763 9,27

6 0,761 9,25

Статистические 
характеристики

n=6, f=5, хср=9,288, S2=1,28×10-3, 
S=3,58×10-2, 

Sхср.=1,46×10-2, t (Р, f)=2,57 (P=95%), 
∆х=0,0375, ε=0,40%

Качественное определение ЛХС-1208 проводили 
с использованием ТСХ. В результате проведенных ис-
следований экспериментально была выбрана система 
бензол / спирт этиловый (1:1) (таблица 2). Присутствие 
значительного количества Kollidon 17 PF в ЛИО-ЛФ 
ЛХС-1208 по сравнению с количеством основного ве-
щества (133 мг и 2 мг соответственно) затрудняет раз-
деление компонентов ЛФ, поэтому для более правиль-
ной идентификации активного вещества на пластины 
в качестве стандартных образцов веществ-свидетелей 
было предложено наносить пробы растворов в ДМСО 
субстанции ЛХС-1208 и ЛИО-ЛФ ЛХС-1208. При про-
смотре хроматограмм в УФ-свете растворов в ДМСО 
субстанции ЛХС-1208 и ЛИО-ЛФ ЛХС-1208, помимо пят-
на ЛХС-1208, наблюдалось хорошо очерченное пят-
но на старте, соответствующее Kollidon 17 PF. Только в 
двух системах удалось оторвать Kollidon 17 PF от стар-
товой линии: пропанол-2 / 25% аммиак (36:24) и этило-
вый спирт / 25% аммиак (50:20) (таблица 2).

Рисунок 4. Электронный спектр поглощения раствора ЛИО-ЛФ 
ЛХС-1208

Рисунок 3. Электронный спектр поглощения субстанции ЛХС-
1208 (0,0006% раствор в ДМФА)
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Таблица 2. 

Эффективность подвижной фазы  
при ТСХ-анализе ЛИО-ЛФ ЛХС-1208  

на хроматографических пластинках Sorbfil

Со
ст

ав
 п

од
ви

ж
но

й 
ф

аз
ы

, с
оо

тн
ош

ен
ие

 
в 

м
л

Вр
ем

я 
ан

ал
из

а,
 м

ин Значение Rf 

СО
ВС

-1

СО
ВС

-2

ЛЛФ  
ЛХС-1208

Л
ХС

-1
20

8

Ko
lli

do
n 

17
 P

F

Бензол/этанол (30:30) 30 0,66 0 0,63 0

Бензол/ацетон (30:30) 40 – 0 – 0

Ацетон/этилацетат/
вода (40:16:4)

35 0,53 0 0,525 0

Хлороформ/этанол/
ЛУК (40:20:6)

105 0,75 – 0,73 –

Пропанол-2 /  
25% аммиак (36:24)

180 0,74 0,63
0,68  

(одно пятно)

Пропанол-2 /  
25% аммиак (50:5)

160 – 0 – 0

Пропанол-2 /  
25% аммиак /  
ацетон (20:10:30)

105 0,58 – 0,59 –

Этилацетат / этанол / 
25% аммиак (51:6:9)

50 0,36 0 0,35 0

Хлороформ/метанол 
(50:10)

90 0,77 0 0,76 0

Этанол / 25% аммиак 
(50:20)

290 – 0,69 – 0,69

Этанол 200 0,79 0 0,78 0

Н-гексан/бутанол 
(35:35)

180 0,33 0 0,32 0

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований разра-

ботаны методики качественного ТСХ-анализа и коли-
чественного спектрофотометрического определе-
ния ЛХС-1208 в ЛИО-ЛФ, также обоснована технология 
ее получения. В результате серии экспериментов вы-
бран оптимальный температурный режим лиофили-
зации разработанного состава (модель ЛФ с Kollidon 
17PF в качестве солюбилизатора, содержание ЛХС-1208 
3 мг/мл), который не требует предварительного замо-
раживания, а также определен наиболее приемлемый 
объем заполнения флаконов – 3 мл. Подобрана систе-
ма растворителей для определения действующего ве-
щества – бензол / спирт этиловый (1:1).

При изучении абсорбционных характеристик 
ЛХС-1208 выявлено, что спектр поглощения раствора 
ЛИО-ЛФ ЛХС-1208 идентичен спектру поглощения суб-
станции ЛХС-1208 по положению максимумов и форме 
кривой. Установлено, что вспомогательные вещества, 

входящие в состав ЛИО-ЛФ, и ДМФА, используемый в 
качестве раствора сравнения, практически не погло-
щают излучение в области максимумов поглощения 
ЛХС-1208. В качестве рабочей длины волны для ана-
лиза ЛХС-1208 в ЛИО-ЛФ выбрана полоса поглощения 
средней интенсивности с максимумом 320 нм. 

Поглощение раствора ЛХС-1208 подчиняется за-
кону Бугера – Ламберта – Бера: линейная зависи-
мость значения оптической плотности от концентра-
ции ЛХС-1208 наблюдается в интервале концентраций 
от 0,003 мг/мл до 0,010 мг/мл. Ошибка спектрофото-
метрического определения концентрации ЛХС-1208 в 
ЛИО-ЛФ составила 0,40%.
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