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Резюме
Введение. «Элтромбопаг» – агонист рецепторов тромбопоэтина (TPO-RAs), одобренный для лечения иммунной тромбоцитопенической 
пурпуры (ИТП). В соответствии с изученной литературой, было обнаружено, что существует очень мало аналитических методов для 
определения элтромбопага в биологических образцах. Для изучения фармакокинетики новых составов элтромбопага необходим 
чувствительный и специфичный метод, позволяющий точно определять концентрации элтромбопага в плазме крови человека. Обычно 
методы ВЭЖХ должны обеспечивать время, точность и чувствительность. Поэтому необходимо разработать быстрые или сверхбыстрые 
методы, такие как LC-MS/MS, без какой-либо потери эффективности и чувствительности разделения.
Цель. Наша цель заключалась в разработке и валидации метода, нацеленное на количественное определение элтромбопага 
в человеческой плазме крови при том, чтобы использовались методы высокоэффективной жидкостной хроматографии с 
одноквадрупольным масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС) для выполнения аналитической части фармакокинетических 
исследований.
Материалы и методы. Количество элтромбопага в плазме человека определяли с помощью ВЭЖХ-МС. Способ осаждения белков был 
проведен в качестве пробоподготовки. 
Результаты и обсуждение. Разработанную методику валидировали по линейности, переносу пробы, стабильности, селективности, 
точности, эффекту матрицы, прецизионности, пределу количественного определения препарата. 
Заключение. Метод определения элтромбопага в плазме крови человека был разработан и валидирован методом ВЭЖХ-МС. При 
исследовании аналитического диапазона препарат элтромбопаг в плазме составил 10–6750 нг/мл. Данный аналитический диапазон 
разработанной методики может быть применен для проведения аналитической части фармакокинетических исследований препаратов, 
содержащих в составе элтромбопаг.
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Abstract
Introduction. "Eltrombopag" is a thrombopoietin receptor agonist (TPO-RA) that is approved for the treatment of immune thrombocytopenic 
purpura (ITP). According to the literature, very few analytical methods for determining eltrombopag in biological samples have been reported. 
To study the pharmacokinetics of new formulations of eltrombopag, a sensitive and specific method is required that allows one to accurately 
determine the concentration of eltrombopag in human blood plasma. Normally, HPLC methods should provide time, accuracy, and sensitivity as a 
result, it is necessary to develop fast or ultra-fast methods such as LC-MS/MS without any loss in sensitivity or separation efficiency. 
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Aim. We aimed to develop and validate a method for the quantitative determination of eltrombopag levels in human plasma by using HPLC with 
mass spectrometric detection for performing the analytical part of pharmacokinetic studies. 
Materials and methods. Eltrombopag levels were determined in human plasma by HPLC with mass spectrometric detection. The samples were 
prepared using protein deposition. 
Results and discussion. The method was validated for selectivity, matrix effect, calibration curve, accuracy, precision, the limit of quantification, 
carry-over effect, and sample stability. 
Conclusion. The method for the determination of eltrombopag levels in human plasma has been developed and validated by HPLC-MS. The 
analytical range of eltrombopag levels in human plasma was 10–6750 ng/ml. This method could be used to determine eltrombopag levels in 
plasma for PK and BE studies.
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ВВЕДЕНИЕ
Идиопатическая тромбоцитопеническая пурпу-

ра (ИТП) представляет собой заболевание, при кото-
ром иммунная система атакует тромбоциты и вызы-
вает снижение их количества, подвергая пациента 
риску кровотечения. Диагноз ставится методом ис-
ключения  [1]. Элтромбопаг является пероральным 
биодоступным агонистом рецептора тромбопоэтина 
(ТПО-РА), одобренным для лечения иммунной тромбо-
цитопенической пурпуры (ИТП). Текущие показания к 
применению элтромбопага включают лечение гепати-
та С и тяжелой апластической анемии [2–4] (рисунок 1). 
Обычная начальная доза составляет 25 мг в день, а 
поддерживающая доза составляет 75 мг в день [1].

Препарат имеет высокое сродство к связыванию 
с белками плазмы и преимущественно выводится пу-
тем метаболизма в печени и желудочно-кишечном 
тракте  [5]. Согласно литературным данным, сущест- 
вует очень мало аналитических методов для опреде- 
ления элтромбопага в биологических образцах, вклю-
чая жидкостную хроматографию, методов масс-спект- 
рометрии [6, 7] и методов высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) [8]. Например, был 
разработан простой метод ВЭЖХ для определения 
концентрации элтромбопага в сыворотке с использо-
ванием обычной колонки с октадецилсилил силика-
гелем (ODS), изократной элюцией и УФ-детектирова-
нием [4]. Оламин в фармацевтической лекарственной 
форме с использованием ОФ-ВЭЖХ, метода сверхэф-

фективной жидкостной хроматографии с обращенной 
фазой (ОФ-УЭЖХ) или нового гибкого, совместимо-
го по массе изократического метода, показывающе-
го стабильность, разработанного с использованием 
сверхвысокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (УВЭЖХ) для оценки элтромбопага вместе с его 
примесями в составе таблеток [9–11]. Количественное 
определение элтромбопага в плазме человека оста-
ется сложной задачей из-за его физико-химических 
свойств и полярности. Для изучения фармакокинети- 
ки новых лекарственных форм элтромбопага необ-
ходим чувствительный и специфический метод для 
точного определения концентрации элтромбопага 
в плазме крови человека. Как правило, методы ВЭЖХ 
требуют затрат времени, возникают погрешности в  
разрешении или чувствительности. Следовательно, 

Рисунок 1. Структурная формула «Элтромбопаг»

Figure 1. Chemical structure of "Eltrombopag"
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необходимо разработать быстрые или сверхбыстрые 
методы, такие как ЖХ-МС/МС, без потери эффектив-
ности и чувствительности разделения. Таким образом, 
целью данного исследования была разработка про-
стого, быстрого и чувствительного метода ЖХ-МС/МС 
для определения элтромбопага в плазме крови чело-
века (таблицы 1, 2).

Таблица 2. Концентрации определяемых веществ  
на каждом калибровочном уровне

Table 2. The concentrations of analiytes at each calibration level

Уровень
Level

Концентрация аналита 
«Элтромбопаг», нг/мл

Analityte concentration 
"Eltrombopag", ng/ml

Концентрация ВС, 
нг/мл

IS concentration, 
ng/m

1 10 748

2 30 748

3 337 748

4 1012 748

5 1350 748

6 1687 748

7 5061 748

8 6748 748

LLOQ 10 748

L 30 748

M 4049 748

H 6750 748

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Оборудование

•• Центрифуга лабораторная, многоканальная Cent- 
rifuge 5430R (Eppendorf, Германия, аттестована до 
25.02.2020).

•• Лабораторный встряхиватель ThermoMixer C (Ep-
pendorf, Германия).

•• Весы электронные PA 213C (OHAUS Corporation, 
США, свидетельство о поверке действует до 
25.02.2021).

•• Жидкостный хроматограф UltiMate 3000 RS LC 
(Thermo Fisher Scientific, США) с масс-селектив-
ным детектором Velos Pro (Thermo Fisher Scientific, 
США, свидетельство о поверке действует до  
06.02.2020).

•• Колонка хроматографическая 2,1 × 150 мм, ZORBAX 
Eclipse Plus, 2,1 × 50 мм, 1,8 мкм (кат. № 959757-902).

•• Ультразвуковая баня с мощностью излучателя 3 Вт.

Реактивы и растворы

•• Аммиак (25 %) (PanReac, Испании, каталожный 
№ 141129).

•• Уксусная (ледяная) кислота для ВЭЖХ (PanReac, 
Испании, каталожный № 361008.1611).

•• Ацетонитрил (Gradient Grade, Merck KGaA, Герма-
ния, каталожный номер 100030.2500).

•• Метанол (hypergrade for LC-MS LiChrosolv®, Merck 
Millipore, США, каталожный № 106035).
1. Стандартные образцы

•• Стандартный образец элтромбопага моноэтано-
ламина Э10619 (годен до 06.21).

•• Активная фармацевтическая субстанция, пошед-
шая на приготовление растворов контроля ка- 
чества, партия 010719.

•• Внутренний стандарт USP RS lot G0K135 (valid in 
use day) глимепирид: 1-[[4-[2-(3-этил-4-метил-2- 
оксо-3-пирролин-1-карбоксамидо)-этил]фенил]
сульфонил]-3-транс-(4-метилциклогексил)мочеви-
на, брутто-формула: C24H34N4O5S  и молекуляр-
ная масса: 490,6 г/моль CAS: 93479-97-1.
2. Биологическая матрица 

•• Плазма крови от 6 индивидуальных источников.

Условия проведения  
и приготовление растворов 

Приготовление растворов

Во время отбора проб и последующего измерения 
параметров все имеющиеся растворы были 18–20  °С 
(в соответствии с ГФ ХIII, ХIV изд). Измерение опреде-
лений каждого из параметров проводилось при по-
стоянных условиях. Все растворы приготовлены в со- 
ответствии с биоаналитической методикой (табли-
цы 3, 4). Используемые реактивы для приготовления: 

Раствор внутреннего стандарта m =12,63 мг.
•• Исходный раствор 1 для приготовления градуи-

ровочной растворов: навеска элтромбопага мо-
ноэтаноламиан (точная навеска) m = 14,40  мг (в  
пересчете на элтромбопаг m = 12,65 мг).

•• Растворы для стандартов качества (K) m = 14,40  мг 
(в пересчете на элтромбопаг m = 12,65 мг). Исполь-
зуемое оборудование представлено в разделе  2.4. 
Процедуры по подготовке и хроматографические 
условия соответствовали биоаналитической ме-
тодике (таблицы 3, 4).

Таблица 1. Биоаналитические методики количественного определения элтромбопага

Table 1. Bioanalytical methods of quantitative determination of Eltrombopag levels

Аналитический  
метод

Analytical method

Пробоподготовка
Sample preparation

Объект анализа
Object

Аналитический 
диапазон, нг/мл

Analytical range, ng/ml

Ссылка
Reference

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Осаждение белков ацетонитрилом
Protein precipitation by acetonitrile

Плазма крови человека
Human blood plasma

10–2500 [12]

ВЭЖХ-МС/МС
HPLC-MS/MS

Осаждение белков ацетонитрилом
Protein precipitation by acetonitrile

Плазма крови человека
Human blood plasma

50–10007 [8]
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Таблица 4. Аликвота исходных растворов, добавляемая в КК

Table 4. An aliquot of stock solutions was added to QC

№ исходного раствора
№. of original solution

№ КК
QC

ПКО
LLOQ

НКК
L

СКК
M

ВК
H

Аликвота исходного раствора 
3, мл
Aliquot of stock solution 3, ml

0,015 0,045 – –

Аликвота исходного раствора 
2, мл
Aliquot of stock solution 2, ml

– – 0,12 0,2

1Сэлтр, в р-ре, нг/мл
1C eltr, in solution, ng/ml

3 9 1215 2024

2Сэлтр, в пересчете на 1 мл 
плазмы, нг/мл
2Celtr, in terms of 1 ml of plasma, 
ng/ml

10 30 4049 6750

Примечание. 1 Количесво ЭЛТР в финальном растворе.
2 Количество ЭЛТР в пересчете на 1 мл плазме крови.

Note. 1 Quantity of ELTR in the final solution.
2 The amount of ELTR in terms of 1 ml of blood plasma.

Условия хроматографического разделения  
и детектирования 

Подготовка оборудования. В начале работы был 
включен жидкостной хроматограф, затем осущест-
влена выдержка 30 минут для того, чтобы параметры 
работы стабилизировались. Далее была подключе-
на стальная хроматографическая колонка размером 
2,1 × 50 мм, которая была заполнена обращено-фа-
зовым сорбентом октадецилсиликагель с разме-
ром частиц 1,8 мкм (например, ZORBAX Eclipse Plus, 
2,1 × 50  мм, 1,8 мкм кат. № 959757-902). Далее уста-
новлена температура термостата колонок 30 ± 5  °С, 
а также задана насосной системе скорость потока  
0,4 мл/мин. При этом режим разделения градиентный, 
состоящий из двух этапов (основное элюирование и 
промывка) по следующей схеме (таблица 5).

Таблица 5. Градиентное элюирование

Table 5. Gradient elution
Вр

ем
я,

 м
ин

Ti
m

e,
 m

in

Ск
ор

ос
ть

 п
от

ок
а 

П
Ф

,  
м

л/
м

ин
M

ob
ile

 p
ha

se
 fl

ow
 ra

te
, 

m
l/m

in

0,
03

%
-я

 у
кс

ус
на

я 
ки

сл
от

а,
 %

 о
б

0.
03

 %
 a

ce
ti

c 
ac

id
, %

 v
ol

А
це

то
ни

тр
ил

, %
 о

б
A

ce
to

ni
tr

ile
, %

 v
ol

Н
аи

м
ен

ов
ан

ие
 э

та
па

St
ag

e 
na

m
e

0 0,4 40 60 Основное элюирование
Main elution3,0 0,4 25 75

3,1 0,6 10 90
Промывка, 
уравновешивание
Flushing, equilibration

4,5 0,6 10 90

4,6 0,4 40 60

5,5 0,4 40 60

Было указано 5,0 мкл автоматической системе 
ввода образца. Время хроматографирования одного 
цикла− 5,5 мин.

Ориентировочные времена удерживания:
•• внутренний стандарт − около 1,0 мин;
•• элтромбопаг − около 2,8 мин.

Все работы с масс-селективным детектором про-
водились в строгом соответствии с инструкцией по 
эксплуатации и СОП. Затем был выключен режим 
«Stand by», выдерживая 15 минут для стабилизации 
базовой линии, и установлены следующие парамет- 
ры, показанные в таблице 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

Настоящая работа посвящена исследованию ва-
лидационных характеристик разработанной биоана-
литической методики количественного определения 
концентрации элтромбопага в биологической матри-
це (плазмы крови человека). 

Таблица 3. Аликвота исходных растворов, добавляемая в k

Table 3. An aliquot of stock solutions was added to C

№ исходного раствора 
№. of original solution

№ k
№ С

1 2 3 4 5 6 7 8
Аликвота исходного раствора 3, мл
Aliquot of stock solution 3, ml

0,015 0,045 – – – – – –

Аликвота исходного раствора 2, мл
Aliquot of stock solution 2, ml

– – 0,01 0,03 0,04 0,05 0,15 0,2

1Сэлтр, в р-ре, нг/мл
1Celtr, in solution, ng/ml

3 9 101 303 405 506 1518 2024

2Сэлтр, в пересчете на 1 мл плазмы, нг/мл
2Celtr, in terms of 1 ml of plasma, ng/ml

10 30 337 1012 1350 1687 5061 6750

Примечание. 1 Количесво ЭЛТР в финальном растворе.
2 Количество ЭЛТР в пересчёте на 1 мл плазмы крови.

Note. 1 Quantity of ELTR in the final solution.
2 The amount of ELTR in terms of 1 ml of blood plasma.
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Таблица 6. Параметры

Table 6. Parameters

Тип ионизации
Ionization type

ESI, SRM «+», режим ионизации 
CID для элтромбопага

ESI, SRM «+», режим ионизации 
CID для внутреннего стандарта
ESI, SRM «+», CID ionization mode 

for eltrombopag
ESI, SRM «+», CID ionization mode 

for internal standard

Переход масс
Mass transition

ЭЛТР 443,22 → 322,7;
IS 491,60 → 452,1
Eltrombopag 443.22 → 322.7;
IS 491.60 → 452.1

Температура источника
Source temperature

380 °C

Температура капилляра
Capillary temperature

400 °C

Напряжение на источнике
Source voltage

3000 В (ЭЛТР), 3000 В (IS)
3000 V (Eltr), 3000 V (IS)

Энергия соударения (СЕ)
Impact energy

ЭЛТР – 30
IS – 35
Eltr – 30
IS – 35

Газ соударений 
Collision gas

Гелий
Helium

Поток Sheath газа
Flow Sheath газа

60

Поток Aux газа
Aux gas flow

20

Поток Sweep газа
Sweep gas flow

1

Остальные параметры в соответствии с автоматической оптимиза-
цией прибора. 
Other parameters according to the automatic optimization of the de-
vice.

В современной практике клинических исследо-
ваний существует огромное количество биоанали-
тических методик для определения. В основе 95 % 
публично опубликованных методик лежит метод вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 
с различной детекцией. В исследованиях высокого 
уровня, связанных с клиническими испытаниями, как 
правило, используется тандемное масс-спектрометри-
ческие детектирование (МС/МС). Это является «золо-
тым стандартом» для получения достоверных, надеж-
ных и точных результатов. ВЭЖХ-МС/МС, как метод 
очень зависим от ряда факторов. Например таких, как 
используемый тип ионизации, условия и температур-
ные режимы, состав и качество подвижных, стацио-
нарных фаз и других ключевых характеристик. Слож- 
ность всех основных процессов, а особенно процес- 
сов МС/МС детекции настолько высока, что приемле-
мая воспроизводимость условий на приборах одина-
ковых типов, но разных производителей крайне за-
труднена. Это обусловлено разностью реализации 
фундаментального физико – химического закона, ле-
жащего в основе определения. 

В связи с этим, необходимость разработки био- 
аналитических методик, применительно к конкрет-

ному комплексу оборудования, конкретной матрице, 
конкретному диапазону определений является акту-
альной задачей. Если рассматривать такие задачи че-
рез призму регуляторных норм, становится очевид-
ным, что валидация это неотъемлемая часть любой 
разработки. 

Таким образом, целью работы являлось подтверж-
дение на основании лабораторных исследований на-
дежности метода для определения концентрации  
элтромбопага в биологической матрице для получе-
ния достоверного результата, а предметом валида-
ции  – биоаналитическая методика определения кон-
центрации элтромбопага в биологической матрице.

Валидация методики

Валидация методики исследования, направленно-
го на препарат Элтромбопаг проводилась соответст- 
венно нормам GLP, рекомендациям руководства по 
экспертизе лекарственных средств (ФГБУ «НЦЭСМП»  
Минздрава России) (2013 г.) [13], Bioanalytical Method 
Validation Guidance for Industry, FDA 05.20181. Guideline 
on validation of bioanalytical methods. European 
Medicines Agency Committee for medicinal products  
for human use2. Валидация методики включает пока- 
затели: 
•• селективности;
•• эффекта матрицы; 
•• линейности / калибровочной кривой; 
•• правильности (на уровнях inter-day и intra-day); 
•• точность и прецизионность (на уровнях inter-day  

и intra-day); 
•• нижнего предела количественного определения;
•• кросс-переноса (carryover); 
•• стабильности основного раствора элтромбопага  

и внутреннего стандарта, 
•• стабильности препарата элтромбопаг в плазме 

в условиях обработки и в течение всего периода 
хранения (постпрепаративная стабильность; крат-
ковременная температурная стабильность; ста-
бильность после замораживания/оттаивания; дол-
говременная температурная стабильность); 

•• степени извлечения.

Селективность

Селективность биоаналитической методики бы-
ла изучена на 6 образцах холостой матрицы от 6  ин-
дивидуальных источников. Для этого готовили и 
анализировали испытуемые растворы холостой мат- 

1 Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry. 
Food and Drug Administration. Available at: https://www.fda.
gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/
bioanalytical-method-validation-guidance-industry. Accessed: 
25.02.2021.

2 Bioanalytical method validation. European Medicines 
Agency. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/
bioanalytical-method-validation. Accessed: 25.02.2021.
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рицы в соответствии с биоаналитической методикой. 
Результаты представлены на рисунках 2 и 3. Полу- 
ченные результаты показывают, что интерферен-
ции не наблюдается ни в одном из источников ни на  
одном из исследуемых пиков, методика обладает при-

емлемой селективностью. Селективность методики 
считается удовлетворительной при условии, что по- 
казатели не больше 20 % от нижней концентрации 
определяемых веществ и не больше 5 % от содержа-
ния внутреннего стандарта.

Рисунок 2.1. Нулевая плазма крови от шести разных источников (1-6) в диапазоне сканирования элтромбопага

Figure 2.1. Zero blood plasma from six different sources (1-6) in the scan range of Eltrombopag

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



232 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4

Эффект матрицы

Изучено влияние матрицы на получаемые резуль-
таты в условиях биоаналитической методики. Для  
этого готовили и анализировали растворы холостой 
матрицы, к ним добавляли аналит на уровне ННК и 

ВКК в соответствии с биоаналитической методикой  
(в таблицах 3–4). Кроме этого, готовили растворы, в 
которых холостая матрица была заменена на воду  
(для расчета абсолютного матричного фактора). Ре-
зультаты выполненной работы представлены в табли-

Рисунок 3. Нулевая плазма крови от шести разных источников (1–6) в диапазоне сканирования внутреннего стандарта

Figure 3. Zero blood plasma from six different sources (1–6) in the scan range of the internal standard
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цах  7–8. Для нормализованного матричного факто- 
ра СV не превышает 15 %. Для абсолютного матрич-
ного фактора не наблюдается ни подавления, ни уси-
ления сигнала. Влияние матрицы стабильное.

Таблица 7. Расчет нормализованного матричного фактора

Table 7. Calculation of the normalized matrix factor

Ра
ст

во
р

So
lu

ti
on

S т 0

S is
0

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
пл

ощ
ад

ь 
ЭЛ

ТР
 б

ез
 

м
ат

ри
цы

N
or

m
al

iz
ed

 E
LT

R 
ar

ea
 w

it
ho

ut
 m

at
ri

x

S т S is

Н
ор

м
ал

из
ов

ан
на

я 
пл

ощ
ад

ь 
ЭЛ

ТР
 с

 
м

ат
ри

це
й

N
or

m
al

iz
ed

 E
LT

R 
ar

ea
 w

it
h 

m
at

ri
x

M
F

C
V,

 %

НКК
LQC

51 652 0 49 654 0 1

4

49 654 0 51 656 0 1
47 612 0 48 658 0 1
48 627 0 47 653 0 1
50 668 0 46 651 0 1
49 647 0 44 621 0 1

ВКК
HQC

9366 662 141 8990 661 136 1

4

9288 639 145 8755 639 137 1
8999 622 145 8749 635 138 1
9211 637 145 8762 697 126 1
9087 644 141 8788 655 134 1
9120 672 136 9122 644 142 1

Калибровочная кривая

В 7 образцов интактной плазмы крови до опреде-
ленных концентраций добавляли рабочие растворы 
внутреннего стандарта глимепирида и стандартные 
смешанные рабочие растворы элтромбопага (табли-
ца  2). В результате полученных данных после прове-
денного анализа описанных образцов были постро-
ены калибровочные графики (рисунок 3), включая 
уравнение калибровочной кривой.

В соответствии с биоаналитической методикой (в 
таблицах 3–4) были приготовлены растворы k. Долж- 
но быть не менее 7 уровней концентраций. Затем их 
проанализировали и построили градуировочную 
кривую. Также рассчитали уравнение кривой и коэф-
фициент корреляции. Произвели обратный пересчет 
найденного количества по градуировочной кривой. 
Методика имеет линейный отклик в интервале кон-
центраций от 10,12 нг до 6748,29 нг в 1 мл плазмы 
крови человека. Описана уравнением y = kx + b. Коэф-
фициент корреляции приближается к 1 (значительно 
выше 0,98). Ни одна из ошибок при обратном пересче-
те концентраций не превышает допустимых пределов.

Результаты представлены в таблице 9 и на ри- 
сунке 4.

Таблица 8. Расчет абсолютного матричного фактора

Table 8. Calculation of the absolute matrix factor
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НКК без добавление 
матрицы
LQC without matrix 
addition

51

1,03 4,25

ВКК без добавление 
матрицы
HQC without matrix 
addition

9366

1,04 2,41

Внутренний стандарт 
без добавление мат- 
рицы
Internal standard wi- 
thout matrix addition

662

0,986 3,10

49 9288 639

47 8999 622

48 9211 637

50 9087 644

49 9120 672

Среднее
Average

49
Среднее
Average

9179
Среднее
Average

646

СV,% 2,9 СV,% 1,5 СV,% 2,8

НКК с добавлением 
матрицы
LQC with matrix ad-
dition

49

ВКК с добавлением 
матрицы
HQC with matrix ad-
dition

8990

Внутренний стандарт 
с добавлением мат- 
рицы
Internal standard with 
matrix addition

661

51 8755 639

48 8749 635

47 8762 697

46 8788 655

44 9122 644

Среднее
Average

48
Среднее
Average

8861
Среднее
Average

655

СV,% 5,1 СV,% 1,8 СV,% 3,5
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Правильность

Правильность внутри цикла

Была изучена правильность биоаналитической 
методики внутри одного аналитического цикла. Для 
этого готовили и анализировали растворы k и КК в 
соответствии с биоаналитической методикой (в таб- 
лицах  3–4). Обрабатывали полученные результаты. 
При оценке результатов были использованы крите-
рии приемлемости. Результаты представлены в таб- 
лице  2. В результате ошибки найденной концентра-
ции относительно введенной не превышает для ми- 
нимальной концентрации (НПКО) 20 %, для всех 
остальных уровней не более 15 %. Правильность мето-
дики внутри цикла удовлетворительная (таблица 10).

Правильность и прецизионность

В таблице 2 представлен проведенный анализ 
калибровочных образцов плазмы крови, которые 
соответствуют уровням LLOQ, L, M и Н. Анализ ва-

Таблица 9. Расчет линейности методики определения элтромбопага

Table 9. Calculation of the linearity of the method for determining Eltrombopag

Сввед., нг/мл
Injected 

concentration, ng/ml

SЭЛТР

SELTR

Sis

SЭЛТР/Sis

SELTR /Sis

CЭЛТР/Cis

CELTR /Сis

Cнайд., нг/мл
Cfound, ng/ml

Ошибка, %
E, %

Критерий  
приемлемости

Acceptance criterion

10 20 675 0 0 9 –7
Не более 20 %
No more than 20 %

10 19 635 0 0 10 –5
Не более 20 %
No more than 20 %

30 46 694 0 0 28 –8
Не более 15 %
No more than 15 %

30 47 682 0 0 29 –4
Не более 15 %
No more than 15 %

337 452 625 1 0 357 6
Не более 15 %
No more than 15 %

337 445 620 1 0 354 5
Не более 15 %
No more than 15 %

1012 1256 590 2 1 1060 5
Не более 15 %
No more than 15 %

1012 1198 598 2 1 997 –1
Не более 15 %
No more than 15 %

1350 1455 589 2 1 1231 –9
Не более 15 %
No more than 15 %

1350 1488 593 3 1 1250 –7
Не более 15 %
No more than 15 %

1687 2156 584 4 1 1842 9
Не более 15 %
No more than 15 %

1687 2355 660 4 1 1780 6
Не более 15 %
No more than 15 %

5061 6388 667 10 4 4787 –5
Не более 15 %
No more than 15 %

5061 6847 676 10 4 5063 0
Не более 15 %
No more than 15 %

6750 9201 677 14 5 6796 1
Не более 15 %
No more than 15%

6750 9301 676 14 5 6880 2
Не более 15 %
No more than 15 %

Рисунок 4. Графическое отображение линейного диапазона 
зависимости площади пика элтромбопага (нормализованной 
на внутренний стандарт) от концентрации(нормализованной 
на внутренний стандарт)

Figure 4. Graphical display of the linear range of the peak 
area of Eltrombopag (normalized to internal standard) versus 
concentration (normalized to internal standard)
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лидационных образцов проводили в рамках 3 по- 
следовательностей по 5 образцов для каждого уров-
ня. Правильность и прецизионность были оцене-
ны внутри цикла (последовательность 1), между дву-
мя циклами (последовательности 1 и 2), между тремя 
циклами (последовательности 1, 2, 3). В результате 
СV между средними результатами найденной кон-
центрации элтромбопага, рассчитанное по 4 анали-
тическим циклам, выполненным в 4 разных дня по 
4  разным градуровочным кривым, не превышает для 

минимальной концентрации (НПКО) 20 %, для всех 
остальных уровней не более 15 %. Прецизионность 
методики между циклами удовлетворительная (таб- 
лица 11). 

Нижний предел количественного определения  
(НПКО)

По данным о линейности, точности и прецизион-
ности был определен нижний предел количествен-
ного определения методов. Методы НПКО – мини-

Таблица 10. Правильность определения элтромбопага в плазме крови человека (внутри цикла, день 1)

Table 10. Accuracy of determination of Eltrombopag in human blood plasma (within the cycle, day 1)

Раствор
Solution

Сввед., нг/мл
Injected C, 

ng/ml

CЭЛТР/Cis

CELTR/Cis

SЭЛТР

SELTR

Sis f
Снайд., нг/мл
Cfound, ng/ml

Снайд. ср, нг/мл
Cfound, ng/ml

s2 S P t 
Δx, нг
Δx, ng

СV, % er, %
Правильность, 

%
Accuracy, %

НПК   19 646 9 –8 92

О   21 667 10 3 103

LLOQ 10 0 20 656 4 10 10 0 1 1 3 2 7 –2 98

    19 661 9 –11 89

    21 655 11 5 106

НКК 49 646 33 7 107

L 44 651 28 –6 94

  30 0 46 655 4 30 31 5 2 1 3 7 8 –2 98

  45 663 29 –6 94

  50 644 33 10 110

СКК 4988 656 3800 –6 94

M 4931 652 3779 –7 93

  4049 3 5188 657 4 3946 3977 51000 230 1 3 630 6 –3 98

  5325 662 4020 –1 99

  5764 664 4339 7 107

ВКК 9130 646 7067 5 105

H 8788 650 6760 0 100

  6748 5 9143 654 4 6991 6990 26000 160 1 3 450 2 4 104

  9041 652 6934 3 103

  9244 642 7200 7 107

er ср., %
er срav., %

0  

s 6

Δer, % 3

Таблица 11. Расчет прецизионности определения элтромбопага между циклами по растворам контроля качества

Table 11. Calculation of the precision of the determination of Eltrombopag between cycles of quality control solutions

Раствор
Уровень

Level

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

СV,%
Критерий приемлемости

Acceptance criterion День 1
Day 1

День 2
Day 2

День 3
Day 3

День 4
Day 4

LLOQ 10 10 10 10 3
Не более 20 %
No more than 20 %

L 31 30 31 31 1
Не более 15 %
No more than 15 %

M 3977 3941 4019 4020 1
Не более 15 %
No more than 15 %

Н 6990 6718 6608 7115 3
Не более 15 %
No more than 15 %
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мальная концентрация элтромбопага в плазме крови 
в аналитическом диапазоне, для которого можно ко-
личественно определить элтромбопаг со значени-
ями RSD и E менее 20 %. Нижний предел обнаруже-
ния метода составил 10,12 нг/мл. Отношение сигнал/
шум составляло 19 при концентрации 10,12 нг/мл (в 
пересчете на 1 мл плазмы крови человека). Раствор  
(НПКО)  – менее строгий стандарт калибровки. Предел 
обнаружения элтромбопага составляет около 3,3 нг в  
1  мл плазмы крови при использовании этого метода. 
Результат представлен на рисунке 5. 

Стабильность

Изучена стабильность образцов, используемых 
на всех этапах биоаналитической методики. Кратко-
срочная стабильность: образцы стабильны после раз-
морозки в течении 4 часов, финальные растворы 
стабильны в автосамплере 8 часов, образцы выдер-
живают 3 цикла разморозки/заморозки. Долгосроч-
ная стабильность: стабильность испытуемых образцов 
подтверждена в течении 120 суток при температу-
ре хранения –70 °C и 45 суток при –20 °C. Все исход- 

ные растворы стабильны в течении всего времени ис-
пользования (таблицы 12–14).

Таблица 12. Краткосрочная стабильность в период –  
с момента размораживания до финальной пробоподготовки

Table 12. Short-term stability during the period –  
from the moment of thawing to the final sample preparation

Раствор
Solution

Снайд. ср, 
нг/мл

Сfound ср, 
ng/ml

4 часа хранения после 
стадии  

(МО ЭЛТР 05-20_Шаг 1)
4 hours storage after stage  

(MO ELTR 05-20 Step 1)

Критерий 
приемлемости

Acceptance 
criterion

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng / ml

Ошибка, %
E, %

НКК
LQC

31 32 3
Не более 15 %
No more than 
15 %

ВКК
HQC

6990 7115 2
Не более 15 %
No more than 
15 %

Рисунок 5. Расчет предела количественного определения элтромбопага

Figure 5. Calculation of the quantification limit for Eltrombopag

Таблица 13. Стабильность испытуемых растворов после финальной пробоподготовки при хранении в автосэмплере +4 °С

Table 13. Stability of the tested solutions after the final sample preparation when stored in an auto sampler +4 °С

Раствор
Solution

0 часов хранения 
в автосамплере

0 hours storage in 
auto sampler

4 часов хранения  
в автосамплере

4 hours storage in auto 
sampler

8 часов хранения  
в автосамплере

8 hours storage in auto 
sampler СV,%

Критерий 
приемлемости

Acceptance criterion
Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Ошибка, %
E, %

Снайд. ср, нг/мл
Сfound ср, ng/ml

Ошибка, %
E, %

НКК
LQC

31 30 –2 30 –1 1
Не более 15 %
No more than 15%

ВКК
HQC

6990 7032 1 6984 0 0
Не более 15 %
No more than 15%
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При изучении стабильности образцов не было 
найдено каких-либо ошибок, превышающих допусти-
мые пределы, данные образцы были стабильны после 
разморозки в течении 4 часов. Дальнейшее изуче-
ние более 4 часов не рационально, так как на пробо-
подготовку одной серии уходит не более 1,0 часа (при  
крайних вариантах).

Эффект переноса (carry-over)

Анализ калибровочных образцов и образца ин-
тактной плазмы крови на хроматограмме образца 
интактной плазмы крови демонстрирует отсутствие 
пиков, которые соответствовали по временам удер-
живания пикам исследуемых веществ и внутренне-
го стандарта с площадью более чем 20 % от уровня 
НПКО. На хроматограммах холостой матрицы после 
ввода раствора с максимальной концентрацией (k8) 
пики определяемых веществ отсутствуют. Эффект пе-
реноса также отсутствует. Результаты представлены 
на рисунке 6. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые был успешно разработан и апробирован 

высокоселективный метод ВЭЖХ МС/МС для опреде-
ления элтромбопага в плазме крови человека. Ана-
литическое время этого метода составляло 5,5  мин, 
что было быстрее, чем у обычного метода ВЭЖХ, и в 
этом методе наблюдалась высокая чувствительность  
(НПКО для элтромбопага составлял 10 нг в 1 мл плаз-
мы крови). При исследовании аналитического диа-

пазона препарат элтромбопаг в плазме составил 10– 
6750  нг/мл. Эффект матрицы был нормализованный 
НКК – 3,6 %, ВКК – 4,1 %. «Элтромбопаг» стабилен в 
плазме крови в течение 4 часов при комнатной тем- 
пературе, 8 часов после подготовки образца, трех  
циклов замораживания/оттаивания и 120 дней при 
температуре хранения –70  °C. Диапазон правиль-
ности находится внутри и между аналитическими 
циклами в соответствии с максимальными откло-
нениями для внутрисерийных 89,1–106,7 % и для 
межсерийных: 98,3–102,6 %. Диапазон прецизион-
ности был для внутрисерийных: 2,3 –7,0 % и для меж-
серийных: 2,8–3,4 %. Простое и быстрое осаждение 
белка использовалось для извлечения образцов пе-
ред анализом ВЭЖХ МС/МС. Метод показал хорошую 
правильность, прецизионность и широкий линейный 
диапазон концентраций. Следовательно, этот метод 
является «золотым стандартом» для получения до-
стоверных, надёжных и точных результатов клиниче-
ского исследования в области фармакокинетики.

ЛИТЕРАТУРА / REFERENCES 
1.	 Ahmed M. A., Yassin M. A. Low-Dose Eltrombopag in a Pa-

tient with Chronic Idiopathic Thrombocytopenic Purpura Post 
Sleeve Gastrectomy. Case Rep. Oncol. 2020;(13):655–658. DOI: 
10.1159/000507755.

2.	 AL-Dhuraibi A. M., Pokrovskiy M. V. Evaluation of Eltrombopag 
Efficacy in Patients with Hepatitis C-induced Thrombocytopenia: 
Systematic Reviews of Meta-Analysis. NVEO-NATURAL VOLATILES 
Essent. OILS Journal NVEO. 2021;5453–5471. 

Таблица 14. Долгосрочная стабильность при естественных условиях хранения

Table 14. Long-term stability under natural storage conditions
Ра

ст
во

р
So

lu
ti

on

С вв
ед

., н
г/

м
л

In
je

ct
ed

 C
, n

g/
m

l

Точка 0
Point 0

Хранение 
30 суток

Storage 30 days

Хранение 
45 суток

Storage 45 days

Хранение 
120 суток

Storage 120 days

С
V,

 %

К
ри

те
ри

й 
пр

ие
м

ле
м

ос
ти

A
cc

ep
ta

nc
e 

cr
it

er
io

n 

С на
й

д
. с

р, н
г/

м
л

С 
fo

un
d 

ср
, n

g/
m

l

О
ш

иб
ка

, %
E,

 %

С на
й

д
. с

р, н
г/

м
л

С fo
un

d 
ср

, n
g/

m
l

О
ш

иб
ка

, %
E,

 %

С на
й

д
. с

р, н
г/

м
л

С fo
un

d 
ср

, n
g/

m
l

О
ш

иб
ка

, %
E,

 %

С на
й

д
. с

р, н
г/

м
л

С fo
un

d 
ср

, n
g/

m
l

О
ш

иб
ка

, %
E,

 %

НКК (хранение при 
–20 °С)
LQC (storage at –20 °C)

30 30 0 30 –2,7 28 –7 – – 3
Не более 15 %
No more than 15 %

НКК (хранение при 
–70 °С)
LQC (storage at –70 °С)

30 29 –6 30 –1 29 –3 – – 2
Не более 15 %
No more than 15 %

ВКК (хранение при 
–20 °С)
HQC (storage at –20 °С)

6748 6954 3 6712 –1 6796 1 6724 0 2
Не более 15 %
No more than 15 %

ВКК (хранение при 
–70 °С)
HQC (storage at –70 °С)

6748 6947 3 6839 1 6839 1 6755 0 1
Не более 15 %
No more than 15 %

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



238 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4

Рисунок 6. Результаты анализа калибровочных образцов и образца интактной плазмы крови

Figure 6. Results of analysis of calibration samples and intact blood plasma sample
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