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Аннотация. Разработка и валидация методики определения топирамата в плазме крови кроликов мето-
дом ВЭЖХ с предколоночной дериватизацией. 
Annotation. Тhe paper of Shohin I.E., Ramenskaya G.V., Medvedev Yu.V., Yarushok T.A., Sheveleva M.A.1 is 
devoted to development and validation of HPLC method determination of topiramate in rabbit plasma with pre-
column derivatization. Topiramate was extracted from plasma by dichloromethane. Derivatization was performed 
by dansyl chloride in borate buff er. HPLC analysis was performed on C18 column (3 μm, 4,6 x 75 mm). Acetoni-
trile – 25 mM phosphate buff er pH 2.50 (30:70) at 1.0 mL/min was used as mobile phase. The standard curve was 
linear over the range 0.95 μg/ml to 47.32 μg/ml of topiramate in plasma. Within-run precision was 1.55 % to 2.12 % 
and between-run precision was 1.67 % to 8.09 % determined on spiked samples. The accuracy of the method was 
1.14 % to 19.62 % (within-run) and 1.74 % to 19.25 (between-run). The lower limit of quantifi cation was 0.95 μg/
ml. The method was applied to preclinical pharmacokinetics study of topiramate drug products in rabbits.

Ключевые слова. Топирамат, плазма, кролики, ВЭЖХ, дериватизация.
Keywords. Тopiramate, plasma, rabbits, HPLC, derivatization.

ВВЕДЕНИЕ

Топирамат является противоэпилептическим 
препаратом, относящимся к классу сульфамат-за-
мещенных моносахаридов (рис. 1).

Рис. 1. Структурная формула топирамата

Топирамат всасывается быстро и эффективно 
после внутреннего применения, его биодоступ-
ность составляет 81%. Период полувыведения топи-
рамата из плазмы в среднем составляет 21 ч [1].

Топирамат введен в перечень ЖНВЛП 2012 г. 
[2]. С учетом того, что одной из важнейших задач 
Стратегии развития фармацевтической промыш-
ленности до 2020 г. является импортозамещение ле-
карственных средств [3], в ближайшее время можно 
ожидать развитие разработки и производства в Рос-
сии воспроизведенных ЛС из перечня ЖНВЛП 2012 
г, в том числе и топирамата. 

Для государственной регистрации в Российской 
Федерации воспроизведенное лекарственное сред-
ство должно пройти сравнительного исследования 
либо терапевтической эквивалентности, либо био-
эквивалентности [4]. Чтобы снизить риски субъ-
ектов клинического исследования, связанных с 
биологической неэквивалентностью ЛС, рекомен-
дуется предварительно проводить доклинические 
сравнительные исследования фармакокинетики на 
лабораторных животных. Наиболее часто для дан-
ной цели используют кроликов. 

Для определения концентрации лекарственных 
средств и (или) их метаболитов в плазме необходи-
мо использование высокочувствительных аналити-
ческих методов. 

Определение топирамата в плазме осложнено 
тем, что этот препарат не обладает способностью 
поглощать свет в УФ или видимом диапазоне, а так-
же не флюоресцирует [5]. В литературе опублико-
ваны методики определения топирамата в плазме 
человека методами газовой хроматографии (ГХ) с 
пламенно-ионизационным и азотно-фосфорным 
детектором [6], высокоэффективной жидкостной 
хроматографией с масс-селективным [7] и тандем-
ным масс-спектрометрическим (МС-МС) детекто-
ром [8]. Чувствительность ГХ-методик составляет 
от 500 до 1 мкг/мл [6] в плазме и может быть недо-
статочной, а тандемные масс-спектрометры явля-
ются крайне дорогостоящим оборудованием. 

Оптимальным решением для определения то-
пирамата может стать ВЭЖХ с предварительной 
дериватизацией и флюориметрическим детектиро-
ванием. Опубликованы методики определения то-
пирамата методом ВЭЖХ с УФ или флюориметри-
ческим детектированием после дериватизации по 
аминогруппе с FMOC-Cl в плазме крови человека 
[9–10]. В то же время, чтобы применить данные ме-
тодики для анализа топирамата в плазме крови кро-
ликов, требуется последующая ревалидация.

Таким образом, разработка и валидация методи-
ки определения топирамата в плазме крови кроли-
ков является актуальной задачей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экстракцию топирамата из плазмы проводили 
дихлорметаном, дериватизацию путем реакции с 
дансилхлоридом в боратном буфере. Хроматогра-
фирование проводили на колонке C18 3 мкм, 4,6 x 
75 мм. В качестве подвижной фазы использовали 
ацетонитрил – 25 мМ фосфатный буферный рас-
твор рН 2,50 (30 : 70), скорость потока 1,0 мл/мин. 

Калибровочная кривая имела линейную зависи-
мость в диапазоне от 0,95 до 47,32 мкг/мл топирама-
та в плазме. Прецизионность методики составила от 
1,55 до 2,12% на уровне within-run и от 1,67 до 8,09% 
на уровне between-run. Правильность методики соста-
вила от 1,14 до 19,62% на уровне within-run и от 1,74 
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до 19,25% на уровне between-run. Предел количествен-
ного определения – 0,95 мкг/мл. Методика была при-
менена для сравнительного фармакокинетического 
исследования препаратов топирамата на кроликах. 

Растворы и реактивы
Топирамат (гленмарк дженерикс лимитед, Ин-

дия, содержание топирамата 98,86%), дансилхлорид 
(Sigma-Aldrich, кат. номер D2625-1G, Lot# BCBF 
3360V), ацетонитрил (для ВЭЖХ, Panreac, Испа-
ния), муравьиная кислота (ч.д.а., Panreac, Испа-
ния), натрия тетраборат (х.ч., Panreac, Испания), 
натрия гидроксид (ч.д.а., Panreac, Испания), гек-
сан (х.ч., Химмед, Россия), калия дигидрофосфат 
(х.ч., Panreac, Испания), фосфорная кислота (ч.д.а., 
Panreac, Испания). Для приготовления растворов 
использовалась вода бидистиллированная (Milli-Q 
Advantage A10, Millipore, Франция).

Образцы чистой и исследуемой плазмы крови 
кроликов хранили в морозильнике для плазмы Pozis, 
ММ-180/20/35 при температуре от 35 до – 40 оС. 

Для приготовления исходного стандартного рас-
твора топирамата, 23,9 мг субстанции топирамата 
вносили в мерную колбу вместимостью 100 мл, рас-
творяли в воде и доводили объем раствора водой до 
метки. Полученный раствор имел концентрацию 
топирамата 236,3 мкг/мл. Стандартные растворы 
топирамата готовили путем разведения исходного 
стандартного раствора топирамата водой.

Пробоподготовка
200 мкл чистой плазмы крови кроликов (либо 

плазмы с предварительно прибавленным стан-
дартным раствором топирамата) вносили в микро-
центрифужные пробирки Eppendorf с фиксатором 
закрытия вместимостью 2 мл, прибавляли 1 мл дих-
лорметана с помощью флакон-диспенсера (Eppen-
dorf, Varispenser 0,5 – 2,5 мл, Германия), встряхива-
ли на шейкере (Biosan, TS-100, Латвия) при 1400 об/

мин в течение 10 мин, центрифугировали на цен-
трифуге (Thermo Scientifi c, SL16, США) при 15200 
об/мин в течение 10 мин и отделяли нижний (орга-
нический) слой. Органический слой упаривали на 
испарителе под током азота (Thermo, Reacti-Therm, 
США) при 38 оС до получения сухого остатка. К по-
лученному сухому остатку прибавляли 200 мкл 1% 
раствора дансилхлорида в ацетонитриле и 250 мкл 
боратного буфера рН 9,5. Дериватизацию проводи-
ли при 45 оС в течение 30 мин, затем снова упарива-
ли на испарителе под током азота при 45оС до полу-
чения сухого остатка. Полученный сухой остаток 

Условия хроматографирования
Количественное определение проводили на вы-

сокоэффективном жидкостном хроматографе (Wa-
ters Alliance е2695, Сингапур) с флюориметрическим 
детектором 2475 (λex = 300 нм, λem = 495 нм). В каче-
стве подвижной фазы использовали смесь ацето-
нитрил – 25 мМ фосфатный буферный раствор рН 
2,50 30:70 (10,2 г калия дигидрофосфата растворя-
ли в 3000 мл воды, доводили рН до 2,50 фосфорной 
кислотой). Фазу предварительно профильтровали и 
дегазировали. Скорость потока подвижной фазы: 1 
мл/мин. Разделение происходило с использованием 
хроматографической колонки Waters Symmetry C18 
3 мкм, 4,6 x 75 мм, предколонка Waters Atlantis T3 
5 мкм, 4,6 x 20 мм при температуре 20оС. 

Объем вводимой пробы: 5 мкл. Время хромато-
графирования: 18 мин. Время удерживания топира-
мата составило около 11 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Валидация методики
Валидацию методики проводили согласно руко-

водствам по валидации биоаналитических методик 
FDA (Guidance for Industry: Bioanalytical method 

Рис. 2. Хроматограмма чистой плазмы кроликов
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validation, 2001) [11] и EMA (Guideline on validation 
of bioanalytical methods, 2009) [12] по следующим ха-
рактеристикам: специфичность, линейность, пра-
вильность и прецизионность (на уровне within-run 
и between-run), предел количественного определе-
ния.

Специфичность
Производили анализ 6 образцов чистой плазмы, 

образца чистой плазмы с прибавлением стандарт-
ного раствора топирамата до получения концен-
трации 9,45 мкг/мл по вышеописанной методике. 
На хроматограммах образцов чистой плазмы не 
наблюдалось пиков со временем удерживания, со-
ответствующем времени удерживания топирамата 
(хроматограммы чистой плазмы, чистой плазмы с 

прибавлением стандартного раствора топирамата 
до получения концентрации 9,45 мкг/мл приведены 
на рис. 2–3).

Параметры пригодности хроматографической 
системы: эффективность хроматографической ко-
лонки по пику топирамата: 3333 теоретических та-
релок, фактор асимметрии – 1,19.

Линейность
Производили анализ 6 образцов чистой плазмы 

с добавлением стандартного раствора топирама-
та до получения концентраций: 0,95 мкг/мл, 4,73, 
9,45, 23,63 и 47,32 мкг/мл. По полученным значе-
ниям построен калибровочный график (r2 > 0,999), 
(рис. 4) совместно с уравнением линейной зависи-
мости.

Рис. 3. Хроматограмма чистой плазмы кроликов с добавлением стандартного раствора топирамата
до получения концентрации 9,45 мкг/мл

Рис. 4. Калибровочный график зависимости площади пика топирамата от его концентрации в плазме крови кроликов
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Прецизионность и правильность
Прецизионность и правильность методики опре-

деляли на двух уровнях – в течение 1 хроматографи-
ческой последовательности (within-run precision и 
within-run accuracy) и в течение нескольких хрома-
тографических последовательностей (between-run 
precision и between-run accuracy).

Производили анализ 3 образцов чистой плазмы 
с прибавлением стандартного раствора топирама-
та до получения концентраций: 0,95 мкг/мл, 9,45 и 
47,32 мкг/мл. Каждый раствор хроматографирова-
ли 5 раз. Для полученных значений концентраций 
были рассчитаны величины относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %) и относительной 
погрешности (ε, %) (табл. 1–2).

Таблица 1

Прецизионность и правильность методики определения 
топирамата в плазме крови кроликов на уровне одной 

хроматографической последовательности

Введено, 
мкг/мл

Найдено, 
мкг/мл

Найдено, мкг/мл, 
среднее 

значение (n = 5)

RSD, % 
(n = 5) ε, %

0,95

1,12

1,13 1,83 19,62
1,15
1,15
1,11
1,13

9,45

9,29

9,51 1,55 0,62
9,52
9,50
9,55
9,70

47,32

45,97

46,78 2,12 -1,14
46,37
46,41
46,66
48,50

Таблица 2

Прецизионность и правильность методики определения 
топирамата в плазме крови кроликов на уровне двух 

хроматографических последовательностей

Введено, 
мкг/мл

Найдено 
(мкг/мл)

Найдено, 
мкг/мл, среднее 

значение (n = 10)

RSD, % 
(n = 10) ε, %

0,95

1,08

1,13 8,09 19,25
1,17
1,29
1,15
0,92

9,45

9,66

9,62 1,67 1,74
9,68
9,67
9,88
9,72

47,32

43,06

44,94 4,58 -5,02
43,02
42,83
43,00
43,62

 Полученные величины относительного стан-
дартного отклонения (RSD, %) и относительной 
погрешности (ε, %) соответствуют нормам доку-
ментов FDA и EMA (не более 20 % минимальной 
концентрации, не более 15 % для остальных двух 
концентраций) [11,12].

Предел количественного определения
Предел количественного определения (ПКО) 

методики определяли на основании данных ли-
нейности, правильности и прецизионности. За 
ПКО методики принималась минимальная кон-
центрация топирамата в плазме, для которой воз-
можно определение топирамата со значениями 

Рис. 5. Хроматограмма чистой плазмы с добавлением стандартного раствора топирамата на уровне ПКО (0,95 мкг/мл)
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RSD и ε не более 20% в диапазоне линейной за-
висимости.

Предел количественного определения методики 
составил 0,95 мкг/мл (хроматограмма, демонстри-
рующая предел количественного определения мето-
дики обозначена на рис. 5).

Применение к фармакокинетическим 
исследованиям
Разработанная методика была успешно приме-

нена для сравнительного фармакокинетического 
исследования препаратов топирамата на кроли-
ках. Шести кроликам породы шиншилла вводили 
внутрижелудочно, натощак исследуемый препа-
рат топирамата и препарат сравнения. Отбор проб 
крови осуществляли из краевой ушной вены. До 
применения препарата отбиралась исходная проба 
крови (0 образец). Далее отбор крови производил-
ся через 0,5, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6, 8 и 24 ч после приема 
препарата. Кровь в количестве 1,5 мл отбирали в 
гепаринизированные центрифужные пробирки, 
центрифугировали при 3000 об/мин в течение 15 
мин, отделяли плазмы и хранили при температуре 
–35 оС до проведения анализа. Промежуток време-
ни между отбором крови и ее обработкой не пре-
вышал 5 мин. 

Пробы с сопроводительными документами с ука-
занием кодировки проб предоставляли в фармако-
кинетическую лабораторию1 .

Типичная хроматограмма плазмы крови кроли-
ков после внутрижелудочного приема исследуемого 
препарата топирамата приведена на рис. 6.

1 Более детальная информация об исследовании не 
может быть приведена в связи с конфиденциальностью 
данных.

ВЫВОДЫ

 Таким образом, разработанная нами методика 
определения топирамата в плазме крови кроликов 
оказалась чувствительной, точной и воспроизво-
димой. Данная методика может применяться для 
количественного определения топирамата в плазме 
крови кроликов на стадии доклинических иссле-
дований новых воспроизведенных лекарственных 
средств топирамата.
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