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Резюме: Карбамазепин является препаратом первого выбора при лечении невралгии тройничного нерва, эпилепсии и дру-
гих неврологических заболеваний. Известно, что карбамазепин имеет узкий терапевтический диапазон, при этом на фоне по-
стоянного приема наблюдается автоиндукция его метаболизма и снижение эффективности препарата. Фенотипирование боль-
ных по скорости метаболизма карбамазепина позволяет провести индивидуальный подбор дозы препарата и избежать прояв-
ления нежелательных лекарственных явлений. Для реализации данного подхода разработана методика одновременного опре-
деления карбамазепина и карбамазепин-10,11-эпоксида(�������������������������������������������������������������        CBZ����������������������������������������������������������        -���������������������������������������������������������        E��������������������������������������������������������        ) в сыворотке крови человека с использованием метода вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС).
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Abstract: Carbamazepine is the drug of first choice in the treatment of trigeminal neuralgia, epilepsy and other neurological diseases. 
Carbamazepine is known to have a narrow therapeutic range, and hereby the auto-induction of its metabolism with prolonged use cause 
the reduction of its therapeutic efficacy. Phenotyping of patients by the rate of carbamazepine metabolism allows to perform individual 
drug dose adjustment and to avoid the occurrence of adverse drug effects. In order to implement the mentioned approach, the method for 
simultaneous determination of carbamazepine and carbamazepine-10,11-epoxide in human serum using HPLC-MS/MS was developed.
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Карбамазепин (��������������������������������    CBZ�����������������������������    ) применяется в клиниках раз-
ных стран в качестве эффективного противосудорожно-
го, противоэпилептического, антипсихотического, ан-
тидепрессивного, нормотимического и анальгезирую-
щего средства, являясь препаратом первого выбора [1].

Карбамазепин блокирует натриевые каналы мем-
бран гиперактивных нервных клеток, снижает влияние 
возбуждающих нейромедиаторных аминокислот, уси-
ливает тормозные процессы. Антиманиакальные свой-
ства карбамазепина обусловлены угнетением метабо-
лизма дофамина и норадреналина. Противосудорожное 
действие карбамазепина проявляется при парциальных 
и генерализованных припадках. Предотвращает присту-

пы невралгии тройничного нерва и снижает судорож-
ную активность [2].

Фармакокинетика карбамазепина хорошо изучена. 
Так T1/2 после приема разовой пероральной дозы – 25–65 
ч (в среднем около 36 ч), после повторного приема в зави-
симости от длительности лечения – 12–24 ч. (Карбамазе-
пин метаболизируется в печени под действием цитохро-
ма P450 CYP3A4, причём наблюдается явление автоин-
дукции). После однократного приема внутрь 400 мг кар-
бамазепина 72% принятой дозы выводится с мочой и 28% 
– с калом, при этом 2% принятой дозы выводятся с мо-
чой в виде неизмененного карбамазепина, около 1% – в 
виде 10,11-эпоксидного метаболита. Минимальная кон-
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центрация в плазме крови, при которой оказывается те-
рапевтическое действие, составляет 4 мкг/мл, в то же вре-
мя она не должна превышать 12 мкг/мл, так как начина-
ется проявление токсических эффектов. В зависимости от 
продолжительности приема, лекарственной формы, ин-
тенсивности метаболизма, время достижения максималь-
ной концентрации в плазме крови варьируется от 1,5 до 
12 часов, а период полувыведения от 12 до 65 часов [8–9].

В ������������������������������������������    c�����������������������������������������    вязи с автоиндукцией метаболизма примене-
ние препарата при купировании обострения невралгии 
тройчатого нерва (НТН) происходит с увеличением доз, 
причем пациенты часто увеличивают дозы самостоя-
тельно  (нарушая программу лечения), что может при-
вести к передозировке. При этом возможны проявле-
ния нежелательных лекарственных реакций (НЛР). На-
значение карбамазепина должно осуществляться с уче-
том возможности возникновения НЛР. При длительном 
приеме карбамазепина часто происходит снижение его 
эффективности до 50–60%, а его длительное примене-
ние в высоких дозах ведет к токсическому поражению 
почек и печени [3–5].

Известны фармакокинетические подходы при под-
боре оптимальной дозы препарата и интервалов с по-
мощью терапевтического лекарственного мониторин-
га (ТЛМ) при эпилепсии [1–3, 6]. Разработка персона-
лизированных подходов к рациональной фармакотера-
пии при НТН с применением данного препарата может 
существенно сократить время подбора оптимальной до-
зы и интервалов дозирования, а также значительно по-
высить эффективность и безопасность терапии. Появ-
ляется возможность выявить четкую корреляцию между 
концентрацией карбамазепина в плазме крови и часто-
той побочных эффектов [7]. 

Изучение фармакокинетических особенностей ор-
ганизма, и в частности особенностей метаболизма ЛС, 
можно проводить методами фенотипирования и гено-
типирования. При этом метод фенотипирования явля-
ется прямым методом оценки метаболической актив-
ности. По уровню концентрации основного метаболита 
– карбамазепин-10,11-эпоксида – можно сделать вывод 
об активности метаболизма у каждого конкретного па-
циента, что может существенно ускорить процесс при-
нятия решения относительно оптимизации фармакоте-
рапии. Для реализации данного подхода требуются ме-
тодики одновременного определения карбамазепина и 
карбамазепин-10,11-эпоксида(CBZ-E) в плазме крови.

На активность метаболизма карбамазепина могут 
влиять и другие препараты, такие как фенитоин, фено-

барбитал, примидон. Они могут увеличить клиренс кар-
бамазепина в два раза из-за индукции CYP3A4. При ле-
карственных взаимодействиях также может измениться 
клиренс активного метаболита 10-11,эпоксида, напри-
мер, при применении с фенобарбиталом, который инги-
бирует эпоксидгидролазу, по этой же причине увеличи-
ваются концентрации 10,11-эпоксида при совместном 
назначении с вальпроевой кислотой. Иные умеренные 
и сильные ингибиторы CYP3A4, такие как эритроми-
цин, дилтиазем, верапамил, метронидазол, могут приве-
сти к клинически значимым изменениям концентрации 
в плазме крови карбамазепина и его активного метабо-
лита. Непредсказуемое отношение между принятой до-
зой карбамазепина и концентрацией в плазме крови, об-
разование активного метаболита, его узкий терапевти-
ческий индекс и наличие многочисленных клинически 
значимых лекарственных взаимодействий обуславлива-
ют необходимость индивидуализации лечения [7–9].

Эмпирический подбор доз карбамазепина каждому 
пациенту и определение оптимальной дозы по клиниче-
ской картине затруднительно. Причиной этого является 
то, что  судорожные припадки и их эквиваленты проис-
ходят не регулярно и бессистемно, часто бывает трудно 
определить, будет ли предложенной дозировки препара-
та достаточно, чтобы достигнуть длительного терапев-
тического эффекта, а при передозировке отличить сим-
птомы, связанные с токсичностью препарата, от особен-
ностей течения основного заболевания [7]. В подобной 
ситуации для повышения эффективности и безопасно-
сти проводимой фармакотерапии  наилучшим решени-
ем становится проведение ТЛМ карбамазепина и его ак-
тивного метаболита карбамазепин-10,11-эпоксида.

Существует большое количество хроматографиче-
ских методик, часть которых в качестве примера пред-
ставлены в таблице 1, позволяющих определять в сы-
воротке крови концентрацию карбамазепина. И толь-
ко некоторые из них позволяют определять концентра-
ции ���������������������������������������������CBZ������������������������������������������ и ���������������������������������������CBZ������������������������������������-�����������������������������������E���������������������������������� при совместном присутствии. Одна-
ко, чувствительность этих методик достигается за счет 
многостадийной пробоподготовки. В случае представ-
ленных методик, следует отметить не только трудоем-
кость процесса пробоподготовки, но и существенный 
расход реактивов. Разработанный нами метод позволяет 
одновременно определить концентрацию CBZ и CBZ-
E���������������������������������������������������� в сыворотке крови человека с использованием в каче-
стве пробоподготовки только осаждения белков. Тем са-
мым минимизируется как расход реактивов, так и вре-
мя, затраченное на пробоподготовку.

Таблица 1 

МЕТОДЫ КОЛИЧЕСТВЕННОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ КАРБАМАЗЕПИНА  
И КАРБАМАЗЕПИН-10,11-ЭПОКСИДА В ПЛАЗМЕ КРОВИ

№ Определяемое веще-
ство

Аналити-
ческий ме-

тод
Пробоподготовка Условия анализа / литература

Аналитиче-
ский диапа-

зон,
ПКО

1 CBZ;
CBZ-E

ГХ/ПИД ЖЖЭ дихлорме-
тан : петролейный 

эфир 1:2

Колонка из боросиликатного стекла дли-
ной 1,80м,  неподвижная фаза силикагель 
3% OV-17. Скорость потока газа: азот – 70 
мл/мин, водород – 35 мл/мин, воздух – 300 
мл/мин [10]

3 мкг/мл
1 мкг/мл

2 CBZ ГХ/ПИД ЖЖЭ хлороформом стеклянная колонка 1м*2мм с 1% цикло-
гександиметанола сукцинатом на диатоми-
те [11]

2 мкмоль/л
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Ведомости НЦЭСМП

№ Определяемое веще-
ство

Аналити-
ческий ме-

тод
Пробоподготовка Условия анализа / литература

Аналитиче-
ский диапа-

зон,
ПКО

3 CBZ ГХ/ПИД ЖЖЭ дихлормета-
ном с соляной кис-

лотой, метанол.

Капиллярная колонка DBI7-30N, 30м, 
газ-носитель – гелий 1 мл/мин или набив-
ная колонка 5 фт * 2мм с 2% SP 2110/1% 
SP2510-DA на 100/120 Supelcoport (Supelco) 
газ-носитель – гелий 40мл/мин [12]

30 мкг/мл

4 CBZ;
CBZ-E

ГХ/МС осаждение белков 
ацетонитрилом, 

упаривание и пере-
растворение в эти-

лацетате

Капиллярная колонка DB-5ht, длиной 30 
м, внутренний диаметр 0,25мм, толщина 
слоя неподвижной фазы 0,1 мкм, газ-
носитель – гелий 1 мл/мин [13]

0.5 мкг/мл
0.5 мкг/мл

5 CBZ;
CBZ-E; дигидрокси-

карбамазепин

ВЭЖХ/УФ ТФЭ Колонка Supelcosil LC-18, 33*4,6 мм, под-
вижная фаза ацетонитрил-метанол – 0.05 
моль/л водный раствор калия дигидрофос-
фата с pH5 (15:5:80, v/v/v) [14]

25 нг/мл

6 CBZ;
CBZ-E

ВЭЖХ/
ДМД

ТФЭ Колонка LiChroCART® Purospher Star 
(C18, 55 * 4 мм; 3 мкм), подвижная фаза 
– ацетонитрил (6%) и смесь (94%) вода-
метанол – триэтиламин (73,2:26,5:0,3) ско-
рость потока подвижной фазы 1мл/мин 
[15]

0,1 мкг/мл
0,1 мкг/мл

7 CBZ;
2-гидроксикарбама-

зепин;
3-гидроксикарбама-

зепин;
9-гидроксикарбамазе-

пин; CBZ-E;
10-гидрокси-10,11-

дигидрокарбамазепин; 
l0,11-транс-10,11-

дигидрокарбамазепин; 
оксокарбазепин

ВЭЖХ/УФ ЖЖЭ метил-трет-
бутиловым эфиром

Колонка Lichrospher 100 RP-18, 125*4 мм, 
подвижная фаза раствор NaH2PO4/мета-
нол (49:51) скорость потока подвижной фа-
зы 1 мл/мин [16]

14-55 нг/мл

8 CBZ;
CBZ-E 

ВЭЖХ/УФ ЖЖЭ диэтиловым 
эфиром при pH=2

Колонка LiChroCart RP-8, 250*4.6 мм, под-
вижная фаза ацетонитрил/вода (40/60), 
скорость потока подвижной фазы 1мл/мин 
[17]

0,2 мкг/мл;
0,2 мкг/мл

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Анализ проводили на оборудовании фирмы �������Shimad-

zu (Япония). Использовался жидкостный хроматомасс-
спектрометр ����������������������������������   LCMS������������������������������   -8040 (система жидкостной хро-
матографии Nexera с тройным квадрупольным масс-
спектрометром), ионизацию проводили в режиме элек-
трораспыления (���������������������������������   ESI������������������������������   ), системой градиентного элюи-
рования, УФ-спектрофотометрическим детектором 
SPD-M20A с диодной матрицей (диапазон длин волн 
190–800 нм), термостатом колонок �����������������CTO��������������-20�����������AC��������� с диапа-
зоном температур 4–90 °С.

В работе использовали следующие реактивы: ацето-
нитрил LiChrosolv® Reag. Ph Eur (марки gradient grade 
for�������������������������������������������������      ������������������������������������������������    liquid������������������������������������������     �����������������������������������������   chromatography���������������������������   ), муравьиная кислота (����Mer-
ck), деионизованная вода (электропроводность – 18,2 
МОм*см). Для приготовления калибровочных раство-
ров использовали карбамазепин (�������������������  F������������������  luka) и карбамазе-
пин – 10,11 эпоксида (�����������������������������  F����������������������������  luka), отвечающие требовани-
ям USP.

Разделение осуществляли на колонке Sinergi Polar 
RP�����������������������������������������������, 4 мкм, 250×4.6мм (���������������������������Phenomenex�����������������, США) при темпе-

ратуре 40 °С. Подвижная фаза состояла из элюента А: 1% 
муравьиной кислоты/деионизованная вода и элюента 
В: 1% муравьиной кислоты/ацетонитрил. Хроматогра-
фическое разделение проводили в градиентном режиме 
элюирования, описанном в таблице 2. Скорость потока 
подвижной фазы составляла 1,2 мл/мин. Объем вводи-
мой пробы – 10 мкл.

Таблица 2

ГРАДИЕНТ СОСТАВА ПОДВИЖНОЙ ФАЗЫ
Время анализа, мин Объемная доля элюента В, %

0,0 → 1,5 20
1,5→ 2,0 20 → 37
2,0 → 3,5 37
3,5 → 3,6 37 → 43
3,6 → 7,9 43
7,9 → 8,5 43 → 100

8,5 → 10,0 100
10,0 → 11,0 100 → 20
11,0 → 14,0 20
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При определении условий масс-
спектрометрического детектирования в режиме ска-
нирования полного ионного тока (scan+) были выбра-
ны ионы-предшественники: для CBZ 237,10 m/z, для 
CBZ����������������������������������������������     -���������������������������������������������     E��������������������������������������������      253,10 ������������������������������������   m�����������������������������������   /����������������������������������   z���������������������������������   , что соответствует протонирован-
ным молекулярным ионам исследуемых веществ. За-
тем в режиме сканирования фрагментных ионов (�����prod-
uct scan+) были выбраны ионы, которые в дальнейшем 
использовались для мониторинга множественных ре-
акций (MRM+). Энергия соударений подбиралась экс-
периментально. В таблице 3 представлены параметры 
детектирования в режиме MRM+.

Пробоподготовку плазмы крови осуществляли путем 
осаждения белков. Для этого к 400 мкл плазмы добавля-
ли 1200 мкл ацетонитрила, встряхивали в течение 1 мин 
на шейкере �����������������������������������������     Vortex�����������������������������������      ����������������������������������    V���������������������������������    -3 (Латвия), после чего центрифу-
гировали 15 мин со скоростью 14000 об/мин на центри-
фуге Eppendorf Centrifuge 5427. Надосадочную жидкость 
переносили в виалы и помещали их в автосамплер хро-
матографа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Учитывая данные о фармакокинетике CBZ и CBZ-

E, количественное определение изучаемых веществ 
было решено проводить в диапазоне от 0,5 до 20 мкг/
мл и 0,005 до 2 мкг/мл, соответственно. Для построе-
ния калибровочной кривой проводили пробоподготов-
ку и анализ образцов интактной плазмы с прибавлением 
стандартного раствора карбамазепина и карбамазепин-
10,11-эпоксида до достижения концентраций 0,5; 0,75; 
1,0; 2,5;5,0; 7,5;10,0; 15,0; 20,0 мкг/мл и 0,005; 0,01; 0,025; 
0,05; 0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0 мкг/мл, соот-
ветственно.

По полученным результатам были построены кали-
бровочные кривые, приведенные на рис. 1 и рис. 2.

По CBZ коэффициент корреляции составляет r2 > 
0,99, а по CBZ-E r2 > 0,999, исходя из чего можно сде-
лать вывод о линейности разработанной методики в ин-
тервале концентраций от 0,5 мкг/мл до 20,0 мкг/мл для 
карбамазепина и от 0,005 мкг/мл до 2,0 мкг/мл для кар-
бамазепин – 10,11 эпоксида.

На рис. 3а и рис. 3б представлены примеры хрома-
тограмм калибровочных растворов �����������������CBZ�������������� и �����������CBZ��������-�������E������ полу-
ченные на масс-спектрометрическом детекторе в режи-
ме MRM+.

Таблица 3 

ПАРАМЕТРЫ ДЕТЕКТИРОВАНИЯ CBZ И CBZ-E В РЕЖИМЕ MRM+

№ п/п Ион предшественник, m/z Фрагментный 
ион, m/z

Энергия 
соударений, В

Карбамазепин

237,10

194,10 –35,0
179,00 –35,0
165,00 –30,0
152,10 –35,0

Карбамазепин-10,11-эпоксид

253,10
180,10 –35,0
167,10 –35,0
152,05 –50,0

Рис. 1. Калибровочный график зависимости концентрации CBZ от 
площади хроматографического пика

Рис. 2. Калибровочный график зависимости концентрации CBZ-E от 
площади хроматографического пика
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная методика определения CBZ и CBZ-E 

при совместном присутствии в сыворотке крови челове-
ка методом ВЭЖХ-МС/МС может быть актуальной при 
проведении исследований биоэквивалентности джене-
риков карбамазепина и его пролонгированных форм.

Кроме того, настоящая методика может быть приме-
нена в клинической практике для повышения эффек-

тивности и безопасности лечения больных, страдающих  
невралгией тройничного нерва, фантомно-болевым 
синдромом, а также для поведения терапевтического 
лекарственного мониторинга у пациентов страдающих 
различными формами эпилепсии при моно- и полите-
рапии антиконвульсантами, соматоформными психи-
ческими расстройствами, хроническими болевыми син-
дромами.

Рис. 3а. Хроматограмма интактной сыворотки с добавлением стан-
дартного раствора содержащей CBZ в концентрации 5мкг/мл

Рис. 3б. Хроматограмма интактной сыворотки с добавлением стан-
дартного раствора содержащей CBZ-E в концентрации 0,5мкг/мл
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