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Резюме
Введение. Препараты семаглутида являются важной терапевтической опцией для пациентов, страдаю щих сахарным диабе-
том 2-го типа и ожирением, в связи с их высокой эффективностью, а также ожидаемым ростом распространенности данных 
заболеваний. Соответственно, растет потребность в отечественных аналогах, требующих исследований биоэквивалентности. 
В настоящей публикации представлен опыт использования тандемной масс-спектрометрии в качестве альтернативы имму-
ноферментному анализу (ИФА) для количественного определения семаглутида в сыворотке крови в рамках исследования 
биоэквивалентности.
Цель. Разработать и валидировать методику количественного определения семаглутида в сыворотке крови человека мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС).
Материалы и методы. Пробоподготовка была основана на осаждении сыворотки крови человека смесью ацетонитрил- 
метанол. В качестве внутреннего стандарта был выбран лираглутид. Подвижная фаза включала 0,3%-ный раствор муравьи-
ной кислоты в воде и ацетонитриле. Неподвижная фаза была представлена хроматографической колонкой Phenomenex 
Kinetex C18, 100 × 3,0 мм, 5 мкм, 100 Å. Ионизацию семаглутида и лираглутида осуществляли в положительном режиме 
с помощью электроспрея. Детектирование проводили в режиме мониторинга множественных реакций.
Результаты. Методика продемонстрировала высокую правильность и прецизионность, с показателями относительной 
погрешности и относительного стандартного отклонения менее 15% для всех уровней контроля качества. Подтвержденные 
аналитические диапазоны составили 0,50–200,00 нг/мл и 1,00–800,00 нг/мл. В рамках исследований было проанализиро-
вано более 3 400 образцов от добровольцев. В сравнении с ИФА, ВЭЖХ-МС/МС обеспечивает более высокую селективность 
и воспроизводимость измерений.
Выводы. Разработана методика, обеспечиваю щая воспроизводимое количественное определение семаглутида в сыво-
ротке крови. Методика была валидирована в соответствии с требованиями ЕАЭС и апробирована в рамках исследований 
биоэквивалентности препаратов семаглутида GP40331 (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия). Методика пригодна для проведения 
исследований фармакокинетики других препаратов семаглутида.

Ключевые слова: высокоэффективная жидкостная хроматография с тандемной масс-спектрометрией, биоаналитические 
исследования, биоэквивалентность, валидация, количественное определение, иммуноферментный анализ
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ВВЕДЕНИЕ

Сахарный диабет (СД) представляет собой глобаль-
но распространенную неинфекционную эпидемию  [1]. 
Рост заболеваемости, опередивший прогнозы ученых по 
количеству пациентов с СД на 10–12 лет, наравне с вы-
сокими показателями смертности от сопутствующих ос-
ложнений, а также вероятностью приобретения инвалид-
ности на ранних стадиях развития патологии показывает 
острую медико- социальную значимость данного забо-
левания. По состоянию на начало 2023 г. на диспансер-
ном учете в  России состояло почти 5  млн пациентов 
с СД, из которых более 92% страдали сахарным диабе-
том 2-го типа (СД2) [2]. Однако результаты национального 
эпидемиологического исследования NATION выявили, что 

реальная распространенность СД2 среди взрослого насе-
ления Российской Федерации на 54% превышает количе-
ство официально диагностированных случаев [3], что по-
зволяет предположить, что фактическое число пациентов 
с СД2 может достигать 9 млн человек [4].

К основным факторам риска развития СД2 относят аб-
доминальное ожирение, повышаю щее вероятность забо-
леваемости в 8–15 раз в зависимости от наличия генети-
ческой предрасположенности [5]. В группу риска также 
входят люди с артериальной гипертензией, нарушения-
ми липидного и углеводного обмена, включая отклонения 
в гликемическом контроле. В связи с этим лечение СД2, 
наряду с коррекцией образа жизни, включает примене-
ние лекарственных препаратов, направленных на норма-
лизацию уровня глюкозы в крови, лечение сопутствующих 

Application of liquid chromatography-mass 
spectrometry for the determination of semaglutide 
in human serum in clinical pharmacokinetic studies

Polina K. Karnakova1*, p.karnakova@cpha.ru, Evgeniya S. Vetrova1, Polina A. Karpova1, Alina E. Knyazeva1, Olga A. Archakova1, 
Natalia S. Bagaeva1, Anna N. Arefeva2, Veniamin V. Banko2, Igor E. Makarenko2, Timofey N. Komarov1,3,4, Igor E. Shohin1 
1 LLC “Center of Pharmaceutical Analytics”; 8, Simferopolsky Boulevard, Moscow, 117149, Russia
2 CJSC “Pharm Holding”; 34а, Svyazi St., Strelna Settlement, St Petersburg, 198515, Russia
3 St Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University; 14а, Professor Popov St., St Petersburg, 197022, Russia
4 Peoples’ Friendship University of Russia named after Patrice Lumumba; 6, Miklukho-Maklai St., Moscow, 117198, Russia

Abstract
Introduction. Semaglutide preparations are an important therapeutic option for patients suffering from type 2 diabetes mel-
litus and obesity due to their high efficacy and the expected increase in the prevalence of these diseases. Consequently, there 
is a growing need for the development of domestic analogs of semaglutide requiring bioequivalence studies. This study pro-
poses the use of high-performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) as an alternative to 
the widely used immunoassay for the quantitative determination of semaglutide in human serum.
Aim. To develop and validate a method for the quantitative determination of semaglutide in human serum using HPLC-MS/MS.
Materials and methods. Serum sample preparation was based on protein precipitation using an acetonitrile- methanol mixture. 
Liraglutide was selected as the internal standard. The mobile phase consisted of 0.3% formic acid in water and acetonitrile. The 
stationary phase was represented by a Phenomenex Kinetex C18 chromatographic column 100×3.0 mm, 5 μm, 100 Å. Ionization 
of semaglutide and liraglutide was performed in positive electrospray mode. Detection was carried out in multiple reaction 
monitoring mode (MRM).
Results. The method demonstrated high accuracy and precision, with relative error and relative standard deviation values 
of less than 15% across all quality control levels. The confirmed analytical ranges of the method were 0.50–200.00 ng/mL 
and 1.00–800.00 ng/mL. Over 3.400 volunteer samples were analyzed as part of the studies. Compared to the ELISA method, 
the proposed method provides higher selectivity and reproducibility of measurements.
Conclusions. The method has been developed that provides reproducible quantitative determination of semaglutide in human 
blood serum. The method was validated in accordance with EAEU requirements and was successfully applied in bioequivalence 
studies of semaglutide GP40331 (GEROPHARM LLC, Russia). The method is suitable for conducting pharmacokinetic studies 
of other semaglutide preparations.
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осложнений и их профилактику [6, 7]. Высокой эффектив-
ностью обладают агонисты рецепторов глюкагоноподоб-
ного пептида-1 (ГПП-1), которые не только снижают уро-
вень сахара в крови, но и способствуют снижению массы 
тела без риска гипогликемии [8]. Данный класс препара-
тов в отечественных и зарубежных клинических рекомен-
дациях по лечению СД2 относят к приоритетным препа-
ратам, особенно при высоком риске сердечно- сосудистых 
осложнений или хронической болезни почек, а также при 
непереносимости препаратов на основе ингибиторов на-
трий-глюкозного котранспортера 2-го типа [7, 9, 10].

Семаглутид, являющийся аналогом ГПП-1 человека, от-
носится к классу агонистов рецепторов ГПП-1. Благода-
ря высокой гомологичности с нативным пептидом (94%) 
и структурным модификациям, семаглутид демонстри-
рует повышенное сродство к  альбумину при подкож-
ном введении, а также обладает большей устойчивостью 
к ферментативной деградации по сравнению с его пред-
шествующим аналогом – лираглутидом [11, 12]. Это при-
водит к увеличению периода полувыведения семаглутида 
(155–183 ч), что позволяет снизить частоту его введения 
до 1 раза в неделю  [11]. Ретроспективное исследова-
ние REALISE-DM, посвященное эффективности перехо-
да с ежедневного приема лираглутида и дулаглутида на 
еженедельный прием семаглутида, показало значитель-
ное снижение уровня гликированного гемоглобина и ин-
декса массы тела у пациентов с СД2, а также хорошую пе-
реносимость семаглутида [13].

Кроме основных показаний к применению семаглути-
да, таких как терапия СД2, ожирение и дислипидемия [14], 
была выявлена его эффективность в  лечении неалко-
гольного стеатогепатита и нейродегенеративных забо-
леваний, включая болезнь Паркинсона и болезнь Альц-
геймера [15]. В испытаниях II и III фазы была доказана 
гепато- и нейропротекторная роль семаглутида у пациен-
тов с указанными патологиями [16–18]. Однако полный 
спектр терапевтической эффективности семаглутида оста-
ется недостаточно изученным [17, 19], в то время как ин-
терес к препарату продолжает расти. В связи с этим акту-
альным является вопрос увеличения объема производства 
и разработка воспроизведенных препаратов семаглутида, 
которая включает проведение исследований биоэквива-
лентности препаратов семаглутида, что должно повысить 
доступность данных препаратов на российском фарма-
цевтическом рынке. Для проведения биоаналитических 
исследований семаглутида необходимо разработать и ва-
лидировать методику, пригодную для определения сема-
глутида в биологических образцах человека.

В настоящее время ограничено количество представ-
ленных в литературе биоаналитических методик, позволя-
ющих провести количественное определение семаглутида 
в биообразцах человека. Большинство фармакокинети-
ческих исследований основывались на методе иммуно-
ферментного анализа (ИФА) [20–23], который, несмотря 
на свою распространенность, имеет ряд существенных 
недостатков. В частности, метод ИФА не позволяет точ-
но определить, находится ли целевой эпитоп в родитель-
ской молекуле семаглутида или его метаболитах, а также 

склонен к перекрестной реактивности, что может приво-
дить к завышению концентраций препарата в образцах. 
Кроме того, при использовании ИФА в фармакокинетиче-
ских исследованиях возможно искажение результатов из-
за матричного эффекта, что усложняет применение данно-
го метода для количественного определения семаглутида 
в различных биологических матрицах [24–26]. 

Ранее нами было проведено исследование биоэкви-
валентности препарата семаглутида (1,34 мг/мл, раствор 
для подкожного введения), в ходе которого концентра-
ции семаглутида определяли в образцах плазмы крови 
с  помощью предварительно валидированного метода 
ИФА с использованием коммерчески доступных наборов 
KRIBIOLISA™ Semaglutide (Ozempic™) ELISA [20]. Основы-
ваясь на собственном опыте, мы можем подтвердить су-
щественные ограничения в применения метода ИФА и ис-
пользовании даже ранее апробированных ИФА-наборов, 
связанные в первую очередь с отсутствием межсерийной 
однородности у производителя, приведенного в исследо-
вании [20, 27]. В связи с этим мы предлагаем отказаться от 
использования метода ИФА для количественного опреде-
ления семаглутида в биологических образцах и перейти 
к методу высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с тандемным масс-спектрометрическим детектированием 
(ВЭЖХ-МС/МС), который лишен этих недостатков. 

За последнее десятилетие метод ВЭЖХ-МС/МС при-
обрел большую востребованность и является рекомен-
дуемым методом для проведения исследований био-
эквивалентности. Данный метод обладает высокой 
чувствительностью и воспроизводимостью данных, специ-
фичностью в отношении анализируемого вещества, а так-
же большой пропускной способностью, что позволяет 
успешно использовать его в ходе проведения биоанали-
тических исследований.

Целью настоящей работы является разработка и ва-
лидация методики количественного определения сема-
глутида в сыворотке крови человека с помощью мето-
да ВЭЖХ-МС/МС, а также апробация данной методики на 
аналитическом этапе фармакокинетических исследова-
ний. В ходе данного этапа проводится определение кон-
центраций семаглутида в сыворотке крови доброволь-
цев, участвующих в клинических исследованиях, после 
подкожного введения тестируемого препарата GP40331 
(ООО  «ГЕРОФАРМ», Россия) и  препарата сравнения 
Вегови® («Ново Нордиск А/С», Дания) в концентрациях 
0,68 мг/мл (доза 0,25 мг) и 3,2 мг/мл (доза 0,5 мг). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реактивы, стандартные образцы, биоматериалы 
и стандартные растворы

При проведении исследования использовались сле-
дующие реактивы, стандартные образцы (СО) и биома-
териалы:

 ■ метанол (класс “HPLC gradient grade”, Химмед, Россия);
 ■ ацетонитрил (класс «ХЧ» ООО «Компонент- Реактив», 

Россия; класс “HPLC-S Gradient Grade”, Biosolve Chimie, 
Франция);
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 ■ муравьиная кислота (класс “98–100%, ACS”, Scharlab S.L., 
Испания);

 ■ вода деминерализованная I класса, полученная с по-
мощью системы Hydrolab R5 (Hydrolab, Польша);

 ■ СО семаглутида (количественное содержание 99,70%, 
Sinopep- Allsino Biopharmaceutical Co., Ltd., Китай);

 ■ СО внутреннего стандарта (ВС) лираглутида (количе-
ственное содержание 98,82%, Toronto Research Chemicals 
Inc., Канада);

 ■ интактная сыворотка крови добровольцев, не содержа-
щая анализируемое вещество и ВС;

 ■ сыворотка крови добровольцев, принимаю щих участие 
в клинических исследованиях.

Были приготовлены стандартные растворы сема-
глутида и стандартные растворы лираглутида, который 
был выбран в качестве внутреннего стандарта (ВС). Для 
приготовления исходного стандартного раствора сема-
глутида и  исходного стандартного раствора лираглу-
тида точную навеску СО семаглутида/лираглутида ко-
личественно переносили в пластиковую мерную колбу 
и растворяли в метаноле до получения раствора с кон-
центрацией 50000,00 нг/мл. Рабочие стандартные рас-
творы семаглутида готовили путем разведения исход-
ного стандартного раствора метанолом до получения 
растворов с заданными концентрациями, соответствую-
щими концентрациям в модельных образцах в табл. 1. 
Рабочий стандартный раствор ВС лираглутида готовили 

из исходного стандартного раствора лираглутида путем 
разведения метанолом до получения раствора с  кон-
центрацией 11000 нг/мл (для аналитического диапазо-
на 1,00–200,00 нг/мл) и 33000,00 нг/мл (для аналитиче-
ских диапазонов 0,50–200,00 нг/мл и 1,00–800,00 нг/мл).

Пробоподготовка образцов к анализу
К 100 мкл образца (калибровочного образца, образца 

контроля качества, образца интактной сыворотки крови), 
помещенного в микроцентрифужную пробирку Eppendorf 
Safe- Lock (Eppendorf, Германия) объемом 2,0 мл, аликво-
тировали 10 мкл рабочего стандартного раствора ВС ли-
раглутида, затем проводили осаждение 300 мкл смеси 
ацетонитрил метанола (70:30, по объему). После этого 
перемешивали пробу на встряхивателе типа «Вортекс» 
в  течение 10  сек и  охлаждали в  морозильной каме-
ре в течение 5 мин при температуре от -50 °С до -35 °С, 
затем центрифугировали в течение 15 мин с ускорени-
ем 12300 g. Далее, 320 мкл супернатанта переносили 
в 96-луночный полипропиленовый микропланшет Nunc® 
MicroWell® (Sigma- Aldrich, Дания), запечатывали покров-
ным матом Nunc® (Sigma- Aldrich, Дания) и помещали в ав-
тосамплер хроматографа.

Аналитическое оборудование
Хроматографическое разделение проводилось на вы-

сокоэффективном жидкостном хроматографе Nexera XR 
(Shimadzu Corporation, Япония). Для масс-спектрометри-
ческого анализа использовался тандемный масс-селек-
тивный детектор с  тройным квадруполем LCMS-8040 
(Shimadzu Corporation, Япония). Первичная обработ-
ка данных осуществлялась с использованием програм-
много обеспечения LabSolutions версии 5.91 (Shimadzu 
Corporation, Япония).

Хроматографическое разделение и детектирование
Для хроматографического разделения использова-

лась колонка Phenomenex Kinetex C18, 100 × 3,0 мм, 5 мкм,  
100 Å (Phenomenex, США). Температура в термостате ко-
лонки поддерживалась на уровне 40 °C. В качестве элю-
ентов подвижной фазы были выбраны 0,3%-ный рас-
твор муравьиной кислоты в воде (по объему, элюент A) 
и  0,3%- ный раствор муравьиной кислоты в  ацетони-
триле (по объему, элюент B). Элюирование проводилось 
в градиентном режиме при постоянной скорости потока 
1,00 мл/мин. Градиент подвижной фазы: 0,00 – 2,00 мин – 
5% элюента В; 2,00 – 5,00 мин – от 5 до 100% элюен-
та В; 5,00 – 9,00 мин – 100% элюента В; 9,00 – 9,05 мин – 
от 100 до 5% элюента В, 9,05 – 12,00 мин – 5% элюента В. 
В инжектор вводилось по 20 мкл образца.

Для ионизации вещества был выбран источник иони-
зации электроспрей (electrospray ionization, ESI). Параме-
тры масс-спектрометрического детектирования представ-
лены в табл 2.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время существует ограниченное количе-
ство публикаций, описываю щих методики количествен-
ного определения семаглутида в биологических образ-
цах человека. В данной работе нами была разработана 

 Таблица 1. Концентрации семаглутида в калибровочных 
образцах и образцах контроля качества

 Table 1. Semaglutide concentrations at calibration levels 
and in quality control samples

Уровень Концентрация семаглутида, нг/мл

Аналитический  
диапазон

1,00–200,00  
нг/мл

0,50–200,00  
нг/мл

1,00–800,00  
нг/мл

Ка
ли

бр
ов

оч
ны

е о
бр

аз
цы

1 (LLOQ) 1,00 0,50 1,00

2 2,50 1,00 5,00

3 5,00 2,50 10,00

4 10,00 5,00 25,00

5 25,00 10,00 50,00

6 50,00 25,00 100,00

7 100,00 50,00 200,00

8 150,00 100,00 400,00

9 200,00 150,00 600,00

10 – 200,00 800,00

Об
ра

зц
ы 

ко
нт

ро
ля

 
ка

че
ст

ва

L 3,00 1,50 3,00

M1 6,00 6,00 24,00

M2 30,00 30,00 120,00

M3 120,00 120,00 480,00

H 160,00 160,00 640,00
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методика количественного определения семаглутида ме-
тодом ВЭЖХ-МС/МС в сыворотке крови человека.

Метод ВЭЖХ-МС/МС считается предпочтительным для 
анализа пептидных веществ благодаря своей высокой 
чувствительности и селективности, что подтверждается 
рядом исследований [28–31].

В  качестве внутреннего стандарта был выбран ли-
раглутид, поскольку он обладает сходными физико- 
химическими свой ствами и структурой с семаглутидом. 
Несмотря на то что в некоторых исследованиях в качестве 
внутреннего стандарта использовались другие вещества, 
например инсулин [31], мы пришли к выводу, что лираглу-
тид является наиболее подходящим выбором.

Глутиды, будучи многозарядными пептидными моле-
кулами, обладают склонностью к адсорбции на стеклян-
ных и пластиковых поверхностях  [24, 31, 32]. Мы так-
же столкнулись с данной проблемой и приняли меры 
по ее устранению. В литературе, например в статье, по-
священной определению лираглутида в плазме крови 
крыс методом ВЭЖХ-МС/МС, для повышения стабиль-
ности анализируемых веществ и улучшения линейности 
методики использовали ацетат аммония, который, как 
утверждают авторы, снижает адсорбцию пептидов [33]. 
Однако в ходе нашей работы добавление ацетата аммо-
ния в растворы и элюенты не помогло снизить адсорб-
цию пептидов на стекле и ухудшило вид хроматографи-
ческих пиков. Для минимизации адсорбции мы заменили 
стеклянную посуду на полипропиленовую при приготов-
лении стандартных растворов и использовали полипро-
пиленовые планшеты вместо кварцевых хроматографи-
ческих виал. Кроме того, было установлено, что элюенты 
с повышенным содержанием муравьиной кислоты сни-
жают степень адсорбции, поэтому мы использовали элю-
енты с концентрацией 0,3% муравьиной кислоты в воде 
и ацетонитриле.

При выборе источника ионизации нами были про-
тестированы несколько вариантов, включая ESI, хи-
мическую ионизации при атмосферном давлении 
(atmospheric- pressure chemical ionization, APCI), а также 
двой ной источник ионизации, объединяющий ESI и APCI 
(dual ion source, DUIS). Согласно литературным данным, 
ESI является предпочтительным способом ионизации для 
многозарядных ионов и пептидов, что подтвердилось 
и в нашей работе [31, 33]. 

Для хроматографического разделения глутидов ав-
торы используют специальные колонки для работы 

с пептидными молекулами [24, 33]. Однако мы доказали, 
что это не является обязательным условием для работы 
с семаглутидом и лираглутидом. Мы протестировали ко-
лонки Phenomenex Jupiter C18 (250 × 4,6 мм, 5 мкм, 300 Ǻ) 
и Phenomenex Kinetex C18 (100 × 3,0 мм, 5 мкм, 100 Å). 
На основе полученных данных была выбрана колонка 
Kinetex C18, которая обеспечила оптимальное сочетание 
времени анализа и качества разделения.

В ходе разработки методики были рассмотрены раз-
личные подходы к пробоподготовке, включая осаждение 
белков с использованием различных органических рас-
творителей. Наилучшие результаты были получены с ис-
пользованием смеси ацетонитрил метанол (70:30, по объ-
ему), что позволило достичь высокой чувствительности 
методики (нижний предел количественного определения 
(НПКО) на уровне 0,50 нг/мл) аналогично ранее опубли-
кованным исследованиям [34]. Мы полагаем, что для до-
стижения еще большей чувствительности методики может 
потребоваться использование дополнительных методов, 
таких как твердофазная экстракция (ТФЭ).

ВАЛИДАЦИЯ

В соответствии с требованиями правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных пре-
паратов в рамках Евразийского экономического союза1, 
а также на основе рекомендаций зарубежных руководств 
FDA2 и EMA3 разработанная методика была полностью ва-
лидирована в рамках 1–3 валидационных циклов до на-
чала аналитического этапа исследования по параметрам: 
калибровочная кривая, НПКО, селективность, эффект пе-
реноса, правильность и прецизионность внутри каждого 
валидационного цикла и между циклами, степень извле-
чения, эффект матрицы и пригодность стандартного об-
разца. Помимо этого, в рамках полной валидации были 
оценены следующие виды стабильности:

1) краткосрочная (стабильность свежеприготовлен-
ных проб);

2) постпрепаративная (стабильность проб в течение не 
менее 56 ч в условиях хранения при температуре 15 оС);

1 Правила проведения исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза. Режим доступа: https://docs.cntd.ru/document/456026107/. 
2 Bioanalytical Method Validation. Guidance for Industry. U.S. Food and Drug Administration, 
Center for Drug Evolution and Research (CDER). Available at: https://www.fda.gov/regulatory-
information/search-fda-guidance-documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry/. 
3 Guideline on bioanalytical method validation. European Medicines Agency. Committee for 
medicinal products for human use. Available at: https://www.ema.europa.eu/en/bioanalytical-
method-validation/. 

 Таблица 2. Параметры детектирования семаглутида и лираглутида
 Table 2. Semaglutide and liraglutide detection parameters

Вещество Режим 
ионизации

Напряжение 
на игле

Условия
детектирования, m/z

Распыляющий 
газ Осушаю щий газ Блок нагрева Линия

десольватации

Семаглутид + + 4,5 кВ

1029,20 → 136,00
1029,20 → 1109,75
1029,20 → 1237,80
1029,20 → 1302,80
1029,20 → 1359,00

3 л/мин 20 л/мин 400 °С 250 °С

Лираглутид + + 4,5 кВ 938,45 → 1064,05
938,45 → 1128,30

https://docs.cntd.ru/document/456026107/
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry/
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/bioanalytical-method-validation-guidance-industry/
https://www.ema.europa.eu/en/bioanalytical-method-validation/
https://www.ema.europa.eu/en/bioanalytical-method-validation/
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3) стабильность исходных и  рабочих стандартных 
растворов семаглутида и лираглутида (в течение не бо-
лее 3 дней в условиях хранения при температуре от 
-50 оС до -35 оС);

4) стабильность биообразцов в результате прохож-
дения 3 циклов разморозки при комнатной температуре 
и заморозки при температуре от -50 оС до -35 оС;

5) долгосрочная стабильность семаглутида в  био-
образцах (первый этап оценки): в  течение не менее 
3 дней при хранении в  температурных диапазонах от 
-85 оС до -65 оС, от -50 оС до -35 оС и от -25 оС до -15 оС;

6) долгосрочная стабильность семаглутида в  био-
образцах (второй этап оценки): в  течение не менее 
66  дней (для дозы семаглутида 0,25  мг) и  не менее 
76 дней (для дозы семаглутида 0,5 мг) при хранении 
в температурных диапазонах от -85 оС до -65 оС, от -50 оС 
до -35 оС и от -25 оС до -15 оС.

При проведении валидации методики количественного 
определения семаглутида в сыворотке крови было исполь-
зовано несколько аналитических диапазонов. Была прове-
дена полная валидация методики с аналитическим диапа-
зоном 1,00–200,00 нг/мл. Далее, в связи с необходимостью 
в корректировке верхнего предела количественного опре-
деления была проведена частичная валидация по параме-
трам «калибровочная кривая, эффект переноса, правиль-
ность и прецизионность». Подтвержденный аналитический 
диапазон составил 1,00–800,00 нг/мл. В рамках данного 
диапазона проходила аналитическая часть исследования 
препарата семаглутида в дозе 0,5 мг (для концентрации 
семаглутида 3,2 мг/ мл). Далее, для проведения аналити-
ческой части исследования препарата семаглутида в дозе 
0,25 мг (для концентрации семаглутида 0,68 мг/ мл) потре-
бовалось дополнительно скорректировать аналитический 
диапазон за счет снижения НПКО методики до 0,50 нг/мл, 
для того чтобы соответствовать требованиям нормативной 
документации по следующему критерию: значение НПКО 
не должно превышать 5% от минимального значения Cmax. 
Была проведена частичная валидация по параметрам «ка-
либровочная кривая, НПКО, селективность, правильность 
и прецизионность». 

Калибровочные кривые для выбранных диапазонов 
были построены на основе отношения площадей пиков 

семаглутида и ВС лираглутида от отношения их концен-
траций и имели линейный вид. Пример линейного ка-
либровочного графика для 3-го валидационного цикла 
(аналитический диапазон 1,00–200,00 нг/мл) представ-
лен на рис. 1. На рис. 2 представлены хроматограммы мо-
дельных образцов на уровне НПКО. 

Оценка селективности методики и эффекта перено-
са была основана на сравнении значений сигналов ана-
лизируемого вещества и ВС на холостых образцах и об-
разцах, приготовленных на уровне НПКО. В ходе изучения 
селективности проводили анализ проб, приготовленных 
на основе интактной, гемолизной и гиперлипидемиче-
ской сыворотки крови. Пригодность стандартного образ-
ца определялась дополнительно с использованием проб, 
не содержащих анализируемое вещество или ВС.

Степень извлечения рассчитывали путем сравнения 
площадей пиков семаглутида и ВС до и после их экс-
тракции из сыворотки (интактной, гемолизной, гипер-
липидемической). Отсутствие влияния биологической 
матрицы на количественное определение семаглути-
да и лираглутида было доказано путем сопоставления 

 Рисунок 1. Калибровочный график 3-го валидационного 
цикла

 Figure 1. Calibration curve of the 3rd validation cycle

 Рисунок 2. Хроматограммы модельных образцов на уровне нижнего предела количественного определения
 Figure 2. Chromatograms of samples at the LLOQ level

А – образец на уровне 1,00 нг/мл, В – на уровне 0,50 нг/мл

A B
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сигнала анализируемого вещества и ВС в пробах, при-
готовленных с учетом и без учета биологической матри-
цы (интактной, гемолизной, гиперлипидемической сыво-
ротки крови).

Правильность и  прецизионность были определе-
ны по результатам анализа пяти образцов для каждого 
уровня контроля качества и НПКО (образцы LLOQ, L, M1, 
M2, M3, H) (табл. 1) внутри каждого валидационного цик-
ла. Помимо этого, было проведено сравнение получен-
ных результатов оценки правильности и прецизионности 
между разными валидационными циклами для всех кон-
центраций уровней контроля качества и НПКО, использо-
вавшихся в исследовании. Правильность оценивалась по 
результатам рассчитанного значения относительной по-
грешности (Е, %), прецизионность – по полученному зна-
чению относительного стандартного отклонения (RSD, %).

Результаты оценки всех валидационных параметров, 
исследуемых в рамках пяти валидационных циклов, соот-
ветствовали критериям приемлемости. В табл. 3 приве-
дены рассчитанные данные, полученные в ходе изучения 
калибровочной кривой, правильности и прецизионности 
при проведении полной и частичной валидаций, вместе 
с соответствующими критериями приемлемости.

ПРИМЕНЕНИЕ РАЗРАБОТАННОЙ МЕТОДИКИ

Разработанная и валидированная нами методика была 
успешно апробирована в двух исследованиях по изуче-
нию сравнительной фармакокинетики, биоэквивалентно-
сти, безопасности и переносимости препаратов, содер-
жащих семаглутид, – GP40331 и Вегови® в концентрациях 
0,68 мг/мл (доза 0,25 мг) и 3,2 мг/мл (доза 0,5 мг) у здоро-
вых добровольцев. 

В рамках двух проведенных фармакокинетических 
исследований было проанализировано более 3 400 об-
разцов от добровольцев. В каждом из фармакокинетиче-
ских исследований был проведен повторный выбороч-
ный анализ 5–10% образцов от добровольцев с целью 
определения сопоставимости результатов первичного 
и повторного анализов. Относительная погрешность ре-
зультатов анализов не превышала 20% не менее чем для 
85,29% и 90,44% проб, что соответствует требованиям 
нормативной документации и подтверждает воспроизво-
димость результатов. На рис. 3 приведены хроматограммы 
анализа образцов сыворотки крови добровольцев, прини-
мавших участие в данных исследованиях, после введения 
препарата в дозе 0,25 мг и в дозе 0,5 мг соответственно. 

 Таблица 3. Выборочные результаты проведения полной и частичной валидации
 Table 3. Selected results of full and partial validation

Валидационный  
параметр

Результат оценки параметра 
при полной валидации

Результат оценки параметра  
при частичной валидации Критерий  

приемлемостиАналитический диапазон:
1,00–200,00 нг/мл

Аналитический диапазон:
0,50–200,00 нг/мл

Аналитический диапазон:
1,00–800,00 нг/мл

Калибровочная  
кривая -14,70 % ≤ E ≤ 14,11 % -10,80 % ≤ E ≤  13,14 % -14,77 % ≤ E ≤  10,80 %

-15,00 % ≤ E ≤ 15,00 %;
-20,00 % ≤ E ≤ 20,00 %

(для НПКО)

Правильность  
внутри цикла -10,34 % ≤ E ≤ 14,10 % -3,95 % ≤ E ≤ 2,80 % -11,27 % ≤ E ≤  12,60 %

Правильность  
между циклами -6,76 % ≤ E ≤ 11,11 % -10,99 % ≤ E ≤  10,90 % -10,99 % ≤ E ≤  10,90 %

Прецизионность  
внутри цикла RSD ≤ 14,92 % RSD ≤ 10,36 % RSD ≤ 9,88 % RSD ≤ 15,00 %;

RSD ≤ 20,00 %
(для НПКО)Прецизионность 

между циклами RSD ≤ 13,42 % RSD ≤ 12,39 % RSD ≤ 12,39 %

 Рисунок 3. Хроматограммы образцов сыворотки крови добровольцев
 Figure 3. Chromatograms of volunteer’s blood serum samples

А – спустя 10 ч после введения препарата семаглутида в дозе 0,25 мг, В – спустя 96 ч после введения препарата семаглутида в дозе 0,5 мг

A B
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Результаты исследований фармакокинетики препара-
тов GP40331 и Вегови® в концентрациях 0,68 мг/мл (доза 
0,25 мг) и 3,2 мг/мл (доза 0,5 мг) у здоровых доброволь-
цев были опубликованы в отдельной работе [35].

ВЫВОДЫ

В ходе настоящего исследования была разработана 
и валидирована ВЭЖХ-МС/МС- методика для количествен-
ного определения семаглутида в сыворотке крови чело-
века. Валидация методики проводились в соответствии 
с требованиями нормативной документации по проведе-
нию исследований биоэквивалентности, действующими на 

территории Российской Федерации, а также с учетом меж-
дународных рекомендаций. Данная методика была успеш-
но применена в двух биоаналитических исследованиях 
по изучению биоэквивалентности препаратов GP40331 
(ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и Вегови® (Ново Нордиск А/С, 
Дания) в концентрациях 0,68 мг/мл и 3,2 мг/мл. Методика 
обеспечивает воспроизводимое количественное опреде-
ление семаглутида в сыворотке крови и может использо-
ваться для проведения фармакокинетических исследова-
ний других препаратов семаглутида. 
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