
Обзор

10 2020, т. 69, №7ФармацияФармация

© Коллектив авторов, 2020

УДК 615.45.011.17.07

Определение генотоксичных примесей 

в фармацевтических субстанциях

О.В. Ананьина1, М.Д. Хорольский1, 2, 

Г.В. Раменская1, 2, Е.А. Жуков1, Н.В. Масленникова1

1Научный центр экспертизы средств медицинского применения Минздрава России, 

Российская Федерация, 127051, Москва, Петровский бульвар, д. 8, стр. 2;
2Первый Московский государственный медицинский университет 

им. И.М. Сеченова (Сеченовский Университет), 

Российская Федерация, 119991, Москва, Трубецкая, д. 8 стр. 2

https://doi.org/10.29296/25419218-2020-07-02

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ 

Ананьина Ольга Вячеславовна – старший лаборант лаборатории фармакопейного анализа Научного центра экспертизы 

средств медицинского применения (НЦЭСМП). Тел.: +7 (910) 602-32-78. E-mail: olga_ananina96@mail.ru 

Хорольский Михаил Дмитриевич – инженер-лаборант лаборатории биомедицинских клеточных НЦЭСМП, старший лабо-

рант кафедры фармацевтической и токсикологической химии им. А.П.Арзамасцева Сеченовского Университета. Тел.: +7 (916) 

422-56-85. E-mail: mkhorolski@gmail.com. ORCID: 0000-0001-8222-0805

Раменская Галина Владиславовна – директор Института Фармации им. А.П. Нелюбина Сеченовского Университета, 

заведующий кафедрой фармацевтической и токсикологической химии им. А.П. Арзамасцева Сеченовского университета, 

доктор фармацевтических нaук, профессор. Тел.: +7 (903) 593-39-23. E-mail: ramenskaia@mail.ru. ORCID: 0000-0001-8779-

3573

Жуков Евгений Андреевич – эксперт 1-й категории лаборатории фармакопейного анализа НЦЭСМП. Тел.: +7 (985) 159-48-

78. E-mail: zhukovea@expmed.ru. ORCID: 0000-0002-1030-0117

Масленникова Наталья Викторовна – начальник лаборатории фармакопейного анализа НЦЭСМП, кандидат фармацевти-

ческих наук. Тел.: +7 (903) 546-39-52. E-mail: tixux@mail.ru. ORCID: 0000-0002-7468-6127

РЕЗЮМЕ 

Рассмотрены подходы, применяемые к определению примесей, обладающих потенциальной генотоксичностью, в фарма-

цевтических субстанциях. Данный вид примесей обладает способностью нарушать структуру ДНК независимо от концентрации, 

попавшей в организм, а также склонностью к кумуляции в тканях и органах. Ввиду участившихся случаев обнаружения геноток-

сичных примесей в фармацевтических субстанциях изучены литературные источники, описывающие их определение в различ-

ных матрицах. По итогу проведенного исследования генотоксичные примеси разделены нами на 2 группы, исходя из их проис-

хождения. Для каждой группы определены наиболее часто используемые методы их идентификации. Сформулированы тенден-

ции развития определения генотоксичных примесей как аспекта контроля качества.
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При разработке методов контроля каче-
ства лекарственных средств (ЛС) наиболь-

шее внимание уделяется показателям безопасно-
сти. Отсутствие неблагоприятных и токсических 
явлений после приема является одним из важ-
нейших факторов оценки соотношения «польза/
риск» ЛС. Одной из возможных причин токсиче-
ских явлений ЛС являются технологические или 
родственные примеси – вещества, присутствую-
щие в препарате, но не являющиеся основными 
или вспомогательными веществами [1]. К техно-
логическим примесям относятся не вступившее 
в реакцию сырье для промышленного производ-
ства фармацевтической субстанции (ФС), побоч-
ные продукты реакции синтеза, используемые 
растворители, катализаторы. Родственными при-
месями считаются соединения, образующиеся в 
процессе деградации действующего вещества при 
хранении.

В процессе контроля качества ЛС проводят 
исследования с целью обнаружения, идентифи-
кации и квалификации примесей. Ведущим ру-
ководствами мира выделены перечни примесей 
особого класса опасности [2, 3] и введены испыта-
ния, обязательные к проведению при разработке 
новых ЛС. Так, например, для выявления и иден-
тификации родственных примесей в ФС и лекар-
ственных препаратах проводятся исследования 
стабильности (в т.ч. ускоренного старения), в ходе 
которых устанавливают срок годности ЛС [4]. Для 
определения и идентификации родственных при-
месей проводят контроль ФС на критических эта-
пах производства и устанавливают допустимый 
предел содержания примесей [5]. 

Новые примеси, которые обнаруживают-
ся при разработке ЛС, подлежат квалификации 
(определение биологической безопасности от-
дельного соединения) и контролю [6]. В ходе ква-
лификации примеси изучаются на предмет ток-
сичности и других свойств, устанавливаются 
пределы их допустимого содержания и потребле-
ния. Данные исследования являются дорогосто-
ящими и продолжительными, таким образом, 
пациенты, нуждающиеся в препарате, могут полу-
чить его с задержками или не получить вовсе. Ча-
сто примесь, способную оказывать токсический 
эффект, обнаруживают после продолжительного 
нахождения ЛС в обращении на фармацевтиче-
ском рынке. В таких случаях препарат отзывается 
до получения результатов переоценки токсично-
сти и нового расчета соотношения «польза/риск». 

Одним из наиболее опасных видов примесей 
принято считать примеси, обладающие потен-
циальной генотоксичностью (способностью ве-
ществ нарушать процессы репликации ДНК или 
нарушать ее структурную целостность) [7]. Осо-
бенность генотоксичных примесей заключает-
ся в их способности оказывать токсическое дей-
ствие на организм даже при попадании в очень 
низких концентрациях (ppm). Помимо этого, 
практически все вещества, проявляющие гено-
токсические свойства, способны к кумуляции в 
организме, что еще больше повышает их опас-
ность и требует особого подхода к исследованию 
препаратов, потенциально содержащих такие 
примеси [8]. 

Одним из примеров обнаружения новых ге-
нотоксических примесей в ЛС, длительное вре-
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SUMMARY

The paper considers the approaches applied to determine impurities having potential genotoxicity in the pharmaceutical substances. 

This type of impurities is able to disrupt the structure of DNA, regardless of their concentration entering the body, as well as to tend to 

accumulate in tissues and organs. In view of the fact that the cases of detecting genotoxic impurities in pharmaceutical substances have 

become frequent, the literature sources describing the determination of the impurities in various matrices have been studied. The results 

of the investigation could divide the genotoxic impurities into two groups, based on their origin. The most commonly used methods for 

their identification have been defined for each group. Trends in the determination of genotoxic impurities as an aspect of quality control 

have been formulated.
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мя находящихся в обращении, являются геноток-
сические примеси препаратов группы сартанов 
[9]. В июле 2018 г. организация Food and Drug 
Administration (FDA) разместила на сайте объяв-
ление об отзыве с рынка препаратов, содержа-
щих ФС валсартан отдельных производителей. 
Причиной данного решения послужила примесь 
н-нитрозодиметиламина (НДМА), обнаружен-
ная в количестве, превышающем допустимые 
нормы. При исследовании субстанции валсар-
тана по показателю «Остаточные органические 
растворители» исследователи обнаруживали на 
хроматограммах пик неидентифицируемого ве-
щества. После дополнительной идентификации 
выявленной примеси при помощи современных 
методов анализа (газохроматографическое опре-
деление – ГХ с масс-спектрометрическим детек-
тированием – МС при помощи ядерного магнит-
ного резонанса – ЯМР) установлено присутствие 
НДМА, которое, по классификации ICH, относит-
ся к веществам, обладающим потенциальной ге-
нотоксичностью [3]. Еще одним примером обна-
ружения генотоксических примесей является 
случай, произошедший в феврале 2019 г., когда 
FDA повторно обнаружила генотоксичную при-
месь N-нитрозо-N-метил-4-аминомасляной кис-
лоты (НМБА) в препарате, содержащем ФС ло-
зартан. Как и в случае с НДМА, были отозваны 
85 партий препарата производства компании 
Hetero Drugs (Индия) [10]. 

Принимая во внимание описанные случаи, 
невозможно отрицать актуальность проблемы из-
учения примесей, обладающих потенциальной 
генотоксичностью. Учитывая их высокую актив-
ность, способность к кумуляции, непредсказуе-
мость проявления токсичных эффектов, необ-
ходимо своевременно проводить мониторинг 
соединений, способных оказывать генотоксиче-
ский эффект; разработку и валидацию методик 
определения генотоксичных примесей; изучение 
проявления токсических эффектов, связанных с 
накоплением примесей в организме; пересмотр 
принятых ранее норм допустимого потребления 
примесей.

Целью данного обзора являлось изучение под-
ходов к определению в ФС примесей с потенци-
альной генотоксичностью. 

Невозможность определения безопасного 
уровня воздействия (концепция нулевого риска) 
генотоксичных примесей на организм и пони-
мание того, что полное устранение этих веществ 
из субстанции невозможно, привело к необхо-
димости реализации концепции приемлемого 

уровня риска. Данная концепция подразумева-
ет ежедневную оценку воздействия примесей на 
человека и установление порога, ниже которо-
го риск вредного воздействия очень мал. Исхо-
дя из этого, ведущей европейской организаци-
ей по контролю безопасности лекарственных 
препаратов (EMA) рекомендуется использовать 
подход, заключающийся в установлении пре-
дельной концентрации, исходя из ежедневно-
го потребления с использованием следующего 
уравнения [11]: 

ПДК (ppm) = ТТС (мкг/сут на 1 человека) / 
доза (г/сут),

где ПДК – предельно допустимая концентра-
ция, ТТС – порог токсикологической значимости 
(Threshold of Toxicological Concern).

Однако существуют примеси, обладающие 
настолько высокой токсичностью, что поступле-
ние в организм ниже порога токсикологической 
значимости будет связано с высокой вероятно-
стью значительного канцерогенного риска. Та-
кие соединения (N-нитрозо-, азокси- и афлаток-
синоподобные) должны исключаться из подхода 
«порог токсикологической значимости» [2] и под-
вергаться всесторонним исследованиям токсич-
ности. Позднее было разработано руководство 
ICH, регламентирующее нормы содержания и 
потребления генотоксичных примесей в новых 
ЛС [3]. 

Руководство FDA M7 [2] делит примеси на 
5 классов опасности согласно результатам ток-
сикологических исследований и предлагает не-
сколько подходов определения норм допустимого 
потребления исходя из особенностей каждого со-
единения – определение нормы допустимого по-
требления, основанной на специфической оцен-
ке соединения; оценка допустимого потребления, 
основанная на известных соединениях; установ-
ление допустимого потребления, основанного на 
LTL (Less than lifetime – потребление меньше сро-
ка жизни).

Подход, основанный на специфической оцен-
ке соединения, заключается в расчете силы и ве-
роятности генотоксичности соединений и ли-
нейной экстраполяции данных. В случае метода, 
основыванного на известных соединениях, ПДК 
могут быть скорректированы на основе оценки 
рисков конкретных соединений. Полученные ве-
личины могут быть скорректированы в меньшую 
сторону или ограничены по 0,5% содержанию от 
массы основного вещества. В случае с оценкой до-
пустимого потребления методом LTL приемлемая 
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кумулятивная доза умножается на 25 550 дней 
(средняя продолжительность жизни) и делится на 
время приема (в днях). Таким образом, мы полу-
чаем равномерное распределение генотоксично-
го вещества на каждый день воздействия. В слу-
чае перерыва при приеме препарата допустимая 
суточная доза должна основываться на общем ко-
личестве дней приема. 

В трехстороннем гармонизированном руко-
водстве ICH M7 [3] подходы к нормированию при-
месей полностью соответствуют таковым FDA. 

На данный момент опубликованы многочис-
ленные литературные данные [12–14], посвя-
щенной определению генотоксичных приме-
сей в ФС с помощью метода ГХ. Одной из таких 
публикаций является определение 5 примесей 
производных брома (метил, этил, изопропил, 
н-пропил, н-бутил) в комбинированной ФС валь-
проата натрия и вальпроевой кислоты. В про-
цессе синтеза вальпроата натрия и вальпроевой 
кислоты в качестве основного сырья использу-
ется n-пропилбромид, низшие и высшие гомо-
логи которого обнаруживаются в субстанции 
[15]. Данные примеси по классификации раз-
личных регуляторов попадают в категорию ве-
ществ с потенциальной генотоксичностью, что 
означает необходимость их нормирования как 
в лекарственных препаратах, так и в ФС. Ранее 
были разработаны хроматографические методи-
ки определения этих веществ в воздухе, коже и 
текстильной продукции [16, 17]. В исследовани-
ях применялись электронозахватный и пламен-
но-ионизационный детекторы, а определение 
проводилось по одной из указанных примесей. 
Применение МС-детектирования сделало осуще-
ствимым проведение одновременного анализа 
5 бромидных производных в ФС вальпроевой 
кислоты и вальпроата натрия. Согласно полу-
ченным данным, разработанные методики обла-
дают достаточной линейностью, правильностью 
и воспроизводимостью для использования в фар-
макопейном анализе [18].

Генотоксичные примеси могут образовы-
ваться при производстве самой ФС. Одним из 
описанных в литературе примеров являются 
примеси сульфоновых эфиров ароматических 
производных в ФС иматиниба мезилата. Проис-
хождение данной примеси объясняется исполь-
зованием в синтезе метансульфоновых кислот 
или метилсульфохлорида в качестве противо-
иона и дальнейшего использования этилового 
спирта как растворителя. В ходе многочислен-
ных исследований токсичности сульфоновых 

эфиров данные вещества определены как ге-
нотоксичные и канцерогенные, что повлек-
ло за собой нормирование этих примесей EMA 
и FDA [9, 2]. Установленный порог допустимо-
го потребления (1,5 мкг/сут) подразумевает низ-
кую концентрацию примеси в ФС, что в свою 
очередь является обоснованием разработки 
высокочувствительных методов ГХ МС для ее 
контроля [19]. Для повышения точности иден-
тификации и определения этих примесей раз-
работана методика, основанная на тандемном 
МС-детектировании. Использование данного ва-
рианта детекции позволяет увеличить показа-
тель чувствительности методики почти в 20 раз 
[20]. Селективность подхода позволяет обнару-
живать одновременно 9 примесей сульфоновых 
эфиров. Еще одним преимуществом является 
возможность устранения матричного эффекта, 
который оказывает существенное влияние на 
воспроизводимость и чувствительность методи-
ки и присутствует в анализе фармацевтических 
субстанций. Установлено, что наиболее распро-
страненным методами идентификации и коли-
чественного определения сульфоновых эфиров 
являются методы ГХ МС и ГХ ПИД [21]. 

При обобщении подходов к определению ге-
нотоксичных примесей, описанных в ICH M7, 
и методов определения остаточных растворите-
лей (см. таблицу) выявлено, что наиболее распро-
страненным методом определения генотоксич-
ных примесей в различных матрицах является 
ГХ МС. Данный факт объясняется тем, что ме-
тод ГХ в основном применяется для анализа ле-
тучих веществ с низкой молекулярной массой. 
К таким веществам относятся остаточные раство-
рители, которые также принято относить к ге-
нотоксичным примесям и нормировать их в ФС 
[22]. Нормы и методы анализа остаточных раство-
рителей описаны в мировых фармакопеях [23–
25], а общим руководством, классифицирующим 
остаточные органические растворители и уста-
навливающим нормы и пределы их допустимо-
го содержания в ЛС, является ICH Q3C_R6 [26]. 
В рутинном анализе остаточных растворителей 
используется пламенно ионизационный детек-
тор [27], однако данный детектор относится к не-
специфическим, чем уступает МС-способу детек-
тирования. Примеси н-нитрозодиметиламина и 
н-нитрозодиэтиламина, обнаруженные в ФС вал-
сартана, относятся к органическим раствори-
телям, применяемым в процессе синтеза ФС, и 
определяются с помощью метода ГХ МС [28] (см. 
таблицу). 
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Следует отметить, что все описанные веще-
ства относятся к примесям синтеза. Родственные 
примеси, имеющие сходную с препаратом струк-
туру, чаще всего являются нелетучими соедине-
ниями с высокой молекулярной массой. В частно-
сти, в публикации, посвященной обнаружению 
и квалификации неизвестных примесей распа-
да лингалиптина, описано, что установленные 
примеси содержат сигналы N-ацилированного 
аминоарила и алкилгалогенида, которые, в свою 
очередь, являются веществами с потенциальной 
генотоксичностью. Разработана и валидирована 
методика ультра-ВЭЖХ с применением различ-
ных вариантов детектирования (МС, МС/МС) для 
обнаружения указанных примесей [29]. 

Одна и та же ФС может содержать в себе од-
новременно и родственные примеси и приме-
си синтеза, например, ФС иматиниба мезилата 
(описанная выше), зипраcидона и золмитрип-
тана. При исследовании примесей в субстан-
ции зипрасидона проводилась разработка ме-
тодики ультра-ВЭЖХ в сочетании с тандемной 

масс-спектрометрией МС/
МС для химической харак-
теризации неизвестного ве-
щества, появляющегося при 
разложении [30]. Существу-
ют данные, описывающие 
разработку методики опре-
деления и количественной 
оценки одновременно четы-
рех примесей, обладающих 
потенциальной генотоксич-
ностью в ФС золмитриптана 
методом ультра-ВЭЖХ-МС/
МС [31].

Можно выделить 2 ме-
тода анализа, используемых 
при определении геноток-
сических примесей в ФС: ГХ 
МС и ультра-ВЭЖХ-МС. Ис-
пользование конкретного 
метода определяется струк-
турой самой примеси. Наи-
более распространенным и 
востребованным является 
метод ГХ МС. Это является 
следствием большого коли-
чества случаев определения 
примесей синтеза, которые 
в свою очередь являются рас-
творителями или легколе-
тучими веществами, обла-

дающими низкой молекулярной массой. Метод 
ультра-ВЭЖХ-МС в большинстве случаев приме-
няется для определения родственных примесей, 
зачастую нелетучих и обладающих большей, не-
жели требуется для анализа методом ГХ, молеку-
лярной массой. 

На данный момент ведущие мировые орга-
низации начинают внедрение в рутинный фар-
мацевтический анализ метода тандемной масс-
спектрометрии [32]. Примером этого служат 
разработанные методики определения пяти при-
месей нитрозопроизводных в препаратах и ФС 
валсартана [33].

Заключение
Таким образом, для улучшения качества пре-

парата, обеспечения безопасности потребителя и 
сохранения тенденции развития контроля каче-
ства необходимо усовершенствование подходов 
контроля качества к определению примесей с по-
тенциальной генотоксичностью, которое на дан-
ный момент состоит в повышении чувствитель-

Методы определения генотоксичных примесей 
в фармацевтических субстанциях

Methods for the determination of genotoxic impurities 
in pharmaceutical substances

Название
Структурная 

формула
Метод 

исследования
Источник

Производные брома ГХ МС [15]

Сульфоновые эфиры

ГХ МС, ГХ ПИД [18]

N-нитрозопроизводные
ГХ МС/МС [31, 32]

Алкилгалогениды ВЭЖХ МС [27]

N-ацилированный 
аминоарил

ВЭЖХ МС [27]

Остаточные 
растворители

С2H3N, 

ГХ [22–25]

Примечание. ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография.
Note. HPLC – high performance liquid chromatography.
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ности и селективности применяемых для анализа 
методов. Необходимо развивать новые высоко-
чувствительные и селективные методы анали-
за сложных объектов. Перспективами данного 
направления является внедрение и популяриза-
ция методик с использованием тандемной масс-
спектрометрии. 

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России № 056-
00154-19-00 на проведение прикладных научных ис-
следований (номер государственного учета НИР 
AAAA-A18-118021590049-0).
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