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The study was designed to compare the rate and extent of absorption of two enalapril tablets (10 mg), which has been

widely used for the treatment of hypertension. This bioequivalence study was conducted using a standard preparation as

reference and a generic as test in 24 male healthy volunteers. After an overnight fast, a single dose of the test or refer-

ence drugs were given with a washout period of 7 days. Heparinized blood samples were serially collected up to 10 hr.

Plasma enalapril concentrations were quantified using a validated LC-MS/MS method. The data obtained for each sub-

ject was evaluated for Cmax and AUC10hr with respect to 90% confidence interval for log-transformed data. The 90%

confidence intervals were log(0.9384)~log(1.1160) for AUC
10hr

 and log(0.9482)~log(1.1474) for C
max

. Thus, we con-

cluded that the test and reference formulation are bioequivalent in terms of rate and extent of absorption. 
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에날라프릴((S)-1-{N-[1-(ethoxycarbonyl)-3-phenylpropyl]-L-

alanyl}-L-proline)은 안지오텐신 전환효소(Angiotensin

converting enzyme, ACE) 억제제의 하나로 고혈압치료에 사

용 되고 있다. 체내에서는 주로 활성대사체인 에날라프릴라

트(enalaprilat)로 전환된 형태로 존재하며 모화합물과 함께

Renin-angiotensin-aldosterone mechanism에 작용하여 말초혈

관을 이완하여 혈압을 낮추는 작용을 하게 된다.1,2) 에날라프

릴 10 mg을 경구투여 했을 때 투여 후 약 1시간에 최고 혈

중농도 40~50 µg/ml에 이르게 되며, 에날라프릴은 일차소실

속도(반감기는 약 2시간)를 나타내는 반면 에날라프릴라트는

bi-exponential decay를 보여 분포기의 반감기는 약 2~6시간,

소실기 반감기는 약 36시간으로 알려져 있다3). 

혈장 중 에날라프릴의 약물농도 분석을 위한 방법으로는

경합성결합분석법(Competitive inhibitor binding assay,

IBA)5), 효소면역검사법(Enzyme-linked immunosorbent assay,

ELISA)6), 고속액체크로마토그래피법(High-performance liquid

chromatography, HPLC)7)이 사용되어 왔으며, 최근에는 액체

크로마토그래피와 연계된 질량분석기(tandem mass spectro

meter)를 사용한 분석법이 민감도와 정확성 등의 장점으로

인하여 널리 사용되고 있다8,9).

본 연구에서는 에날라프릴의 대조제제인 중외제약 ‘레니프

릴정 10 mg (enalapril 10 mg)’과 성분과 함량이 동일한 제제

인 삼남제약의 ‘에날라프릴정 10 mg (enalapril 10 mg)’을 건

강한 한국인 성인 지원자에게 2정씩 경구 투여하였다. 에날

라프릴의 혈중농도는 LC/MS/MS를 이용하여 분석하였고, 각

시간별로 얻어진 피험자들의 혈중약물농도 데이터로부터 산

출된 혈중농도시간곡선하면적(AUCt)과 최고혈중농도(Cmax)

등의 생체이용률 파라미터를 통계학적으로 검정하여 두 제제

의 생물학적 동등성 여부를 판정하였다.

실험 방법

시약 및 기기

시험에 사용된 시험약은 의약품임상시험관리기준 제 36조

및 37조의 규정에 따라 제조한 삼남제약의 ‘에날라프릴정

10 mg’ (제조번호 : 16265, 사용기간 : 2009.07.23)이고 대조

약은 식품의약품안전청으로부터 허가를 받아 중외제약에서
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시판하고 있는 ‘레니프릴정 10 mg’ (제조번호 : RDJ6AC, 사

용기한 : 2008.09.08)이었다. 에날라프릴 표준품은 삼남제약

으로부터 제공받았으며, 전처리에 필요한 메탄올 및 아세토

니트릴 등은 HPLC등급이었으며, 그 외 분석에 사용된 시약

들은 모두 특급시약을 사용하였다. 분석기기로는

HPLC(Agilent 1100 series HPLC system, Agilent, USA),

XTerra RP18 컬럼(3.5 µm, 2.1×50 mm, Waters), mass

spectrometer (API 4000 LC/MS/MS system, Applied

Biosystems, USA), integrator (Analyst® 1.4.1), 원심분리기

(Eppendorf centrifuge 5415D, eppendorf, USA) 및 Vortex

Mixer (Vortex-2 Genie, Scientific Industries)를 사용하였다. 

피험자 선정

본 연구에서 피험자는 경북대학교 의과대학 부속병원에서

실시한 건강진단 결과 정상인 경우에 한하여 선발하였다. 건

강진단 내용은 식품의약품안전청이 고시한 생물학적 동등성

시험기준4)에 근거하여 만 19~55세의 건강한 지원자를 공고

를 통하여 모집하였다. 피험자로 선정된 지원자들은 남자 24

명으로 평균체중은 69.1±7.6 kg, 키 175.0±5.2 cm 및 평균연

령 23.8±2.8세였다. 이들로부터 본 시험에 대한 동의서를 받

은 후 생물학적 동등성 시험을 실시하였다. 모든 지원자는

투약일 전 10일간 및 시험 기간에는 음주를 삼가고 타 약물

의 복용을 금하도록 하였으며 시험 전 3일부터는 커피 및

콜라 등 카페인을 함유하고 있는 음식의 섭취를 금하도록

하였다.

시험 전일 오후 8시부터 시험 당일 투약 후 4시간까지는

금식하였고 시험 기간 중에는 책임자의 감독하에 같은 식단

의 식사와 적당한 활동을 하게 하였다. 

약물 투여 및 채혈 

총 24명의 지원자를 군당 12인씩 임의로 A, B군으로 나

누고 제 I기 A군에는 대조약인 “레니프릴정 10 mg(에날라프

릴 10mg)”, B군에는 시험약인 “에날라프릴정 10 mg(에날라

프릴 10mg)”을 각각2정씩을 투여하였고, 제 II기에는 I 기와

반대로 투약하였다. 생물학적동등성시험 기준 제 18조 제 4

항 휴약기간의 산정기준에 따라 7일의 휴약 기간을 두었다.

채혈은 경북대학교 지역심상시험센터에서 투약 직전과 투약

후 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10 시간의 총

12시점에서 실시하였다. 약 5 ml의 혈액을 취한 후 헤파린이

처리된 튜브에 담아 3000rpm에서 10분간 원심분리 하여 혈

장을 분리하였고 분석시까지 -80oC에서 보관하였다. 

검량선 작성 및 혈장시료의 처리

에날라프릴 표준품을 메탄올에 녹여 농도를 1 mg/ml로 만

든 후 이 용액을 아세토니트릴로 계열 희석하여 검량선 농

도의 10배인　50, 200, 500, 1000, 2000, 500 (ng/ml)로 만

들었다. 이 용액을 공혈장 90 µl에 각각 10 µl씩 정확히 가하

여 에날라프릴의 혈장 중 농도가 각각 5, 20, 50, 100, 200,

500 (ng/ml) 농도가 되도록 혈장시료를 만들었다. 각각의 표

준혈장시료 100 µl에 라미프릴 (2 ng/ml, internal standard)

아세토니트릴 용액 300 µl을 가하여 제단백하고 30초간 교반

한 후 13,200 rpm으로 10분간 원심분리하여 상등액 100 µl

취하여 자동주입기용 바이알에 옮긴 후 3 µl를 주입하였다.

여기에서 얻은 내부 표준물질의 피이크 면적에 대한 에날라

프릴의 피이크 면적비로 검량선을 작성하였다. 분석법 검증

을 위해 하루에 실험을 5번 시행하여 일내 재현성을 구하고

연속하여 5일간 실험을 행하여 일간 재현성을 구하였다. 냉

동 보관했던 혈장시료는 실온에 방치하여 녹인 후 30초간 진

탕한 다음 100 µl를 취하여 튜브에 옮기고 검량선 작성 방법

과 동일한 방법으로 전처리한 후 LC/MS/MS에 주입하였다.

얻어진 크로마토그램으로부터 내부 표준물질의 피이크 면적

에 대한 에날라프릴의 피이크 면적비를 구하여 미리 작성한

검량선으로부터 혈장 중 에날라프릴의 농도를 구하였다. 

분석조건

전처리된 혈장 시료는 다음의 LC/MS/MS 조건에서 정량

하였다. 내부표준물질과 enalapril은 모두 electrospray

ionization positive mode (ESI +)에서 검출하였으며 각각의

mass transition은 enalapril (m/z) [M+H]+ : 377.2→234.1 및

ramipril (m/z) [M+H]+: 417.2→234.1였다. 에날라프릴과 라

미프릴의 검출 및 daughter ion 생성을 위한 조건은 각각

DP: 51 eV, EP: 10 eV, CE: 27 eV, CXP: 16 eV 및 DP:

71 eV, EP: 10 eV, CE: 31 eV, CXP: 16 eV였다. 분석용컬

럼으로는 XTerra RP18 column (3.5 µm, 2.1×50 mm, Waters)

을 사용하였고, 컬럼 오븐의 온도는 20oC였다. 이동상으로는

아세토니트릴: H2O (0.1 % formic acid) = 75:25 v/v혼합용

액을 사용하였고 유속 0.3 ml/min였다. 데이터 처리는

Applied Biosystems사의 Analyst® 1.4.1을 사용하였다. 

생물학적 동등성의 평가

생물학적 동등성 여부를 판정하기 위한 통계처리는 생물학

적 동등성시험 기준에 따라 혈장 중 약물농도-시간곡선으로

부터 산출한 AUCt및 Cmax 로 하였다. 각 피험자로부터 얻어

진 대조약과 시험약의 두 비교평가항목을 로그변환한 후 생

물학적동등성시험 통계처리용 프로그램 (K-BE test)을 이용

하여 분산분석을 실시하였다. 

결과 및 고찰 

분석법 검증

에날라프릴과 내부표준물질인 라미프릴의 피이크 유지시간

은 모두 0.5분이었고, 내인성물질 및 분석 과정 중에 가해진

시약에 의한 간섭은 없었다. 표준혈장시료로부터 구한 에날

라프릴의 검량선은 5~500 ng/ml 범위에서 양호한 직선성(r2
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= 0.9991±0.0010)을 나타내었으며, 분석법 검증을 위한 5,

50, 100 및 500 ng/ml의 농도에서 에날라프릴의 일내 및 일

간 정밀도(CV%)는 모두 6.1% 이내였고, 일내 및 일간 정확

도(%)는 97.0~101.3% 범위에 있었다 (Table 1). 이로부터 사

람 혈장 중 에날라프릴에 대한 LC/MS/MS분석법은 본 시험

에 이용될 수 있는 충분한 정밀성 및 정확성을 갖고 있음을

알 수 있다. 

혈장 중 enalapril의 농도 추이 및 생물학적 동등성의 평가

각 피험자의 AUC 값은 약물 투여 후 10시간까지의 각

피험자의 혈장 중 약물농도-시간 곡선들로부터 사다리꼴 공

식에 의해 구하였고, Cmax 는 각 피험자의 시간별 혈중약물

농도곡선으로부터 가장 높은 혈장농도를 사용하였다. 에날라

프릴의 대조약과 시험약 각 2 정을 피험자 24명에게 경구

투여한 후 일정시간마다 채혈하여 얻은 각 제제의 전체 피

험자에 대한 혈장 중 에날라프릴의 평균농도를 Fig. 1에 나타

내었다. 대조약 투여 후 약 0.8 시간에 Cmax 179.6±49.8 ng/

ml에 도달하였으며 0.7시간의 반감기를 나타내며 혈중에서 소

실되었다. 그림 1에 나타낸 바와 같이 두 제제의 시간별 혈중

농도 곡선은 겹쳤으며, 생물학적동등성 평가 기준인 AUC와

Cmax를 통계 처리한 결과 대조약에 대한 시험약의 평균치

차의 90% 신뢰구간이 각각 log(0.9384)~log(1.1160) 및

log(0.9482)~log(1.1474)로서 log(0.8)에서 log(1.25)이내에 들었

다 (Table 2). 

결     론

시험약인 ‘에날라프릴 10 mg’은 대조약인 ‘레니프릴정

10 mg’대하여 생물학적 동등성시험의 판단기준인 AUCt 및

Cmax항목에서 모두 규정 범위에 들어있으므로 두 제제는 생

물학적으로 동등하다고 판단하였다.
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Table 1. Precision and accuracy of the method for the
determination of enalapril in human plasma (n=5)

Concentration (ng/ml) Intra-day Inter-day

5
50
100
500

101.3±6.21 (6.1)2

100.0±2.0 (2.1)
97.8±4.4 (4.5)
98.0±4.3 (4.4)

97.6±5.0 (5.1)
99.7±5.0 (5.0)
97.0±1.8 (1.9)
97.8±1.7 (1.7)

1
 Accuracy (mean %±S.D.)
2 CV, coefficient of variance (%)

Fig. 1. Mean Plasma concentration-time profiles of Lenipril™

(reference drug: ●) and Enalapril™(test drug: ○) administration
to 24 volunteers. The Vertical bars represent the standard

deviation. 

Table 2. Statistics of bioequivalence analysis for log-
transformed AUC

t
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