
методики исследования 
TEsTInG pROcEDUREs 

77Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 1

TESTING PROCEDURES

УДК 615.07:576.08
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2022-398
Оригинальная статья | Original article

Опыт проведения валидации in vitro 
методики оценки инсулинозависимого 
захвата глюкозы

 Закрытое акционерное общество «Фарм-Холдинг», 
ул. Связи, д. 34а, Санкт-Петербург, пос. Стрельна, 198515,  
Российская Федерация

	 Афанасьева Алина Николаевна; Alina.Afanaseva@geropharm.com

Согласно требованиям нормативных документов, как российских, так и между-
народных, методики, применяющиеся при исследовании биоэквивалентности, 
сопоставимости показателей качества биотехнологических (биологических) пре-
паратов, выпускающем контроле качества лекарственных препаратов и прочих 
не менее важных in vitro исследованиях, должны быть валидированы. Для этих 
исследований in vitro используют тесты на связывание молекулы с рецептором 
и на биологическую активность препаратов. Однако в настоящее время не суще-
ствует единого подхода к валидации биоаналитических методик in vitro, не свя-
занных с определением концентрации действующего вещества в биологических 
жидкостях. Цель работы: валидировать методику оценки инсулинозависимого 
захвата глюкозы и доказать пригодность набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP для опре-
деления глюкозы в культуральной среде. Материалы и методы: в исследовании 
использовали препараты производства ОАО «ГЕРОФАРМ» РинФаст® и плацебо 
к инсулину аспарт, клеточную линию миобластов крысы L6J1, набор ГЛЮКОЗА 
GOD-PAP для определения концентрации глюкозы. Исследование проводили 
на дифференцированных клетках, которые культивировали в течение 7 сут. Для 
дифференцировки L6J1 использовали питательную среду DMEM с содержанием 
глюкозы 4,5 г/л и 2% сыворотки лошадиной. Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили с использованием программного обеспечения Prism 9. 
Результаты: продемонстрированы показатели специфичности методики; в мак-
симальной концентрации препарат отличается от плацебо в 4 раза по остаточ-
ному уровню глюкозы в культуральной среде. Определена прецизионность мето-
дики: сходимость составила 4–9%, внутрилабораторная прецизионность 11–16%. 
Коэффициент вариации устойчивости методики составил 14% в 4 независимых 
экспериментах в 9 аналитических сериях. Проведено сравнение инсулиновых 
продуктов (инсулин аспарт и генно-инженерный инсулин человека), для которых 
показатели концентрации полумаксимального ингибирования (IC50) различались 
в 1,5 раза. Для набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP коэффициент детерминации линейной 
регрессии составил 0,9983; чувствительность — 1 ммоль/л, диапазон правильно-
сти — 95–107%. Выводы: можно утверждать, что методика является специфичной, 
высокопрецизионной и устойчивой для проведения оценки инсулинозависимого 
захвата глюкозы с использованием клеточной линии миобластов крысы L6J1 в ка-
честве тест-системы и является пригодной для детектирования биологической 
активности препаратов инсулина в in vitro исследованиях.

Ключевые слова: валидация биоаналитических методик in vitro; клеточная линия миобластов крысы 
L6J1; метаболическая активность; биологическая активность; инсулин; определение глюкозы в клеточной 
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Russian and international regulatory documents require that analytical procedures 
for establishing bioequivalence and comparability of quality attributes of biotech-
nological (biological) products, carrying out batch release of medicinal products, 
and conducting other equally important in vitro studies must be validated. These 
in vitro studies include molecule–receptor binding and product bioactivity assays. 
However, at present, there is no single approach to validation of in vitro bioanaly-
tical methods not involving the determination of active ingredient concentrations 
in biological fluids. The aim of the work was to validate a procedure for assessing 
insulin-dependent glucose uptake and demonstrate the suitability of GOD-PAP 
GLUCOSE kits for glucose determination in culture media. Materials and methods: 
The study used RinFast® insulin aspart by Geropharm, Russia; a placebo for insulin 
aspart; the L6J1 rat myogenic cell line; and a GOD-PAP GLUCOSE kit for quanti-
tative determination of glucose. The study was carried out on differentiated cells 
cultured for 7 days. To encourage L6J1 differentiation, the authors used DMEM 
with 4.5 g/L glucose and 2% horse serum. The statistical analysis of results was 
performed using Prism 9. Results: The study demonstrated the analytical proced-
ure’s specificity, as the concentration of residual glucose in the culture medium  
observed with the placebo was 4 times higher than that with the maximum 
concentration of the medicinal product. The determination of precision showed 
the repeatability of 4–9% and the intralaboratory precision of 11–16%. The coef-
ficient of variation for robustness amounted to 14% in 4 independent exper-
iments comprising a total of 9 analytical runs. The authors compared insulin 
products (the insulin aspart and a genetically engineered human insulin), and 
the half-maximal inhibitory concentration (IC50) values differed by 1.5 times. For 
the GOD-PAP GLUCOSE kit, the linear regression coefficient of determination 
was 0.9983, the sensitivity amounted to 1 mmol/L , and the accuracy ranged 
between 95% and 107%. Conclusions: the procedure using L6J1 rat myoblasts as 
a test system may be considered specific, highly precise, and robust in assessing 
insulin-dependent glucose uptake and suitable for detecting biological activity 
of insulin preparations in vitro.

Key words: validation of in vitro bioanalytical methods; L6J1 rat myogenic cell line; metabolic activity; biological 
activity; insulin; determination of glucose in cell culture media; insulin-dependent glucose uptake
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Введение
Валидация биоаналитической методики  — 
это экспериментальное доказательство того, 
что методика пригодна для решения предпо-
лагаемых задач. Соблюдение принципов вали-
дации обеспечивает надежность данных, по-
лучаемых в процессе разработки и экспертизы 

качества лекарственных препаратов на рынке 
как химических, так и биологических препара-
тов1. Подходы к валидации биоаналитических 
и химических методик различаются. В руко-
водствах Европейского агентства по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, 
EMA) по валидации биоаналитических  
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методик2 описаны пути разработки и валидации 
методик количественного определения дей-
ствующего вещества в биологической жидкости 
(матрице) (например, методик иммунофермент-
ного анализа), однако отсутствуют прямые ука-
зания на возможность трансфера этого метода 
для валидации методик определения биологи-
ческой/метаболической/митогенной активности 
препарата in vitro.

В методике оценки инсулинозависимого захвата 
глюкозы используется миогенная линия клеток 
L6J1 — субклон материнской линии L6, которую 
выделил Д. Яффе из первичных культур мышц 
бедра крысы [1]. При смене богатой сывороткой 
среды на бедную миобласты L6J1 дифферен-
цируются  — клетки сливаются с образовани-
ем многоядерных миотубул, представляющих 
собой in vitro модель поперечнополосатой му-
скулатуры. Дифференцировка определяется 
по изменению морфологии клеток: появляются 
видимые мышечные волокна, мультиядерные 
клетки, при этом возникает способность экс-
прессировать переносчик глюкозы GLUT4 [2–4]. 
В обычных условиях при низкой концентрации 
инсулина большинство молекул GLUT4 отде-
лены от цитоплазматической мембраны в виде 
внутриклеточных везикул, но посредством 
внутриклеточной каскадной реакции инсулин 
стимулирует транслокацию (перемещение) бел-
ков  — переносчиков глюкозы к цитоплазмати-
ческой мембране, где они закрепляются, обра-
зуя комплексы [5–8]. Наиболее важным среди 
механизмов влияния инсулина на метаболизм 
глюкозы является регуляция активности транс-
портера GLUT4 и, следовательно, поглощения 
глюкозы [9]. Перечисленные эффекты позволя-
ют использовать дифференцированные клетки 
линии L6J1 в качестве тест-системы для оценки 
активности инсулиновых продуктов.

Точное определение концентрации глюкозы 
на клеточном уровне затруднительно по причи-
не экономической неэффективности методов 
(в  том числе сложностей манипуляций с кле-
точной линией, необходимости оснащения до-
рогостоящим оборудованием и пр.). В настоя-
щем исследовании рассматривается способ 
определения аналита глюкозооксидазным 
(GOx) методом. Метод основан на окислении 
глюкозы в присутствии глюкозооксидазы с об-
разованием эквимолярного количества перок-
сида водорода, которая, в свою очередь, в при-
сутствии пероксидазы окисляет детектируемое 
вещество (хромоген) [10, 11].

Цель работы  — валидация методики оцен-
ки инсулинозависимого захвата глюкозы 
на дифференцированных миоцитах крысы ли-
нии L6J1 в качестве тест-системы и оценка при-
годности набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP для опре-
деления глюкозы в культуральной среде.

Материалы и методы
Исследуемая методика оценки инсулинозави-
симого захвата глюкозы состоит из двух этапов: 
in vitro стимуляция инсулинозависимой клеточной 
культуры и определение концентрации глюкозы 
в культуральной жидкости с помощью коммерче-
ского набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP (НПФ «Абрис+»). 
Выбор набора реагентов для определения кон-
центрации глюкозы в культуральной среде обу-
словлен оптимальным соотношением цена/
качество, доступностью для приобретения 
на территории России, а также достаточной ста-
бильностью реагентов, входящих в его состав.

Культура клеток. В исследовании использовали 
клеточную линию скелетной мышцы крысы суб-
линии L6J1 (Российская коллекция клеточных 
культур Института цитологии РАН. Коллекция 
культур клеток позвоночных). Для рутинного 
культивирования использовали полную пита-
тельную среду DMEM с феноловым красным 
и содержанием глюкозы 4,5 г/л (25 ммоль/л) 
(ООО  «БиолоТ», арт. 1.3.5) в присутствии 10% 
эмбриональной бычьей сыворотки, далее FBS 
(Capricorn Scientific, арт. FBS-11A). В эксперимен-
те использовали клетки до 20 пассажа с под-
твержденным отсутствием микоплазмы.

Дифференцировка клеточной линии. Для диф-
ференцировки культуру L6J1 рассевали в сте-
рильные 96-луночные планшеты в питательной 
среде DMEM с содержанием глюкозы 4,5 г/л 
(25 ммоль/л) с добавлением 2% лошадиной сыво-
ротки (ООО «БиолоТ», арт. 1.1.5.2) и смеси анти-
биотиков пенициллин G — 50000 ед./фл., стреп-
томицин — 50 мкг/фл. (ООО «БиолоТ», арт. 1.3.18). 
Клетки культивировали при 37 °C в атмосфере 
5% CO2 в течение 7 сут. Изменения морфологии 
клеток линии L6J1 в процессе дифференциров-
ки фиксировали с помощью флуоресцентного 
микроскопа Evos® FL (Life Technologies) (рис. 1).

Стимуляция препаратами. В исследовании 
были протестированы препараты производства 
ОАО «ГЕРОФАРМ» РинФаст®, плацебо к инсу-
лину аспарт (данный препарат не содержал 
действующего вещества (инсулин аспарт), со-
став вспомогательных веществ был аналогичен  

2 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2**. EMA; 2011.
 ICH Guideline M10 on bioanalytical method validation. EMA; 2019.
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лекарственному препарату) и раствор инсули-
на человека для культур клеток (Sigma-Aldrich, 
кат. № I9278), который представляет собой ген-
но-инженерный инсулин человека. Образцы 
тестировали в 8  концентрационных точках: 
1; 10; 50; 100; 250; 400; 800; 1600; 2500 нМ, 
тест на специфичность методики выполняли 
с использованием растворов с концентрация-
ми 0,01; 0,1; 1; 10; 50; 250; 500; 2000; 5000 нМ, 
что не противоречит критериям оценки, так 
как проводили сравнение внутри одной ана-
литической серии двух разных препаратов. 
При проведении экспериментов с плацебо 
использовали растворы с разведениями, со-
ответствующими аналогичным разведениям 
готовой лекарственной формы.

Внесение объектов испытания в среду с содер-
жанием глюкозы 25 ммоль/л проводили на 7 сут 
с момента начала эксперимента в дифференци-
рованные клетки. После чего клетки инкубиро-
вали с исследуемыми объектами в течение 3 сут 
в СО2-инкубаторе при температуре 37  °C в ат-
мосфере 5% CO2. Определение уровня глюкозы 
проводили на 10 сут с момента начала экспери-
мента.

Определение концентрации глюкозы проводили 
в клеточной культуральной среде после инкуба-
ции с препаратом при помощи коммерчески до-
ступного набора реагентов ГЛЮКОЗА GOD-PAP 
(НПФ «Абрис+», кат. № 304.3.250) путем опреде-
ления оптической плотности (ОП) на мультимо-
дальном микропланшетном ридере CLARIOstar 
(BMG Labtech) при длине волны 504 нм.

Во все лунки полистиролового 96-луночного 
планшета вносили по 250 мкл ферментативного 

буферного раствора, содержащего 15000  МЕ/л 
глюкозооксидазы и 1000  МЕ/л пероксидазы, 
а также по 2,5  мкл образцов, калибровочных 
проб и нулевой пробы. Инкубировали 15 мин 
при 37 °C при 250 об./мин на планшетном шей-
кере ELMI Skyline ST-3L (ELMI Itd.).

Для оценки линейности и чувствительности 
определения глюкозы в качестве образца глю-
козы использовали калибраторы, приготовлен-
ные из реагента «глюкоза безводная» (не  ме-
нее 99,5%, АО «ЛенРеактив», кат. №  040668) 
с концентрацией 1; 2; 3; 4; 5; 10; 15; 20; 25 
и 30  ммоль/л. В качестве образцов контроля 
качества использовали калибратор набора, со-
держание глюкозы 5,5 ммоль/л.

Валидационные параметры. Критерии валида-
ции были подобраны согласно Государственной 
фармакопее Российской Федерации, реко-
мендациям Международного совета по гармо- 
низации технических требований к лекарствен-
ным средствам для медицинского примене-
ния (International Council for Harmonisation of 
Technical Requirements for Pharmaceuticals for 
Human Use, ICH) и EMA. Процедура валидации 
включала оценку специфичности методики, 
устойчивости и прецизионности, в качестве до-
полнительной характеризации был проведен 
тест на различение инсулиновых продуктов. 
Проведена оценка линейности, чувствительно-
сти, правильности и прецизионности при ис-
пользовании набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP.

Для оценки специфичности рассмотрен от-
вет дифференцированных клеток линии 
L6J1 на стимуляцию растворами РинФаст® и пла-
цебо препарата РинФаст® в соответствующих 

Рис. 1. Морфология клеток линии L6J1. a — миобласты скелетной мускулатуры крысы, недифференцированное состояние; 
b — миоциты, дифференцированная культура, наблюдаются миотубулы, in vitro модель поперечнополосатой мускулатуры

Fig. 1. L6J1 cell morphology: undifferentiated rat skeletal myoblasts (a) and a differentiated myocyte culture with visible myotubes, 
an in vitro model of striated muscles (b)

ba
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концентрациях. Критерием приемлемости ме-
тодики было установлено отличие не менее 
чем в 2  раза по остаточному уровню глюкозы 
в культуральной среде в максимальной концен-
трации препарата.

Прецизионность оценивали по показате-
лям сходимости и внутрилабораторной пре-
цизионности. Для определения сходимости 
проанализированы результаты, полученные 
при одних и тех же условиях, в течение коротко-
го промежутка времени: анализ проводил один 
исполнитель, используя одни и те же реактивы 
и оборудование, в один день в нескольких по-
вторностях. В качестве критерия приемлемости 
был принят коэффициент вариации (CV) ≤ 20%. 
Внутрилабораторную прецизионность оцени-
вали по результатам, полученным при проведе-
нии теста разными исполнителями либо одним 
исполнителем в разные дни. Описанный подход 
позволил оценить как общую внутрилабора-
торную прецизионность методики, так и меж-
дневную прецизионность и прецизионность 
при смене исполнителя, а также степень влия-
ния каждого из двух факторов. Критерием при-
емлемости для параметра внутрилабораторной 
прецизионности был принят CV ≤ 20%.

Оценку устойчивости ответа тест-системы про-
водили по совокупности результатов, полу-
ченных при изменении условий проведения 
эксперимента. Характеристикой близости неза-
висимых результатов индивидуальных испыта-
ний, полученных в установленных, но не иден-
тичных условиях, являлся критерий CV ≤ 25%.

Линейность и чувствительность определе-
ния глюкозы в клеточной культуральной сре-
де оценивали для диапазона концентраций 
1,0–30,0 ммоль/л, данный диапазон был указан 
как линейный в инструкции к набору. Линейность 
сохраняется для не менее четырех ненулевых 
калибровочных точек в диапазоне концентра-
ций (1,0–30,0) ± 15% ммоль/л, для верхнего 
и нижнего предела количественного определе-
ния (ВПКО и НПКО) ± 20%. Критерием приемле-
мости для параметра чувствительности является 
CV ≤ 20% для точек с минимальной концентра-
цией. Критерий приемлемости для параметра 
правильности: полученное значение должно со-
ставлять 85–115% (80–120% для НПКО) от номи-
нальной концентрации.

Статистическая обработка данных. Анализ 
данных проводили, используя программное 
обеспечение MARS Data Analysis Software 
3.01 R2 для мультимодального микроплан-
шетного ридера CLARIOstar®. Концентрацию 

раствора глюкозы определяли по калибровоч-
ному графику зависимости ОП от концентра-
ции раствора глюкозы в диапазоне концентра-
ций, соответствующем критериям линейности 
и чувствительности методики. Статистическую 
обработку полученных результатов проводили 
с использованием программного обеспечения 
Prism  9 (GraphPad Software). Данные нормиро-
вали, за 100% принимали уровень глюкозы 
в клеточной культуральной среде без внесе-
ния исследуемых препаратов, за 0%  — уро-
вень глюкозы в клеточной культуральной сре-
де с максимальной концентрацией инсулина. 
Концентрация глюкозы в культуральной среде 
соответствовала линейному диапазону мето-
дики 1–25  ммоль/л. По полученным данным 
строили пятипараметрическую кривую зависи-
мости концентрации глюкозы (Х ) в среде от кон-
центрации препарата для подсчета величины 
полумаксимального ингибирования IC50 (кон-
центрация инсулина, при которой достигается 
50% снижения концентрации глюкозы в среде). 
Для полученных данных рассчитаны средние 
арифметические значения и соответствующие 
стандартные отклонения (SD).

Результаты и обсуждение
Специфичность тест-системы, используемой 
в биоаналитической методике, определяется 
возможностью с ее помощью достоверно отли-
чать действующее вещество от примесных со-
единений, продуктов его деградации и вспомо-
гательных веществ.

В рамках проведенной валидации проанализи-
ровали ответ клеточной линии L6J1 на стиму-
ляцию растворами РинФаст® и плацебо препа-
рата РинФаст® (рис. 2, табл. 1). При внесении 
в среду препарата РинФаст® уровень глюкозы 
снижается до 22,2–24,1% от исходного уровня, 
что свидетельствует о стимуляции захвата глю-
козы клетками. Содержание глюкозы в образце 
при внесении плацебо РинФаст® в максималь-
ной концентрации не изменилось, что свиде-
тельствует о сохранении глюкозы в среде в неиз-
менном виде, а следовательно, об отсутствии 
захвата глюкозы клеткой. Незначительное сни-
жение количества глюкозы (до 82,6% от началь-
ного) в образцах, содержащих раствор плацебо 
РинФаст® в низких концентрациях, может быть 
связано с вариабельностью методики или, воз-
можно, с действием входящих в состав плацебо 
вспомогательных веществ.

Различия между максимальным и минимальным 
показателем содержания глюкозы в раство-
рах, содержащих плацебо РинФаст®, составили 
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17,4%, в то время как в растворах РинФаст®  — 
77,8%. Таким образом, методику можно считать 
специфичной по критерию приемлемости: кон-
центрация глюкозы в образцах, содержащих 
препарат РинФаст® и плацебо РинФаст® в кон-
центрации 5 мкМ, отличается более чем в 4 раза.

Прецизионность характеризует степень близо-
сти результатов индивидуальных независимых 
испытаний, полученных в конкретных установ-
ленных условиях. Эта характеристика зависит 
от случайных факторов и выражается величиной 
стандартного отклонения  — коэффициентом 

вариации. Экстремальные показатели преци-
зионности — сходимость и воспроизводимость. 
Во всех экспериментах для стимуляции захвата 
глюкозы использовали РинФаст® в диапазоне 
концентраций 0–2500 нМ. Оценку прецизионно-
сти методики проводили по значению IC50.

Сходимость (повторяемость, межпланшетная 
вариабельность) характеризует степень согла-
сованности результатов измерений, полученных 
одним и тем же методом на идентичных объектах 
испытаний, в одной и той же лаборатории, од-
ним и тем же исследователем, с использованием 

Таблица 1. Оценка специфичности ответа клеточной линии L6J1 на введение РинФаст® и плацебо РинФаст®

Table 1. Evaluation of the specificity of L6J1 cell line responses to RinFast® and its placebo

Концентрация 
препаратов, нМ

Product  
сoncentration, nM

РинФаст®
RinFast® 

Плацебо РинФаст®
RinFast® placebo

Остаток глюкозы в среде
Residual glucose in the medium 

(X ± SD), ммоль/л
(X— ± SD), mmol/L

Нормированные 
данные, %

Normalised data, %

(X ± SD), ммоль/л
(X— ± SD), mmol/L

Нормированные 
данные, %

Normalised data, %

0 16,2 ± 0,7 100 16,6 ± 1 100

0,01 16,5 ± 0,4 99,7 17 ± 0,6 83,4

0,1 16,5 ± 0,5 99,8 16,9 ± 0,6 82,6

1 16,5 ± 0,7 100 17,1 ± 0,5 83,8

10 15,8 ± 0,4 95,3 16,9 ± 1 82,9

50 13,8 ± 0,6 83,4 17,7 ± 0,4 86,7

250 10,4 ± 0,7 63,1 17,7 ± 0,7 86,5

500 7,7 ± 0,4 46,5 18,2 ± 0,6 89,0

2 000 3,7 ± 0,4 22,2 19,5 ± 0,5 95,5

5 000 4,0 ± 0,3 24,1 20,4 ± 1 100

Примечание. Концентрация глюкозы представлена в виде средних значений (X) в 8 повторностях.
Note. Glucose concentrations are presented as mean values (X) for 8 replicates.
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Рис. 2. Специфичность ответа клеточной линии L6J1. Зависимость концентрации глюкозы в среде от концентрации исследу-
емых препаратов, нормированные данные представлены в виде X ± SD

Fig. 2. Specificity of the L6J1 cell line response. Glucose concentrations in the medium are plotted as a function of test product and 
placebo concentrations; normalised data are presented as X ± SD
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одного и того же оборудования, в пределах ко-
роткого промежутка времени.

В рамках проведенной валидации была оцене-
на межпланшетная сходимость по результатам 
5 независимых тестов (табл. 2). Сходимость 
методики оценки инсулинозависимого захвата 
глюкозы клетками линии L6J1 по результатам 
независимых испытаний составила от 4 до 9%, 
что удовлетворяет критериям приемлемости.

Внутрилабораторная прецизионность оцени-
вается в условиях работы одной лаборатории 
с изменением условий проведения экспери-
мента. В рамках валидации проанализировали 
внутрилабораторную прецизионность методики 
оценки инсулинозависимого захвата глюкозы 
клетками линии L6J1 с изменением двух ключе-
вых условий проведений анализа: день поста-
новки эксперимента и исполнитель (табл.  3, 4). 
Внутрилабораторная прецизионность состав-
ляет 11–16%, больший вклад в разброс данных 
вносит смена исполнителя.

Устойчивость (робастность) валидируемой ме-
тодики — способность сохранять установленные 
в оптимальных (номинальных) условиях харак-
теристики при вероятных небольших изменени-
ях условий проведения анализа. Устойчивость 
методики определения инсулинозависимого 
захвата глюкозы на тест-системе дифферен-
цированных миоцитов линии клеток крысы 
L6J1 оценивали в 4  независимых эксперимен-
тах, проводившихся в 2 различных временных 
периодах с участием 3 исполнителей (9 полных 
аналитических серий). В каждом тесте меняли 
номер пассажа, степень конфлюэнтности клеток 
линии L6J1 и конфлюэнтность клеток перед рас-
севом: использованы пассажи от 1 до 15 с кон-
флюэнтностью клеток 80–100%. Во всех экс-
периментах для стимуляции захвата глюкозы 
использовали РинФаст® в диапазоне концен-
траций 0–2500 нМ. Оценку устойчивости прово-
дили по значению IC50 (рис. 3, табл. 5).

По результатам четырех независимых экспери-
ментов коэффициент вариации для методики 

Таблица 2. Оценка сходимости методики определения инсулинозависимого захвата глюкозы с использованием тест системы L6J1

Table 2. Evaluation of the repeatability of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake in the L6J1 test system

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

1 3

246,3

255,7 4266,5

254,3

1 2
331,5

311,3 9
291,1

Примечание. n — количество проведенных тестов (количество проанализированных планшетов) внутри одной аналитической 
серии. Для каждого теста (планшета) значение IC50 рассчитывалось по массиву из 8 повторностей для каждой точки концен-
трации.
Note. n — number of tests performed (plates analysed) within one analytical run. The IC50 value for each test (plate) was calculated from 
8 replicates for each concentration point.

Таблица 3. Оценка внутрилабораторной прецизионности (разные дни) методики определения инсулинозависимого захвата глю-
козы с использованием тест системы L6J1

Table 3. Evaluation of the intralaboratory precision (different days) of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake in 
the L6J1 test system

Дата проведенного исследования
Testing date n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

25.02.2020–06.03.2020 1 265,7

275,9 11
10.03.2020–20.03.2020 3

246,3

266,5

254,3

17.03.2020–27.03.2020 2
331,5

291,1

Примечание. n  — количество проведенных тестов (проанализированных планшетов) внутри одной аналитической серии. 
Для каждого теста (планшета) значение IC50 рассчитывали по массиву из 8 повторностей для каждой точки концентрации.
Note. n—number of tests performed (plates analysed) within one analytical run. The IC50 value for each test (plate) was calculated from 
8 replicates for each concentration point.
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оценки инсулинозависимого захвата глюкозы 
с использованием клеточной линии L6J1 в каче-
стве тест-системы составляет 14%, что отвечает 
критериям устойчивости методики.

Различение инсулиновых продуктов. Проведен 
эксперимент, подтверждающий возможность 
различать инсулиновые продукты, отличающи-
еся модификацией молекулы, с помощью ва-
лидируемой методики оценки инсулинозависи-
мого захвата глюкозы. Стимуляцию проводили 
растворами РинФаст® и препарата генно-инже-
нерного инсулина человека для культур клеток 
в диапазоне концентраций 0–2500 нМ в трех 
аналитических сериях. Результаты оценивали 
по значению IC50 (рис. 4, табл. 6).

Ответ тест-системы дифференцированных 
миоцитов линии L6J1 позволяет специфично 

различать инсулиновые продукты, что делает 
методику применимой для оценки биологиче-
ской активности препаратов инсулина.

При проведении валидации методики опреде-
ления инсулинозависимого захвата глюкозы 
была доказана специфичность, прецизионность 
и устойчивость клеточной линии L6J1 в качестве 
тест-системы, методика является пригодной 
для детектирования биологической активности 
препаратов инсулина в исследованиях in vitro.

Линейность методики была оценена во всем 
исследуемом диапазоне концентраций (рис. 5, 
табл. 7). Коэффициент детерминации для полу-
ченной зависимости ОП от концентрации глю-
козы составил 0,9983. Калибровочную кривую 
можно считать линейной в диапазоне концен-
траций 1–30 ммоль/л.

Таблица 4. Оценка внутрилабораторной прецизионности (разные исполнители) методики определения инсулинозависимого 
захвата глюкозы с использованием тест системы L6J1

Table 4. Evaluation of the intralaboratory precision (different analysts) of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake 
in the L6J1 test system

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

1 2
331,5

279,2 16

291,1

2 2
306,3

281,3

3 2
267,8

197,1

Примечание. n  — количество проведенных тестов (проанализированных планшетов) внутри одной аналитической серии. 
Для каждого теста (планшета) значение IC50 рассчитывали по массиву из 8 повторностей для каждой точки концентрации.
Note. n — number of tests performed (plates analysed) within one analytical run. The IC50 value for each test (plate) was calculated from 
8 replicates for each concentration point.
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Рис. 3. Устойчивость метода оценки инсулинозависимого захвата глюкозы клетками L6J1. Зависимость концентрации глюко-
зы в среде от концентрации РинФаст®, нормированные данные представлены в виде X ± SD. Условные обозначения в легенде 
соответствуют порядковому номеру эксперимента в таблице 5

Fig. 3. Robustness of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake by L6J1 cells. Glucose concentrations in the medium 
are plotted as a function of RinFast® concentrations; normalised data are presented as X ± SD%. The legend shows numbers of the 
experiments described in Table 5
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Рис. 4. Зависимость концентрации глюкозы в среде с клетками L6J1 от концентрации вносимого препарата. Данные пред-
ставлены в виде индивидуальных точек для каждого повтора, всего по 8 повторов для каждой концентрации препарата

Fig. 4. Glucose concentrations in the medium as a function of RinFast® concentrations. Data are presented as individual points for each 
replicate, with a total of 8 replicates for each product concentration

Таблица 5. Оценка устойчивости методики определения инсулинозависимого захвата глюкозы с использованием тест системы L6J1

Table 5. Evaluation of the robustness of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake in the L6J1 test system

№
Дата проведения 

эксперимента
Testing date

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Пассаж
Passage

Конфлюэнт-
ность, %

Confluence, %

Среднее IC50, нM
Mean IC50 , nМ

Коэффициент вариации, 
CV, %

Coefficient of variation, CV, %

1
10.03.2020–
20.03.2020 1 3

246,3

15 100

271,4 14

2 266,5

3 254,3

4 17.03.2020–
27.03.2020 1 2

331,5
3 80

5 291,1

6 17.03.2020–
27.03.2020 2 2

306,3
1 95

7 281,3

8 17.03.2020–
27.03.2020 3 2

267,8
1 95

9 197,1

Примечание. n  — количество проведенных тестов (количество проанализированных планшетов) внутри одной аналити-
ческой серии. Для каждого теста (планшета) значение IC50 рассчитывали по массиву из 8 повторностей для каждой точки 
концентрации.
Note. n — number of tests performed (plates analysed) within one analytical run. The IC50 value for each test (plate) was calculated from 
8 replicates for each concentration point.

Таблица 6. Результаты расчета концентрации инсулинового препарата, при которой достигается 50% снижения концент-
рации глюкозы в среде (IC50)

Table 6. Results of calculating the Insulin product concentration causing a 50% decrease in the concentration of glucose in the medium (IC50)

Инсулиновый препарат
Insulin product

IC50, нМ
IC50 , nM

Среднее IC50, нM
Mean IC50 , nМ

Коэффициент вариации, CV, %
Coefficient of variation, CV, %

РинФаст®
RinFast®

217,9

249,9 13282,0

249,8

Генно-инженерный инсулин человека
Genetically engineered human insulin

183,1

176,0 4173,0

171,8

Примечание. Значение IC50 рассчитывали по массиву из 8 повторностей для каждой точки концентрации.
Note. The IC50 value was calculated from 8 replicates for each concentration point.
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Результаты измерений удовлетворяли кри-
териям приемлемости в линейном диапазо-
не 1,0–30,0 ммоль/л. НПКО методики состав-
ляет 1  ммоль/л, чувствительность установлена 
на уровне НПКО (1 ммоль/л).

Для оценки правильности измерений с помо-
щью набора ГЛЮКОЗА GOD-PAP были проана-
лизированы независимые образцы контро-
ля качества на трех уровнях концентраций 

глюкозы, соответствующих низкому  — 1 мМ, 
среднему — 10 мМ и высокому уровню — 25 мМ 
(табл. 8).

Значения концентрации глюкозы в культураль-
ной среде составили 95–107% от номинального 
значения, что соответствует критериям прием-
лемости.

Заключение
Методика оценки инсулинозависимого захва-
та глюкозы с использованием клеточной линии 
L6J1 в качестве тест-системы валидирована 
и может применяться для определения мета-
болической активности инсулинов в исследо-
ваниях разработки препаратов, биоэквива-
лентности, сопоставимости и выпускающем 
контроле качества лекарственных препаратов. 
Набор ГЛЮКОЗА GOD-PAP является пригод-
ным для определения концентрации глюкозы 
в культуральной среде и может быть использо-
ван для оценки инсулинозависимого захвата 
глюкозы.

Предложенный методологический подход к ва-
лидации биоаналитических методик на приме-
ре оценки методики по определению инсули-
нозависимого захвата глюкозы в дальнейшем 
может быть использован при разработке ме-
тодических рекомендаций по валидации био-
логических методик определения метаболиче-
ской активности препаратов или для внесения 
соответствующих разделов в нормативные до-
кументы.

Таблица 7. Результаты обратного расчета калибровочных образцов для оценки линейности методики

Table 7. Results of back-calculation of calibration samples to evaluate the procedure’s linearity

Номинальная концентрация 
глюкозы, мМ

Nominal glucose concentration, 
mM

Концентрация глюкозы, рассчитанная по 
калибровочному уравнению, мМ

Glucose concentration calculated from the 
calibration equation, mM

Среднее значение 
концентрации глюкозы, мМ
Mean glucose concentration, 

mM

Коэффициент 
вариации, CV, %

Coefficient of variation, 
CV, %

0,0 – – – – –

1,0 0,95 1,02 0,95 0,97 4

2,0 2,59 2,03 2,02 2,21 15

3,0 3,15 3,21 3,72 3,36 9

4,0 4,31 3,70 4,46 4,16 10

5,0 4,31 3,70 4,46 4,16 10

10,0 9,84 9,97 10,11 9,97 1

15,0 15,34 15,48 15,63 15,48 1

20,0 20,32 20,68 20,39 20,46 1

25,0 24,57 24,82 24,86 24,75 1

30,0 29,73 29,74 30.56 30,01 2

Примечание. «–» — значения не рассчитаны из-за чувствительности методики.
Note. — these values were not calculated because of the procedure’s sensitivity.

Рис. 5. Зависимость оптической плотности при 504 нм от 
концентрации глюкозы в среде. Значения оптической плот-
ности представлены в виде X ± SD

Fig. 5. The absorbance at 504 nm as a function of glucose con-
centrations in the medium. Absorbance values are presented as 
X ± SD
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Таблица 8. Результаты по оценке правильности методики определения концентрации глюкозы в культуральной среде

Table 8. Results of evaluating the accuracy of the procedure for determining the concentration of glucose in the culture medium

Уровень концентрации глюкозы
Glucose concentration level

Номинальная концентрация, мМ 
Nominal concentration, mM

Найдено X, мМ 
Determined X—, mM

Открываемость, %
Recovery, %

Низкий
Low 1

0,95 95

1,02 102

0,95 95

Средний
Medium 10

9,97 100

9,88 99

10,11 101

Высокий
High 25

26,71 107

26,51 106

24,86 99

Примечание. Среднее значение рассчитывали из трех измерений для каждой концентрации.
Note. Mean values were calculated from three measurements for each concentration.
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