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С 30 марта 2021 г. ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России возглавила Валентина КОСЕНКО, кото-
рая с 2004 г. работала в Росздравнадзоре: сначала главой Управления организации госконтроля качества 
медицинской продукции, а затем заместителем руководителя. Имея колоссальный опыт работы на регио-
нальном и федеральном уровнях, Валентина Владимировна дала понять, что она — человек с собственной 
выработанной годами идеологией и своим взглядом на существующие проблемы, и сразу же взяла очень 
высокую планку.

Публикуемое интервью — первое, которое она дала в этой должности.

Валентина Владимировна, за многие годы своего 
существования ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
претерпело достаточно большие изменения. Каковы его 
основные функции сегодня?

Действительно, за многолетнюю историю сво-
его развития центр прошел через целую череду 
слияний, реорганизаций, объединений и смены 
наименований. В результате всех преобразований 
в Российской Федерации сформировалось уни-
кальное экспертное учреждение, обеспечивающее 
проведение экспертизы качества, эффективности 
и безопасности лекарственных средств, включая 
иммунобиологические лекарственные препараты 
и биомедицинские клеточные продукты. 

В настоящее время основным направлением де-
ятельности, как и прежде, является экспертиза ле-
карственных средств с целью получения разрешения 
на проведение клинических исследований и выдачи 
заключения о возможности государственной реги-
страции. По результатам экспертизы формируется 
заключение с оценкой степени безопасности, эф-
фективности и качества препарата. Это заключение 
направляется в Минздрав России, который на его 
основе выносит положительное или отрицательное 

решение относительно государственной регистра-
ции препарата и вывода его на рынок. Это налагает 
на нас большую ответственность, потому что от гра-
мотно и точно проведенной экспертизы лекарствен-
ного препарата нередко напрямую зависит качество 
оказания лекарственной помощи, а, значит, жизнь 
и здоровье наших граждан.

Другое важнейшее направление деятельности 
центра — это научное совершенствование методи-
ческого обеспечения экспертизы качества, эффек-
тивности и безопасности лекарственных средств. 
В состав центра входит несколько экспертных ин-
ститутов, работающих каждый по своему направле-
нию, сформирован коллектив высококвалифици-
рованных специалистов.

Несколько лет назад за нашим центром было за-
креплено научное и информационно-методическое 
обеспечение экспертизы и контроля качества био-
медицинских клеточных продуктов в рамках их реги-
страции, определение их эффективности и безопас-
ности. Сейчас это направление активно развивается.

Серьезное внимание мы также уделяем образова-
тельной деятельности с целью повышения профессио-
нальной компетентности как экспертов учреждения, так 
и субъектов сферы обращения лекарственных средств.

Валентина КОСЕНКО: 

«Национальная система 
экспертизы лекарственных 
средств должна быть 
современной»
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«Национальная система экспертизы лекарственных средств должна быть современной»
“The National System of Expert Evaluation of Medicinal Products Should Be Modern”

Какие нововведения в организации работы ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России Вы инициируете в первую очередь? 

Думаю, следует говорить не столько о нововведе-
ниях, сколько о развитии уже существующей системы. 
Любая система, какой бы успешной она ни была, долж-
на постоянно совершенствоваться. А тем более систе-
ма, связанная с экспертизой лекарственных средств. 
Появление новой коронавирусной инфекции повлек-
ло за собой ряд регуляторных мер в фармацевтической 
сфере. В Российской Федерации, как и во всех разви-
тых странах Европы, начинает формироваться новая 
фармацевтическая стратегия, которая самым непо-
средственным образом отразится на деятельности на-
шего научного центра. Поэтому мы будем развивать 
и укреплять наше учреждение во всех направлениях. 
Национальная система экспертизы лекарственных 
средств должна быть современной.

Во-первых, будем более широко внедрять ин-
формационные технологии, или, как сейчас гово-
рят, цифровой контур. Цифровая трансформация 
системы здравоохранения идет полным ходом, 
и нам никак нельзя отставать. Сейчас все завязано 
на информатизации: и организация работы экспер-
тов, и создание регистрационных досье, и повыше-
ние квалификации — вообще все. 

В настоящее время на интернет-портале на-
учного центра реализованы электронные сервисы, 
которые направлены на облегчение работы в рам-
ках различных процедур как заявителей, так и экс-
пертов нашего центра и сотрудников Минздрава 
России. Заявители могут не только проверять ва-
лидность версий своих электронных досье, но и за-
гружать версии с ответами на вопросы экспертов. 
Пользование этими сервисами значительно облег-
чает работу. Досье должно быть валидно и доступно 
в любой момент времени, то есть должно содержать 
актуальную информацию по каждому параметру до-
сье — от сертификата анализа на вспомогательное 
вещество до обновления периодической информа-
ции по фармаконадзору. 

Современные облачные технологии электронных 
досье — это шаг вперед, особенно учитывая то, что экс-
пертные организации обязаны обеспечивать хране-
ние, сохранность и предоставление регистрационных 
досье на лекарственный препарат с использованием 
информационных систем в течение не менее 20 лет, 
включая актуальные первоначальные и промежуточ-
ные редакции входящих в них документов. Поэтому 
мы должны создать такую коммуникационную среду, 
такие возможности для взаимодействия всех заинте-
ресованных сторон, которые позволят нам работать 
более слаженно и эффективно.

Во-вторых, мы начали проводить мероприя-
тия по трансформации Центра образовательных 
программ, так как профессиональный уровень 
как экспертов учреждения, так и специалистов 
фармкомпаний, которые формируют и подают ре-
гистрационные досье, должен быть более высоким.

Мы привлекли к этой работе фармассоциации, соз-
дали рабочие группы из числа ведущих специалистов 
отрасли. Члены рабочих групп предложили массу тем, 
которые они хотели бы обсудить и чему хотели бы обу-
чать специалистов. Люди радуются тому, что у них по-
явилась возможность высказаться, передать коллегам 
свой опыт. Центру образовательных программ дали 
очень емкое название — Фармацевтическая орбита, 
так как обучение будет включать все вопросы, связан-
ные с жизненным циклом лекарственных препаратов, 
начиная от разработки, производства, реализации, ме-
дицинского применения и заканчивая утилизацией, 
а также строгое соблюдение всех стандартов качества, 
таких как GLP (доклинические исследования), GCP 
(клинические испытания), GVP (фармаконадзор), 
GMP (производство), GSP (хранение), GDP и GPP 
(оптовая и розничная реализация). 

В-третьих, мы будем планомерно укреплять 
международное сотрудничество и развивать свя-
зи с подобными нам структурами как в СНГ, так 
и в странах дальнего зарубежья, выводить наши 
научные достижения на более высокий, между-
народный, уровень, гармонизировать российские 
требования к качеству, эффективности и безопасно-
сти лекарственных препаратов с международными. 
Причем речь идет не только об экспертизе качества 
средств медицинского применения, но и о гармони-
зации деятельности в целом в рамках Евразийской 
экономической комиссии, Европейского союза 
и других международных регуляторных практик.

Валентина Владимировна, Вы упомянули о гармонизации 
нашей деятельности с общемировой практикой. Как она 
будет осуществляться?

Наш научный центр уже представляет Россию 
в программе ВОЗ по безопасности лекарственных 
средств, участвует в работе Евразийского эконо-
мического союза по формированию единого рынка 
лекарственных средств. У нас есть яркий пример 
гармонизации фармакопеи с ЕАЭС, Российская 
Федерация гармонизирована с Европой по выпуску 
иммунобиологических лекарственных препаратов.

Вопросы формирования единого пространства 
в рамках Евразийского экономического союза опре-
делены соглашением о единых принципах и пра-
вилах обращения лекарственных средств. Особое 
внимание уделяется вопросам регистрации и экс-
пертизы качества лекарственных препаратов.

С января 2021 года регистрация новых лекар-
ственных препаратов на территории Российской 
Федерации осуществляется в строгом соответствии 
с правилами ЕАЭС, и эта работа требует планомер-
ного подхода. 

Специалисты нашего экспертного учреждения 
входят в состав Фармакопейного комитета ЕАЭС, 
они принимают активное участие в подготовке про-
ектов фармакопейных статей. Это очень важная и се-
рьезная работа, и практически все статьи, которые 
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В. В. Косенко
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выносит на рассмотрение Фармакопейного коми-
тета союза российская сторона, были подготовлены 
сотрудниками нашего центра. Уже началась работа 
по стандартным образцам, и она в самое ближайшее 
время получит свое дальнейшее развитие.

Наше тесное сотрудничество с Евразийской 
экономической комиссией позволяет гармонизиро-
вать российские требования к качеству лекарствен-
ных средств с международными требованиями. 
Мы намерены привлекать к обучению специали-
стов-экспертов из других стран ЕАЭС, чтобы гар-
монизировать подходы к экспертизе лекарственных 
препаратов перед их регистрацией и избежать про-
тиворечий. 

В Вашей нынешней деятельности помогает опытный взгляд 
бывшего ключевого сотрудника Росздравнадзора?

Безусловно! Приобретенные в рамках предыду-
щей работы знания ключевых инструментов и меха-
низмов, определяющих обращение лекарственных 
средств, практический опыт организации контроля 
качества лекарственных средств, участие в совре-
менных законодательных инициативах в этой сфере 
позволяют по-новому взглянуть на деятельность ор-
ганизации, наметить пути развития. 

Валентина Владимировна, Вы пока единственная женщина 
в плеяде руководителей ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России. 
Каково это — возглавлять такую организацию?

Я не сторонник гендерного подхода в теории ру-
ководства. Считаю, что все зависит от деловых качеств 
и профессионализма самого человека. Принимать 
правильные решения, поступать взвешенно и объ-
ективно в любых рабочих условиях и жизненных об-
стоятельствах — вот что должно находиться в основе 
оценки деятельности любого руководителя.

У меня достаточно большой опыт работы в фар-
мацевтической отрасли, в органах государствен-
ной власти. Мне довелось работать и в аптеке, 
и в лаборатории по контролю качества лекарствен-
ных средств, и на предприятии по производству ле-
карственных препаратов. Довелось принимать са-
мое непосредственное участие в разработке системы 
государственного контроля качества лекарствен-
ных средств, в подготовке проектов федеральных 
законов, регулирующих эту сферу деятельности. 
Поэтому все направления работы Научного центра 
экспертизы средств медицинского применения, ко-
торый я сейчас возглавляю, мне знакомы.

К счастью, у меня были очень хорошие учителя, 
которые в свое время многому меня научили и с ко-
торыми мы всегда были на одной волне.

К настоящему времени в научном центре сфор-
мировался хороший коллектив специалистов. 
Я вижу, что люди хотят работать, что они искренне 
заинтересованы в результатах своей деятельности. 
Уверена, что вместе нам удастся решить любые по-
ставленные перед нами задачи. Наш научный центр 
должен стать организацией, по-настоящему мощ-
ной во всех отношениях. 

Руководство такой мощной структурой требует, конечно же, 
немало сил. В чем (или в ком) Вы находите опору себе?

Прежде всего, в своих коллегах по работе. 
Во взаи мопонимании и поддержке со стороны ру-
ководства Минздрава России, с которым нас свя-
зывает многолетнее сотрудничество. В поддержке 
специалистов нашего центра, профессионализм 
большинства которых не вызывает сомнений. И, 
конечно же, в своей семье, поддержку которой 
я ощущаю каждодневно.

Валентина Владимировна, ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России является учредителем трех научных журналов: «БИО-
препараты. Профилактика, диагностика, лечение», «Без-
опасность и риск фармакотерапии» и «Ведомости Научного 
центра экспертизы средств медицинского применения», 
главным редактором которого Вы сейчас являетесь. На-
сколько эти журналы связаны с непосредственной деятель-
ностью центра, и каким Вы видите их дальнейшее развитие?

Каждый из этих журналов имеет свою достаточ-
но давнюю историю и самым непосредственным об-
разом связан с деятельностью нашего научного цен-
тра. Ведущие сотрудники центра публикуют в них 
результаты своей научной деятельности. Вместе 
с тем эти журналы открыты «городу и миру» и посте-
пенно входят в разряд ведущих научных изданий — 
каждый в своей предметной области.

В 2019 г. все три журнала включены в между-
народную реферативную базу данных Chemical 
Abstracts Service — химическую реферативную служ-
бу, подразделение Американского химического об-
щества, а журнал «БИОпрепараты…» в июне 2021 г. 
включен в базу данных Russian Science Citation Index 
(RSCI) на платформе Web of Science. Это, конечно, 
еще далеко не Scopus, но потенциал у этих журна-
лов, на мой взгляд, достаточно высокий. Мы будем 
менять подходы к их внутренней структуре, напол-
нению и продвижению в профессиональном сооб-
ществе — как внутри страны, так и за рубежом.

Какие слова Вы могли бы начертать на флаге 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России?

Профессионализм. Ответственность. Качество.

Беседовала Ольга Федотова
Фотография В.В. Косенко предоставлена Ольгой Гойкаловой 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BE%D0%B1%D1%89%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%BE
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BC%D0%B5%D1%80%D0%B8%D0%BA%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D1%85%D0%B8%D0%BC%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%BE%D0%B5_%D0%BE%D0%B1%D1%89%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%BE
https://www.biopreparations.ru/jour/index
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Резюме. Анализ подгрупп пациентов играет важную роль в интерпретации результатов подтверждающих клинических 
исследований и в большинстве случаев обязателен к выполнению. Целью анализа является оценка согласованности 
(гетерогенности) терапевтического эффекта в подгруппах пациентов, выделенных на основании демографических ха-
рактеристик, стадии и степени тяжести основного заболевания, наличия определенной генетической мутации и др. 
Однако существующие методологические проблемы (проблема множественных сравнений, случайные различия между 
подгруппами и т.д.) затрудняют его проведение и часто приводят к спорным выводам. Цель работы — анализ и систе-
матизация подходов зарубежных регуляторных органов к оценке подгрупп в подтверждающих клинических исследо-
ваниях, формирование научно обоснованных требований к ее выполнению и интерпретации результатов спонсорами 
клинических исследований и экспертами при проведении экспертизы отношения ожидаемой пользы к возможному 
риску применения лекарственных препаратов с целью их регистрации по национальным правилам и по правилам Евра-
зийского экономического союза. В работе рассмотрены цели проведения анализа подгрупп и статистические подходы 
к его выполнению, приведены примеры такого анализа из регуляторной практики. Описаны подходы к интерпретации 
анализа подгрупп в зависимости от наличия или отсутствия доказательства основной гипотезы исследования, характе-
ра обнаруженных гетерогенных эффектов исследуемого препарата в подгруппах и выбора самих подгрупп. Освещены 
проблемные аспекты анализа подгрупп, возможные противоречия интерпретации полученных результатов, регуля-
торные ожидания. Представленные рекомендации могут быть использованы экспертами при проведении экспертизы 
отношения ожидаемой пользы к возможному риску применения лекарственного препарата, а также разработчиками 
лекарственных средств при подготовке протоколов и отчетов клинических исследований.
Ключевые слoва: подгруппы; подтверждающий анализ подгрупп; поисковый анализ подгрупп; взаимодействиe; гетеро-
генность; статистические методы; клинические исследования; регуляторные органы; эффективность и безопасность; 
стратификация
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Abstract. Patient subgroup analysis plays an important role in interpretation of confirmatory clinical trial results and is mandatory 
in most cases. The purpose of subgroup analysis is to assess the consistency (heterogeneity) of the treatment effect in subgroups 
of patients identified based on such characteristics as demographics, stage and severity of the underlying disease, presence of 
a certain genetic mutation, etc. However, existing methodological issues (the problem of multiple comparisons, detection of dif-
ferences between subgroups by chance alone, etc.) make it difficult to carry out the analysis and often lead to controversial con-
clusions. The aim of the study was to analyse and summarise foreign regulatory approaches to subgroup analysis in confirmatory 
clinical trials, and to elaborate science-based requirements for subgroup analysis and interpretation of the results by clinical trial 
sponsors and experts when assessing the risk-benefit ratio of medicinal products for the purpose of their authorisation in Rus-
sia and the Eura sian Economic Union. This paper discusses the objectives of subgroup analysis and statistical approaches to its 
performance, provides relevant examples of such analysis from regulatory practice. It describes approaches to interpretation of 
subgroup analysis depending on the presence/absence of evidence supporting the primary hypothesis of the study, the nature of 
the experimental medicinal product’s heterogeneous effects in the subgroups, and selection of the subgroups. The paper highlights 
areas of concern in subgroup analysis, potential controversies in interpretation of the obtained results, and regulatory expecta-
tions. The recommendations presented in the paper can be used by experts in the assessment of the risk-benefit ratio, as well as by 
medicine developers in the preparation of clinical trial protocols and reports.
Key words: subgroups; confirmatory subgroup analysis; exploratory subgroup analysis; interaction; heterogeneity; statistical meth-
ods; clinical trials; regulatory authorities; efficacy; safety; stratification
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Вопросами научной методологии анализа под-
групп в клинических исследованиях (КИ) и его при-
менением в регуляторной практике занимаются на-
учные коллективы по всему миру. В 2015 г. рабочая 
группа Управления по контролю за качеством про-
дуктов питания и лекарственных средств США (Food 
and Drug Administration, FDA) подготовила техни-
ческий документ по анализу подгрупп в подтверж-
дающих исследованиях [1], в 2019 г. Европейское 
агентство по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, EMA) выпустило руководство 
по методологии и интерпретации результатов ана-
лиза подгрупп1, содержание которого практически 
полностью соответствует вышеупомянутому доку-
менту FDA. Еще один концептуальный документ, 
основные выводы которого в целом согласуются 
с позицией регуляторных органов, был подготовлен 
совместной рабочей группой Европейской феде-
рации статистиков в фармацевтической промыш-
ленности (European Federation for Statisticians in the 
Pharmaceutical Industry, EFSPI) и профессиональ-
ной организацией статистиков в фармацевтической 
промышленности (Statisticians in the Pharmaceutical 
Industry, PSI) PSI/EFSPI [2], представляющей инте-
ресы фармацевтических компаний — разработчи-
ков лекарственных средств.

Фактически между регуляторными органами 
и спонсорами КИ был достигнут консенсус по об-
щим вопросам анализа подгрупп (например, необхо-
димость предварительной спецификации ключевых 
подгрупп, понятие биологического правдоподобия 
и т.д.), хотя имеющиеся разночтения в деталях еще 
не урегулированы и на практике могут приводить 
к серьезным спорным ситуациям. В частности, одна 
из центральных идей документа EMA2, касающаяся 
поискового анализа подгрупп при изучении отно-
шения ожидаемой пользы к возможному риску при-
менения лекарственных препаратов (соотношение 
«польза — риск» ) в подтверждающих КИ, заключа-
ется в методологическом подходе «генерирования 
сигналов». Под «сигналом» подразумевается веро-
ятность обнаружения подгруппы, в которой эффект 
лечения отличается по величине/знаку от значений, 
наблюдаемых в остальной популяции исследова-
ния, при этом номинальный уровень значимости 
теста взаимодействия p должен составлять >0,05. 
Предложенный методологический подход обуслов-
лен необходимостью проверки согласованности 
терапевтического эффекта между разными подгруп-
пами исследования для определения границ охвата 
целевой популяции и подтверждения заявленных 
разработчиком показаний к применению лекар-
ственного препарата (ЛП). Согласно техническо-
му документу FDA для обнаружения потенциально 

важных статистических взаимодействий уровень 
значимости теста взаимодействия p может состав-
лять 0,10 или даже 0,20, однако в этом документе 
подчеркивается некорректность утверждения о при-
менимости данной рекомендации для каждого кон-
кретного случая вне зависимости от контекста [1]. 
В подготовленном PSI/EFSPI документе высказаны 
опасения касательно принятия ошибочных регуля-
торных решений вследствие ложноположительно-
го обнаружения взаимодействия при номинальном 
уровне значимости p = 0,10 и предложены альтерна-
тивные статистические подходы к выполнению ана-
лиза подгрупп [2]. На практике такие разночтения 
означают противоположные стратегии проведения 
анализа подгрупп и, следовательно, интерпретации 
результатов терапевтической эффективности ЛП 
в подгруппах пациентов.

Цель работы — анализ и систематизация под-
ходов зарубежных регуляторных агентств к оценке 
подгрупп в подтверждающих клинических исследо-
ваниях; формирование научно обоснованных тре-
бований к ее выполнению и интерпретации спон-
сорами клинических исследований и экспертами 
при проведении экспертизы отношения ожидаемой 
пользы к возможному риску применения лекар-
ственных препаратов с целью их регистрации по на-
циональным правилам и по правилам Евразийского 
экономического союза.

КЛЮЧЕВЫЕ ПОНЯТИЯ АНАЛИЗА ПОДГРУПП

Основные термины, используемые в области 
анализа подгрупп в КИ3, перечислены ниже.

Гетерогенность (heterogeneity) отражает степень 
различий пациентов в целевой популяции или в по-
пуляции КИ в отношении прогностических факторов 
клинического исхода/величины терапевтического 
эффекта. Изучение эффектов лечения в четко опре-
деленных подгруппах пациентов тем важнее, чем бо-
лее неоднородной является исследуемая популяция.

Согласованность (consistency) эффектов лечения 
в представляющих интерес подгруппах отражает 
степень применимости оценки общего терапевти-
ческого эффекта ко всей исследуемой популяции. 
По каждому конкретному предполагаемому по-
казанию к применению требуется оценить степень 
различий эффекта лечения между клинически зна-
чимыми подгруппами (то есть выявление потен-
циальной несогласованности). Выявленная несо-
гласованность в оценках эффектов лечения между 
подгруппами является поводом для проведения 
дальнейшего анализа подгрупп.

Достоверность (credibility) отражает степень 
доверия к полученным выводам по итогам про-
веденного анализа подгрупп и, следовательно, 

1 Guideline on the investigation of subgroups in confirmatory clinical trials. EMA/CHMP/539146/2013. EMA; 2019. 
2 Там же.
3 Там же.



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

83

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

Особенности и значимость оценки подгрупп в подтверждающих клинических исследованиях 
Specific Aspects and Significance of Subgroup Assessment in Confirmatory Clinical Trials

возможность их использования в принятии соответ-
ствующих регуляторных решений. Достоверность 
зависит от степени научной обоснованности, в том 
числе клинической, и биологических предпосылок 
к получению таких результатов, а также их воспро-
изводимости.

Биологическое правдоподобие (biological plausibi­
lity) отражает возможность прогнозирования тера-
певтического эффекта (то есть различных эффек-
тов лечения между подгруппами) на основании 
клинических и/или фармакологических знаний. 
Под указанной концепцией подразумевается нали-
чие определенных клинических и фармакологиче-
ских суждений, не поддающихся какой-либо коли-
чественной оценке и являющихся аналитическими 
по своей природе. Любые имеющиеся предполо-
жения, подкрепленные фактами (как внешними, 
так и внутренними, основанными на результатах 
собственных доклинических/клинических иссле-
дований), должны быть рассмотрены еще на стадии 
планирования исследования.

Репликация (replication) — воспроизводимость 
полученных результатов проведенного анализа под-
групп в нескольких источниках данных (как вну-
тренних, так и внешних). Под этим термином под-
разумевается одинаковое влияние определенной 
ковариаты на величину терапевтического эффекта 
или наличие различных эффектов в определенных 
подгруппах, наблюдаемое не только в одном под-
тверждающем КИ, но и в независимых КИ (другое 
КИ фазы III, поисковое КИ фазы II или КИ вне 
программы клинической разработки препарата, 
но со схожими экспериментальными условиями).

ЦЕЛИ АНАЛИЗА ПОДГРУПП В ПОДТВЕРЖДАЮЩИХ 
КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Обобщенная оценка терапевтического эффекта 
по всей гетерогенной популяции исследования / со-
вокупности исследований позволяет судить о тера-
певтическом охвате исследуемого препарата, то есть 
подразумевает проведение КИ в формате «pragmatic 
clinical trials» — максимально приближенных к ре-
альной клинической практике и не ограниченных 
узко заданными критериями включения/невключе-
ния в исследование. Распространена практика вы-
бора в качестве основной популяции для первичного 
анализа эффективности популяции по назначенному 
лечению (ITT популяции), подразумевающей нали-
чие пациентов с разной комплаентностью и различ-
ными клиническими сценариями в исследовании.

Однако обобщенные по всей популяции иссле-
дования данные по первичному/вторичным кри-
териям эффективности препарата не позволяют 
выявить потенциальные клинические фенотипы 
с разными ответами на лечение, в то время как све-
дения о терапевтических эффектах исследуемого 

препарата у пациентов с различными клинически-
ми характеристиками могут быть использованы 
для дальнейших исследований оценки эффективно-
сти и безопасности лечения и выработки клиниче-
ских стратегий.

Таким образом, основными целями проведения 
анализа подгрупп являются:

1) оценка согласованности (при выявлении 
несогласованности — дальнейшая оценка степени 
гетерогенности) терапевтического эффекта между 
разными подгруппами исследования для определе-
ния показаний к применению (границ охвата целе-
вой популяции);

2) поиск подгруппы, в которой применение 
препарата наиболее эффективно и/или безопасно 
(лучшее соотношение «польза — риск»);

3) поиск подгруппы с неблагоприятным соот-
ношением «польза — риск» .

ФАКТОРЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ ЦЕЛЕВЫХ ПОДГРУПП

Факторы идентификации подгрупп можно разде-
лить на прерандомизационные (например, стратифи-
кация при рандомизации и/или исходные значения 
переменных на скрининге) и пострандомизационные 
(например, подгруппа пациентов с терапевтическими 
неудачами). Прерандомизационные факторы выби-
рают исходя из существующих предпосылок потенци-
альной прогностической значимости фактора в отно-
шении результатов лечения; пострандомизационные 
факторы идентификации подгрупп, как правило, но-
сят исключительно поисковый характер. Ниже пере-
числены факторы, лежащие в основе идентификации 
различных подгрупп a priori4:

1) существуют настолько веские основания 
ожидать неравномерного ответа на лечение при раз-
ных уровнях некоторого фактора, что общая оценка 
терапевтического эффекта исследуемого препарата 
будет невозможна в рамках одного КИ. В этом слу-
чае необходимо запланировать проведение незави-
симых КИ;

2) фактор считается прогностическим в отно-
шении клинического исхода, или, по крайней мере, 
существуют некоторые биологические предпосыл-
ки или сторонние доказательства существования 
неравномерного терапевтического эффекта. В до-
полнение к стратификационным факторам при ран-
домизации в данную категорию можно включить 
демографические факторы, в том числе регион про-
живания пациента, и факторы, связанные с механиз-
мом действия и/или фармакологическими свойства-
ми препарата. Следует рассмотреть другие факторы, 
которые могут учитываться при прогнозировании 
ответа на лечение: стадия, тяжесть или фенотип за-
болевания, наличие генетических мутаций, исполь-
зование сопутствующей терапии. Для того чтобы 
сделать заключение об эффективности препарата 

4 Там же. 



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

84

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

О. И. Басова и др.
O. I. Basova et al.

во всей популяции исследования, не требуется фор-
мальное доказательство его эффективности для всех 
ключевых подгрупп, идентифицированных на осно-
вании вышеперечисленных факторов (за исключе-
нием факторов, указанных в п. 1);

3) для заключения о наличии эффектов препа-
рата по всей популяции исследования не требуется 
формальное доказательство эффективности пре-
парата в подгруппе, характеризующейся иденти-
фикационным фактором, для которого приведены 
убедительные аргументы (фармакологическое обо-
снование и клинические данные) отсутствия влия-
ния на оцениваемые эффекты исследуемого препа-
рата (или же если имеющиеся данные не позволяют 
оценить его возможное влияние на правдоподоб-
ность согласованности эффектов препарата).

СТАТИСТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ АНАЛИЗА ПОДГРУПП 
В КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Традиционно статистические и методологи-
ческие проблемы анализа подгрупп разделяют 
на объективные (инфляция ошибки I рода вслед-
ствие множественных сравнений, низкая мощность) 
и субъективные (отсутствие предварительной спец-
ификации подгрупп и допущенные ошибки в ста-
тистическом анализе). Необходимость проведения 
анализа подгрупп не ставится под сомнение, речь 
идет о том, как максимально корректно его выпол-
нять, не допуская методологических ошибок.

Статистические подходы к анализу подгрупп 
следует разделять в зависимости от цели его вы-
полнения: анализ подгрупп как часть стратегии 
подтверждающего тестирования статистических ги-
потез в КИ фазы III и поисковый анализ подгрупп 
как часть оценки соотношения «польза — риск»  
в контексте согласованности эффекта лечения 
в популяции КИ. При проведении анализа подгрупп 
как части стратегии подтверждающего тестирова-
ния ключевые подгруппы должны быть определены 
заранее на этапе планирования КИ с использовани-
ем обязательной научной аргументации и стратифи-
кации по идентификационным факторам подгрупп 
при рандомизации. Наличие подгрупп должно учи-
тываться на этапе оценки размера выборки КИ фазы 
III (например, указание о включении в КИ не менее 
30% пациентов от общего запланированного числа 
участников для формирования ключевой подгруп-
пы) с учетом необходимости введения поправки 
на множественное сравнение.

Количество ключевых подгрупп, подлежащих 
оценке, должно быть небольшим. Анализ по пер-
вичной конечной точке в такой подгруппе может 
быть указан в протоколе КИ как тестирование ги-
потезы, составляющей семейство первичных конеч-
ных точек с контролем ошибки I рода или как часть 

иерархического тестирования и анализ ко-первичной 
конечной точки (т.е. без введения поправки на мно-
жественное сравнение). Подтверждающий анализ 
подгрупп целесообразен в случае равноценной кли-
нической значимости субпопуляции пациентов 
и общей популяции, что в случае подтверждения 
эффективности исследуемого препарата в подгруппе 
позволит зарегистрировать его для применения в дан-
ной субпопуляции (в случае иерархического тестиро-
вания и ко-первичной конечной точки — при обя-
зательном доказательстве эффективности в общей 
популяции; в случае конечной точки, составляющей 
семейство первичных конечных точек, достаточно 
доказательства эффективности только в ключевой 
подгруппе). Вопросы дизайна КИ и статистического 
анализа в случае наличия множественных сравнений 
описаны в проектах руководств FDA и EMA5.

Спланированный еще на этапе разработки про-
екта протокола подтверждающий анализ подгрупп 
особенно актуален в случае сложных адаптивных 
дизайнов с промежуточными анализами эффектив-
ности, таких как двухэтапные и бесшовные дизай-
ны КИ фазы II/III. Для КИ указанных дизайнов, 
особенно распространенных в онкологии, под-
тверждение эффективности в подгруппе пациентов, 
определенной по экспрессии биомаркера / гистоло-
гическому типу опухоли / линиям предшествующей 
терапии, позволяет оптимизировать процесс кли-
нической разработки препарата и ускорить процесс 
его регистрации для применения пациентами, кото-
рые могут получить наибольшую пользу от лечения. 
Обсуждение концепции и статистических аспектов 
мультипопуляционных КИ представлено в обзоре 
B.A. Millen и соавт. [3].

Таким образом, если ожидается значительное 
взаимодействие идентификационных факторов клю-
чевых подгрупп и исследуемой терапии на этапе пла-
нирования КИ, то статистическая мощность иссле-
дования должна быть достаточной для выполнения 
подгруппа-специфических статистических тестов 
(то есть выявления терапевтического эффекта в клю-
чевых подгруппах). При выявлении значительных 
различий терапевтического эффекта в подгруппах 
рекомендуется провести анализ методом контрастов 
по разности и знаку величины эффекта. Если эффек-
ты в подгруппах различаются по знаку, следует про-
вести сравнение средних значений эффектов в под-
группах методом наименьших квадратов.

В случае поискового анализа подгрупп как части 
оценки соотношения «польза — риск» в контексте 
согласованности эффекта лечения в отчете о прове-
денном КИ первоначально приводится описатель-
ная статистика результатов оценки эффективности 
по подгруппам, заранее указанным в протоколе КИ 
(но при этом не обязательно ограничивается только 

5 Multiple endpoints in clinical trials. Guidance for Industry. Draft guidance. FDA; 2017.
 Guideline on multiplicity issues in clinical trials. Draft. EMA/CHMP/44762/2017. EMA; 2016.
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ими). Основным способом представления результа-
тов является график типа «форест-плот», основным 
статистическим методом анализа — тесты взаимо-
действия.

Статистические взаимодействия зависят от ис-
пользуемой шкалы и статистической модели. Взаимо-
действие в моделях линейной регрессии представ-
ляет собой отклонение от аддитивности (различия 
в эффекте лечения по абсолютной шкале), в то время 
как взаимодействие в модели логистической регрес-
сии и/или регрессии Кокса является отклонением 
от мультипликативной модели (различия в эффекте 
лечения по относительной шкале). Рекомендуется 
оценивать взаимодействие «подгруппа*терапия» 
(interaction tests) и сами эффекты лечения в подгруп-
пе по изначально выбранной шкале оценки первич-
ной конечной точки. Дополнительно может быть 
проведен анализ для ковариат или подгрупп с выяв-
ленной несогласованностью терапевтического эф-
фекта по другой шкале оценки конечной точки (в том 
числе для изучения зависимости несогласованности 
от используемой шкалы).

Уровень статистической значимости теста взаи-
модействия p может быть ≥0,05 при реализации под-
хода «генерирования сигналов» в контексте оценки 
согласованности эффекта лечения; при проведении 
анализа поправка на множественность не рекомен-
дуется. Так или иначе, требуется дальнейший анализ 
данных при обнаружении «сигналов» или статисти-
чески значимого взаимодействия с позиции не толь-
ко статистики, но и клинической интерпретации 
(принимая во внимание результаты по вторичным 
конечным точкам эффективности и профиль без-
опасности в исследуемых подгруппах).

Используемые для целей поискового анали-
за подгрупп статистические подходы имеют свои 
преимущества и недостатки. Так, например, тесты 
взаимодействия «подгруппа*терапия» приводят 
к ложноположительным и ложноотрицательным 
результатам вследствие низкой мощности теста, 
в том числе по причине различающихся по числен-
ности сравниваемых подгрупп. Вероятность того, 
что терапевтический эффект исследуемого препа-
рата будет ниже, чем в группе сравнения, при его 
положительных статистически значимых резуль-
татах на общей популяции стремительно возрас-
тает при увеличении числа подгрупп для анали-
за и уровней факторов идентификации подгрупп 
(в особенности при неравномерном распределении 
пациентов по уровням фактора и небольшом раз-
мере эффекта). Поэтому для реализации идеи «ге-
нерирования сигналов» предлагается проводить те-
стирование статистической гипотезы об отсутствии 
гетерогенности эффекта лечения в подгруппах 
при номинальном уровне значимости >5% (при-
оритет мощности над величиной ошибки I рода). 

Для отображения эффекта лечения в подгруппах 
широко используются графики типа «форест-плот», 
по которым путем визуального сравнения можно 
выявить подгруппы с менее или, наоборот, более 
выраженным эффектом. Однако подобные графики 
строятся без учета корреляции между идентифика-
ционными факторами перекрывающихся подгрупп 
и без учета влияния конфаундинг-факторов.

Методы, основанные на байесовской интерпре-
тации вероятности, могут применяться в поисковом 
анализе заранее определенных подгрупп как при из-
учении согласованности эффекта лечения в популя-
ции КИ, так и для определения размера выборки 
планируемого КИ, целью которого является под-
тверждение наличия выраженного терапевтиче-
ского эффекта, ранее обнаруженного в подгруппе 
пациентов при проведении поискового анализа 
в другом КИ. Как правило, байесовская оценка эф-
фекта лечения в подгруппе более точна, чем выбо-
рочная оценка для той же подгруппы. Среди байе-
совских методов можно выделить методы оценки 
усадки (shrinkage estimation), применяемые в байе-
совском иерархическом моделировании [4, 5]. В ка-
честве основного предположения в нем выступает 
вероятностная перестановочность априорного рас-
пределения подгруппа-специфических эффектов 
лечения, что, однако, не всегда является коррект-
ным допущением. При выборе указанных методов 
в целях поискового анализа подгрупп в подтверж-
дающих КИ следует критически оценивать исход-
ные допущения, проводить оценку адекватности 
созданной статистической модели. Методы оценки 
усадки не являются основанием для игнорирования 
результатов в подгруппах, в которых эффект лече-
ния меньше его среднего значения в популяции КИ 
в целом. При обнаружении таких результатов следу-
ет проверять их на достоверность6. Кроме того, ме-
тоды оценки усадки не подходят для анализа данных 
по безопасности в подгруппах пациентов.

Таким образом, ключевыми задачами при ин-
терпретации анализа подгрупп являются:

- обнаружение статистической значимости раз-
личий терапевтического эффекта между подгруппа-
ми — значимые тесты на взаимодействие;

- оценка распределения ковариат в исследуе-
мых подгруппах;

- оценка возможного влияния сопутствующих 
факторов, способных повлиять на конечные резуль-
таты КИ (конфаундинг-факторы);

- итоговая оценка величины эффекта (правдо-
подобный эффект / возможный эффект / отсутствие 
терапевтического эффекта).

В таблице 1 в качестве примера представлены 
некоторые статистические методы, используемые 
при анализе подгрупп в подтверждающих КИ (под-
тверждающий и поисковый анализы подгрупп).

6 Guideline on the investigation of subgroups in confirmatory clinical trials. EMA/CHMP/539146/2013. EMA; 2019.
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Таблица 1. Статистические методы, используемые при анализе подгрупп

Table 1. Statistical methods used in subgroup analysis

Типы методов
Types of methods

Реализация
Implementation

Проверка распределения 
ковариат/корректировка
Covariate distribution/  
covariate adjustment

Сводная исходная статистика по основным ковариатам.
Сравнение средних значений или медиан непрерывных ковариат и распределение категориальных 
ковариат между пациентами (например, стандартизированное различие).
Поправка на прогностические ковариаты может привести к увеличению мощности, поправка на 
остальные ковариаты может привести к увеличению cтандартной ошибки среднего (SE) и, следо-
вательно, снижению мощности. Корректировка может привести к инфляции ошибки I рода также 
в случае небольшой выборки и бинарной первичной переменной или времени-до-события [6].
Некоторые подходы к выбору ковариат в регрессионных моделях: прямой отбор, обратное исклю-
чение, пошаговая регрессия, критерии отбора моделей на основании информационных критериев 
(информационный критерий Акаике (AIC), байесовский информационный критерий (BIC), скор-
ректированный коэффициент детерминации, Cp-критерий Мэллоу) и др.
Для обобщенных линейных моделей или нелинейных моделей скорректированные на ковариату 
оценки эффекта лечения следует сравнивать с нескорректированными оценками.
Для сравнения распределений непрерывных исходных ковариат между подгруппами можно ис-
пользовать графические методы: диаграммы размаха, квантиль-квантиль графики рассеяния, 
кумулятивные функции распределения, непараметрические эмпирические функции распределения
Baseline summaries with respect to main covariates.
Comparison of the means or medians of continuous covariates and the distribution of their categorical 
counterparts between subjects (for example, standardised difference).
Adjustment for prognostic covariates can lead to increased power, adjustment for nonprognostic 
covariates can lead to increased standard error, and thus a decrease in power. Covariate adjustment 
can lead to inflated type I error rates when there is a small sample size and a binary or time-to-event 
outcome [6].
Some examples of covariate selection methods in regression models include but are not limited to: 
forward selection, backward elimination, stepwise regression, criterion-based procedures (Akaike In-
formation Criterion, Bayesian Information Criterion, adjusted R2, Mallow’s Cp Statistic), and others 
methods.
For generalised linear models or non-linear models, adjusted estimates of the treatment effect should 
be compared to unadjusted estimates.
Graphical methods: side-by-side boxplots, Q-Q plots, cumulative distribution functions, empirical 
nonparametric density plots can be used to compare the distribution of continuous baseline covariates 
between subgroups

Тесты взаимодействия
Statistical tests for interaction

Включение взаимодействия между факторами в типичные методы анализа (ANOVA, ANCOVA, 
регрессионный анализ для непрерывных данных и модели продольного анализа для динамических 
данных).
В большинстве случаев взаимодействие «терапия*подгруппа» можно представить с одной степе-
нью свободы с указанием PE и CI. Для такого взаимодействия однофакторная ANOVA с 4 груп-
пами (например, два вида терапии по двум регионам или двум уровням фактора стратификации) 
позволит оценить PE и оценку общей дисперсии (и затем методом контрастов оценить PE и CI 
для взаимодействия) [7].
Графические методы: график взаимодействия (отображает аппроксимированные значения зависи-
мой переменной по оси Y, по оси X отображаются значения независимой переменной)
Inclusion of interaction terms in the typical methods of analysis (ANOVA, ANCOVA, regression for 
continuous data and longitudinal analytical models for data collected over time).
In most cases, the treatment-by-subgroup interaction can be reduced to a 1-degree of freedom setting 
with PE and CI. For such interaction, 1-way ANOVA with 4 groups (e.g., 2 treatments by 2 regions, 
or 2 levels of the stratification factor) provides both PEs and a common variance estimate. Then, using 
the contrast statement, the PE and CIs for this interaction can be constructed [7].
Graphical methods: interaction plot (displays the fitted values of the dependent variable on the y-axis, 
while the x-axis shows the values of the first independent variable)

Поправки  
на множественное сравнение
Multiplicity adjustment 
methods

Спектр возможных вариантов колеблется от базовых непараметрических множественных прове-
рок гипотез (например, поправки на основе процедуры Бонферрони) до более сложных модельных 
процедур, например параметрических (включая параметрические цепные процедуры и процедуры 
обратной связи) [8]
Available options range from basic nonparametric multiple testing procedures (for example, Bonfer-
roni-based procedures), to more sophisticated model-based multiple testing procedures, for example, 
parametric procedures (including parametric chain procedures and feedback procedures) [8]

Отображение эффекта 
лечения в подгруппах
Visualisation of treatment 
effect in subgroups

Описательная статистика (PE, SE).
Графические методы: график типа «форест-плот», график Гэлбрейта
Descriptive statistics (PE, SE).
Graphical methods: forest plot, Galbraith plot

Примечание. SE — стандартная ошибка, PE — точечная оценка, CI — доверительные интервалы, ANOVA — дисперсионный анализ, 
ANCOVA — ковариационный анализ.
Note. SE—standard error, PE—point estimate, CI—confidence interval, ANOVA—analysis of variance, ANCOVA—analysis of covariance.
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7 Там же.
8 Там же.
9 Там же.

В руководстве EMA7 подчеркивается, что за-
ключение о наблюдаемой неоднородности эффек-
та лечения и принятие дальнейших регуляторных 
решений не могут базироваться исключительно 
на статистических выводах (в частности, репорти-
рование отдельного p-значения из теста взаимо-
действия не может использоваться в качестве един-
ственного аргумента при принятии таких решений) 
и требует обязательной верификации с использо-
ванием релевантной научно-медицинской инфор-
мации. В большинстве случаев результаты анализа 
подгрупп post hoc могут быть использованы только 
для построения гипотез будущих исследований (в 
особенности если речь идет о КИ, в которых основ-
ная статистическая гипотеза не была доказана).

ОЦЕНКА РЕЗУЛЬТАТОВ ПРОВЕДЕННОГО АНАЛИЗА ПОДГРУПП 
С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ РЕГУЛЯТОРНОГО ОРГАНА

Оценка результатов проведенного анализа под-
групп подтверждающего КИ при проведении экс-
пертизы клинических данных регистрационного 
досье может быть различной в зависимости от ста-
тистической и клинической значимости получен-
ных результатов.

Вариант 1: достигнута статистическая значи-
мость результатов и продемонстрирована терапевти-
ческая эффективность в первичной популяции для ана-
лиза8. Изучение согласованности эффектов лечения 
в различных субпопуляциях должно включать анализ 
подгрупп в соответствии с методами, описанными 
выше. Если анализ ключевых подгрупп был должным 
образом запланирован, в ходе КИ не были допущены 
отклонения, ставящие под сомнение научную прав-
доподобность анализа, и отсутствуют доказательства 
противоречивости результатов, то анализ подгрупп 
можно считать завершенным.

Несогласованные или экстремальные значе-
ния по целевым переменным в поисковых под-
группах, где эксперт может подтвердить отсутствие 
правдоподобной связи ответа и терапии, обычно 
могут быть проигнорированы при условии, что та-
кие результаты не повторяются более чем в одном 
исследовании. Если же экстремальные результаты 
воспроизводятся более чем в одном исследовании, 
для таких ситуаций оценка правдоподобия должна 
быть пересмотрена.

В случае если обсуждение полученных резуль-
татов и предварительная спецификация ключевых 
подгрупп были неполными, эксперт будет вынуж-
ден больше полагаться на приведенные данные, 
опираясь на ad hoc подход и собственное суждение 
о правдоподобности.

Несогласованность терапевтических эффектов 
в подгруппе и в общей популяции исследования 

может считаться вероятной и, следовательно, под-
лежать дальнейшей оценке спонсором исследова-
ний и регуляторными органами в случае наличия:

а) биологических предпосылок неравномер-
ности эффекта в ожидаемом направлении (такая 
вероятность особенно велика, если доказательства 
встречаются в нескольких различных источниках, 
например в научной литературе или данных других 
проведенных КИ). В случае наличия в материалах 
регистрационного досье результатов только одно-
го КИ, в котором должным образом оценена кон-
кретная подгруппа и обнаружен несогласованный 
терапевтический эффект, последний не может быть 
проигнорирован только по причине отсутствия ре-
пликации в рамках КИ фазы III;

б) фактов обнаружения неравномерного эф-
фекта в нескольких различных источниках дан-
ных (такая вероятность особенно велика, если есть 
и биологическая правдоподобность наблюдаемого 
неравномерного эффекта).

Правдоподобность неравномерности эффекта 
между подгруппами дополнительно подтвержда-
ется, если тесты взаимодействия являются стати-
стически значимыми или погранично значимыми, 
а также если существуют некоторые свидетельства 
взаимодействий типа «терапия*ковариата» для раз-
личных конечных точек, охватывающих различные 
аспекты эффективности лечения и не связанных на-
прямую.

Вариант 2: продемонстрирована статистическая 
значимость результатов в первичной популяции ана-
лиза, но терапевтическая эффективность или соот-
ношение «польза — риск» неубедительны9. Формальное 
доказательство эффективности (статистическая зна-
чимость) имеет первостепенное значение для разра-
ботки новых лекарственных средств. Тем не менее, 
даже если результаты анализа статистически досто-
верны, клиническая значимость эффекта лечения 
во всей популяции исследования или в отдельной суб-
популяции может быть неубедительной. Для доказа-
тельства терапевтической эффективности также не-
обходимо подтвердить благоприятное соотношение 
«польза — риск». Даже в случаях, когда фактические 
данные об эффективности убедительны со статисти-
ческой точки зрения, целесообразно идентифици-
ровать подгруппу, которая не была предварительно 
указана в качестве части стратегии подтверждающего 
тестирования, но для которой эффективность препа-
рата и соотношение «польза — риск» были бы убеди-
тельны. Основные сценарии, при которых это может 
произойти:

1) польза фармакотерапии по всей популяции 
исследования является статистически значимой, 
но неубедительной с клинической точки зрения;



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

88

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

О. И. Басова и др.
O. I. Basova et al.

2) польза фармакотерапии в популяции всех 
рандомизированных пациентов является стати-
стически и клинически значимой, но существуют 
риски и неопределенности, которые не позволяют 
сделать вывод, что ожидаемая польза превышает 
возможный риск во всей популяции исследования;

3) польза фармакотерапии в популяции всех 
рандомизированных пациентов является статисти-
чески и клинически значимой, но существуют ри-
ски и неопределенности для отдельной субпопуля-
ции исследования, которые не позволяют сделать 
вывод, что ожидаемая польза для нее превышает 
возможный риск.

При таких сценариях возникает не только про-
блема множественных сравнений, но и проблема 
предвзятости выбора подгруппы для оценки, по-
скольку идентификация интересующей подгруппы 
происходит уже после того, как станут известны ре-
зультаты КИ. Таким образом, эксперт и заявитель 
будут обращать внимание на наиболее экстремаль-
ные результаты, в связи с чем оцениваемый эффект 
лечения и связанные с ним доказательства не обя-
зательно окажутся достоверными. Для того чтобы 
исследуемая подгруппа считалась правомерной 
для оценки, обычно необходимо соблюдение всех 
ниже приведенных критериев. Указанные критерии 
применяются независимо от того, кто инициировал 
дополнительные исследования, — спонсор или ре-
гуляторный орган:

1) существуют внешние источники доказа-
тельств того, что исследуемая подгруппа является 
четко определенной и клинически значимой суб-
популяцией пациентов. Обычно предполагается, 
что соответствующая подгруппа была определена 
на этапе планирования КИ (например, в результате 
стратифицированной рандомизации или выделения 
ее среди ключевых подгрупп) и приведена аргумен-
тация ее клинической релевантности;

2) существует фармакологическое обоснование 
причин различной эффективности (или соотноше-
ния «польза — риск») исследуемого препарата в суб-
популяции и общей популяции пациентов (во вни-
мание принимают также масштаб выявленных 
отличий и используемую шкалу оценки);

3) эффект лечения, наблюдаемый в подгруппе, 
обычно больше, чем во всей рандомизированной 
популяции исследования. Совокупность статисти-
ческих доказательств, основанных на отдельных КИ 
и объединенных анализах, должна соответствовать 
тем же стандартам доказательств, которые обычно 
предъявляются для всей рандомизированной по-
пуляции, что указывает на выраженность эффекта 
в подгруппе по сравнению с имеющейся фоновой 
вариабельностью явления;

4) результаты анализа подгруппы воспроизво-
дятся в других КИ (как проведенных спонсором, 
так и внешних КИ). Особые затруднения возникают 

при рассмотрении заявки на регистрацию препара-
та, доказательства эффективности и безопасности 
применения которого основаны на результатах од-
ного ключевого КИ, поскольку основным призна-
ком достоверности выводов является идентичность 
результатов, полученных в различных КИ. В случае 
проведения только одного КИ биологические пред-
посылки и полученные клинические данные для ис-
следуемой подгруппы должны быть исключительно 
убедительными;

5) в случае, когда рекомендации по лечению 
основаны на анализе подгруппы, необходимо про-
вести тщательный анализ соотношения «польза — 
риск» в данной подгруппе, а также удостовериться 
в применимости данных по безопасности, полу-
ченных для популяции всех рандомизированных 
пациентов. Редкие серьезные нежелательные явле-
ния могут случайным образом не встречаться в ин-
тересующей подгруппе в рамках проведенного КИ, 
но должны быть учтены при оценке соотношения 
«польза — риск», если не обосновано иное.

Необходима тщательная проверка исходных 
клинических характеристик пациентов из иссле-
дуемой подгруппы для сравнения терапевтическо-
го эффекта в подгруппе между группами лечения. 
Может потребоваться корректировка различий 
по исходным клиническим характеристикам, чтобы 
гарантировать, что наблюдаемый в подгруппе паци-
ентов терапевтический эффект исследуемого препа-
рата не вызван или не усиливается из-за дисбаланса 
между группами лечения.

При соблюдении всех вышеперечисленных тре-
бований регистрация исследуемого препарата мо-
жет быть ограничена показаниями к применению 
пациентами только из подгруппы КИ с выражен-
ным терапевтическим эффектом; если же суще-
ственные различия между величиной эффекта лече-
ния или соотношением «польза — риск» во всем КИ 
по-прежнему не будут объяснены, то регистрация 
препарата может оказаться невозможной.

Пример (гетерогенность эффекта лечения меж­
ду подгруппами). В международном КИ фазы III 
PLATO, проведенном с участием более чем 18  000 
пациентов с острым коронарным синдромом, было 
продемонстрировано преимущество тикагрелора 
перед клопидогрелом в общей популяции в отноше-
нии первичной комбинированной конечной точки 
«смерть от сосудистых причин / инфаркт миокарда / 
инсульт» (отношение риска (HR) 0,84) [9]. Однако 
по результатам предусмотренного протоколом КИ 
анализа подгрупп была выявлена гетерогенность ре-
зультатов по эффективности для когорты пациентов 
из региона Северная Америка, составляющей ~10% 
от общей популяции КИ (HR 1,25), при этом для па-
циентов из других географических регионов были 
получены согласованные результаты (HR 0,80–0,86). 
Несмотря на то что анализ подгрупп в этом КИ носил 
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исключительно описательный характер (для иденти-
фикации подгрупп кроме географического было за-
ранее выбрано более тридцати иных факторов и ста-
тистических поправок в связи с этим введено не было) 
и статистическая значимость теста взаимодействия 
«терапия*географический регион» составила не-
многим менее 5% (p = 0,045) — FDA первоначально 
не одобрило применение тикагрелора. Позднее не-
зависимыми статистическими группами был про-
веден дополнительный анализ данных для количе-
ственной оценки того, какая часть взаимодействия 
«терапия*регион» может быть объяснена клиниче-
скими характеристиками пациентов и сопутствую-
щим лечением, включая поддерживающую терапию 
аспирином. В США больше пациентов (53,6%), чем 
в остальных странах (1,7%), принимали аспирин 
в средней дозе ≥300 мг/сут. Методом скорректиро-
ванного по средней поддерживающей дозе аспири-
на регрессионного анализа Кокса и регрессионного 
анализа в восьми ориентирных временных точках 
(landmark analyses) было показано, что у пациентов, 
принимающих аспирин в низких дозах (≤100 мг/сут), 
тикагрелор ассоциировался с лучшими результатами 
по сравнению с клопидогрелом (HR 0,77). Однако 
по результатам статистического моделирования 
на основании частоты клинических исходов в разных 
странах и распределения пациентов было показано, 
что наблюдаемая структура результатов могла воз-
никнуть случайным образом. Учитывая также от-
сутствие четкого биологического обоснования того, 
почему тикагрелор может быть менее эффективным, 
чем клопидогрел в сочетании с высокой поддержи-
вающей дозой аспирина, был сделан вывод, что на-
блюдаемая неоднородность эффекта лечения могла 
быть случайной из-за большого количества нескор-
ректированных анализов подгрупп, и препарат в ито-
ге получил одобрение регуляторных органов США — 
с указанием, что суточная поддерживающая доза 
аспирина должна составлять 75–100 мг.

Вариант 3: статистическая значимость ре-
зультатов в первичной популяции анализа не была 
достигнута, но существует заинтересованность 
в определении подгруппы, в которой можно оценить 
соответствующий эффект лечения и найти убеди-
тельные доказательства благоприятного соотноше-
ния «польза — риск»10. Подобная ситуация возникает 
в случае, если основная цель КИ не была достигнута, 
исследование потерпело неудачу (невозможность 
отклонить нулевую гипотезу, что обычно классифи-
цируется как двусторонний p > 0,05). С формальной 
статистической точки зрения дальнейшее подтверж-
дающее тестирование по дополнительным задачам 
КИ недопустимо, так как первичная статистическая 
гипотеза не была доказана.

Как правило, в таких ситуациях требуется про-
ведение дополнительных КИ. В редких случаях 

возможно одобрение препарата регуляторными ор-
ганами без проведения дополнительных исследова-
ний. Основанием такого одобрения может быть не-
возможность повторного проведения КИ в больших 
популяциях (например, КИ препаратов для лечения 
сердечно-сосудистых заболеваний). В этом случае 
даже субпопуляции рандомизированных пациентов 
могут представлять значительное количество на-
дежных доказательств для оценки эффективности 
лечения и соотношения «польза — риск».

Необходима тщательная оценка всех имею-
щихся доказательств, и спонсорам следует иметь 
в виду, что вышеописанный сценарий в большин-
стве случаев будет рассматриваться как не отвечаю-
щий предъявляемым требованиям для регистрации 
препарата. Если, тем не менее, в исключительных 
случаях рассматривается возможность вынесения 
положительного решения о регистрации, то должно 
быть представлено четкое обоснование того, почему 
должным образом спланированное КИ потерпело 
неудачу, несмотря на то что препарат считается эф-
фективным, и почему проведение дополнительных 
проспективных КИ для установления формально-
го доказательства эффективности неосуществимо 
или неоправданно.

Пример (препарат, не отвечающий предъявляемым 
требованиям). Исследования применения препарата 
адуканумаб по показанию «болезнь Альцгеймера» 
потерпели неудачу по результатам промежуточного 
анализа бесполезности в двух идентичных по дизай-
ну КИ III фазы ENGAGE и EMERGE — соответствие 
критериям бесполезности <20% условной мощности. 
Однако по окончанию этих КИ компания Biogen 
подала заявку в FDA на получение маркетингового 
одобрения препарата на основании post hoc анали-
за — были повторно проанализированы данные КИ 
с дополнительным включением пациентов (12 и 18% 
от запланированного количества соответственно), 
продолживших участие в исследовании после даты 
проведения анализа бесполезности. В результате в КИ 
ENGAGE статистическая значимость по первичной 
переменной эффективности CDR-SB в отношении 
превосходства над плацебо не была достигнута в груп-
пе пациентов, получавших препарат в высокой дозе 
(6% ухудшение по сравнению с плацебо, p = 0,627), 
но в КИ EMERGE продемонстрировано улучшение 
на 23% по сравнению с плацебо (р = 0,031). Также 
было проведено сравнение  с группами плацебо (чис-
ленностью пациентов n = 545 и 548 соответственно) 
подгруппы пациентов (n = 116 и 147 соответствен-
но), получавших адуканумаб в высокой дозе 10 мг/кг 
в течение 78 нед. исследования и не имеющих значи-
тельных отклонений от протокола [10]. Данный слу-
чай вызвал резкую критику как среди представителей 
фармацевтической индустрии, так и академического 
сообщества [11]. Причины, по которым проведенный 

10 Там же.
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компанией анализ неправомерен: 1) анализ подгруп-
пы, меньшей, чем планировалось численности (40% 
пациентов не завершили КИ EMERGE); 2) необо-
снованность сравнения выборки пациентов с высо-
кой комплаентностью с более гетерогенной группой 
плацебо; 3) указанная подгруппа составляет только 
20% от численности пациентов, получавших пре-
парат в высокой дозе, и предположительно вклю-
чает большинство пациентов с отсутствием аллели 
APOE ε4 (прогностический биомаркер более тяже-
лого течения заболевания); 4) отсутствие реплика-
ции (внутренней — КИ ENGAGE, внешней — КИ 
препаратов подобного класса неоднократно терпели 
неудачу); 5) слабая биологическая правдоподобность 
(этиология заболевания неизвестна, его патогенети-
ческие механизмы в динамике в рамках амилоидной 
гипотезы изучены недостаточно).

Пример (проведение дополнительного КИ). В КИ 
SYNTAX не удалось доказать основную гипотезу 
неменьшей эффективности чрескожного коронар-
ного вмешательства (ЧКВ) по сравнению с аорто-
коронарным шунтированием (АКШ) у пациентов 
с ишемической болезнью сердца с трехсосудистым 
поражением коронарных артерий или стенозом 
ствола левой коронарной артерии — частота серьез-
ных нежелательных сердечно-сосудистых или цере-
броваскулярных явлений в группе АКШ 12,4% vs. 
в группе ЧКВ 17,8%, p = 0,002, абсолютная разность 
5,4%, верхняя граница одностороннего 95% ДИ 8,3% 
при границе не меньшей эффективности δ 6,6% (на-
личие подгрупп пациентов по локализации пораже-
ния было учтено при оценке мощности и размера 
выборки на этапе протокола КИ) [12]. Но проведен-
ный post­hoc анализ подгрупп выявил, что для паци-
ентов с поражением левой главной коронарной ар-
терии (кроме пациентов с высокой анатомической 
сложностью по шкале SYNTAX Score) ЧКВ может 
являться приемлемой альтернативой АКШ [13]. 
В результате было проведено отдельное КИ EXCEL 
на указанной популяции пациентов с низкой и сред-
ней анатомической сложностью, в котором была 
продемонстрирована не меньшая эффективность 
ЧКВ АКШ в отношении комбинированной конеч-
ной точки «смерть / инфаркт миокарда / инсульт» 
в течение трех лет с момента проведения вмешатель-
ства (ЧКВ 15,4% vs. АКШ 14,7%, абсолютная раз-
ность 0,7%, верхняя граница одностороннего 97,5% 
ДИ 4,0%, p = 0,02 при δ 4,2%) [14]. Однако в 2019 г. 
возникли серьезные разногласия в кардиологиче-
ском сообществе относительно интерпретации ре-
зультатов данного исследования [15, 16].

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО АНАЛИЗУ ПОДГРУПП НА СТАДИИ 
ПЛАНИРОВАНИЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

Полностью описать запланированный анализ 
подгрупп на этапе проекта протокола возможно 

только в редких случаях. Несмотря на ограничен-
ное количество информации об эффективности 
исследуемого препарата на этапе планирования 
подтверждающего КИ фазы III следует использо-
вать всю доступную информацию для выбора оп-
тимальной стратегии анализа данных. Поскольку 
наибольшее доверие вызывают результаты заранее 
запланированного в проекте протокола анализа 
подгрупп, следует уделить значительное внимание 
выбору подгрупп пациентов, представляющих ин-
терес с клинической точки зрения, проводя анализ 
научной литературы по исследуемой нозологии. 
Кроме этого, еще на этапе КИ фазы II можно про-
водить поисковый анализ клинически значимых 
подгрупп11.

Учет гетерогенности в целевой популяции. 
Во время разработки дизайна и планирования 
статистического анализа КИ обсуждение извест-
ных прогностических (разграничивающих группы 
по разным клиническим исходам) и предиктивных 
(разграничивающих группы с различным ответом 
на лечение) факторов является одним из наиболее 
важных этапов подготовки исследования. На дан-
ном этапе необходимо выбрать целевую группу па-
циентов для КИ. В частности, следует определить, 
должны ли критерии включения/невключения 
ограничивать популяцию пациентов, например, од-
ним уровнем определенного фактора, или же пред-
полагается, что исследуемый препарат предназна-
чен для всей популяции при условии, что пациенты 
во всех субпопуляциях, определяемых различными 
уровнями фактора, получат в значительной степени 
пользу от лечения.

КИ с включением широкого круга пациентов 
дает возможность регистрации препарата с расши-
ренными показаниями к применению, но это также 
потребует от спонсора изучения согласованности 
ответа на лечение. Для дальнейшего принятия ре-
гуляторных решений по возможности рекомендует-
ся представлять результаты одного или нескольких 
крупных КИ, охватывающих всю целевую попу-
ляцию пациентов для возможной оценки влияния 
различных факторов, модифицирующих терапев-
тический эффект, с целью последующего анализа 
отношения ожидаемой пользы к возможному риску 
и общей оценки прогнозируемой терапевтической 
эффективности исследуемого препарата. В проекте 
протокола КИ должна обсуждаться ожидаемая сте-
пень гетерогенности популяции пациентов с точки 
зрения как прогностических, так и предиктивных 
факторов. Ограничение популяции исследования 
субпопуляцией целевой популяции пациентов (то 
есть всеми пациентами в соответствии с предпола-
гаемыми показаниями к применению) должно быть 
обосновано с учетом того, установлено ли такое огра-
ничение из-за проблем безопасности, ожидаемой 

11 Там же.



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

91

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

Особенности и значимость оценки подгрупп в подтверждающих клинических исследованиях 
Specific Aspects and Significance of Subgroup Assessment in Confirmatory Clinical Trials

недостаточной эффективности или каких-либо 
других соображений. Целесообразно собрать дока-
зательства того, что исследуемый препарат не при-
носит пользы всем пациентам из популяции КИ 
(например, в случае использования предиктивных 
биомаркеров)12.

Очевидно, что по мере проведения подтверж-
дающих КИ объем данных будет увеличиваться 
и, следовательно, не все потенциальные источники 
гетерогенности могут быть предсказаны заранее. 
Сведения, полученные в ходе исследования, долж-
ны быть приведены на этапе анализа независимо 
от того, были ли они отражены в протоколе КИ 
или нет. Заслепленный промежуточный анализ дан-
ных (в случае его наличия в КИ) дает возможность 
изучить имеющиеся клинические данные и затем 
пересмотреть запланированный анализ подгрупп, 
избегая при этом предвзятости в оценке.

Стратегия выбора и определения подгрупп 
для оценки13. После тщательного выбора иссле-
дуемой популяции в КИ и исключения подгрупп 
пациентов, о которых имеются веские основания 
полагать, что терапевтический эффект лечения 
будет несогласованным, стратегия последующего 
анализа данных по окончанию КИ, тем не менее, 
должна предусматривать доказательство правомер-
ности предположения о согласованности эффекта. 
Без обсуждения и проведения дальнейших анализов 
предположение о согласованности эффекта лечения 
по всей популяции КИ, основывающееся на высо-
кой вероятности ответа пациентов на лечение, яв-
ляется необоснованным.

Включенная в КИ популяция должна отражать 
эпидемиологию заболевания в целевой популяции 
пациентов (внешняя валидация). Следует рассмо-
треть необходимость стратификации при рандо-
мизации (в сочетании с блоковой рандомизацией) 
для того, чтобы, во-первых, снизить риск несба-
лансированного распределения пациентов с раз-
личными уровнями факторов в группы терапии; 
во-вторых, выделить некоторые факторы под-
групп для анализа того, будут ли пациенты с раз-
личным профилем риска иметь одинаковую пользу 
от применения исследуемого препарата. В частно-
сти, необходимо изучить, являются ли известные 
прогностические стратификационные факто-
ры также прогностическими для оценки эффек-
тивности и/или соотношения «польза — риск». 
Стратифицированная рандомизация допускает 
включение только ограниченного количества про-
гностических факторов в модель (корректировка 
по исходным значениям ковариат), поэтому на эта-
пе планирования следует обсудить с врачами-иссле-
дователями потенциально важные прогностические 
и предиктивные факторы для исследования.

В проекте протокола должны быть отдельно 
выделены ключевые подгруппы (соответствующие 
определению фактора идентификации подгрупп 
2 (нумерацию подгрупп см. выше)), а также пере-
числены поисковые подгруппы (соответствующие 
определению фактора идентификации подгрупп 3).

Четкое понимание приоритизации анализа раз-
личных подгрупп на этапе планирования КИ помога-
ет минимизировать апостериорные суждения и спо-
собствует созданию достаточной доказательной базы 
для оценки клинически значимых подгрупп и сни-
жению риска ошибочных заключений об эффектив-
ности или ее отсутствии в субпопуляциях пациентов. 
Важно достичь консенсуса между спонсором и регу-
лятором по вопросам проведения анализа подгрупп 
еще на этапе планирования КИ. В противном случае, 
если в проекте протокола (и затем в подготовленном 
отчете о проведенном КИ) указанные вопросы были 
освещены в недостаточной мере, регуляторная оцен-
ка анализа подгрупп будет проводиться преимуще-
ственно в формате post­hoc.

В целом план первоначального анализа должен 
учитывать тип фактора (например, бинарный/ка-
тегориальный/непрерывный) в отношении того, 
насколько он является прогностическим или пре-
диктивным. Функциональная форма связи фактора 
с эффектом лечения (например, линейная зависи-
мость) непрерывной переменной-ковариаты легко 
интерпретируется и делает возможной надлежащую 
классификацию подгрупп.

Если эффект лечения варьируется в зависимо-
сти от уровня конкретного фактора, последующие 
анализы могут включать категоризацию (для непре-
рывного фактора) или сжатые категории (для по-
рядковой категориальной переменной с большим 
числом уровней), поскольку эти категории относят-
ся к критериям, которые могут в конечном итоге ис-
пользоваться при составлении инструкции или при-
нятии клинических решений. Различные подходы 
к выполнению анализа подгрупп должны быть тща-
тельно описаны в проекте протокола.

ПРЕДСТАВЛЕНИЕ СВЕДЕНИЙ ПО АНАЛИЗУ ПОДГРУПП 
В РЕГИСТРАЦИОННОМ ДОСЬЕ

При регистрации исследуемого препарата 
по правилам Евразийского экономического союза 
в экспертном отчете по оценке безопасности, эф-
фективности и качества (далее — экспертный отчет 
по оценке) должны представляться результаты про-
веденного заявителем анализа подгрупп, включая 
представленное заявителем обсуждение результа-
тов в контексте наличия гетерогенности в целевой 
популяции и потенциальных источников несо-
гласованности терапевтического эффекта между 
субпопуляциями пациентов. Результаты анализа, 

12 Там же.
13 Там же.
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демонстрирующие согласованность терапевтиче-
ского эффекта, также должны представляться в экс-
пертном отчете по оценке безопасности, эффектив-
ности и качества (экспертный отчет по оценке)14.

Помимо этого, в экспертном отчете по оценке 
приводятся выводы регуляторного органа относи-
тельно методологического качества проведенно-
го анализа подгрупп, его научной обоснованности 
и клинической интерпретируемости полученных 
результатов15. В случае признания достоверности 
выявленной несогласованности терапевтического 
эффекта в экспертном отчете по оценке приводится 
соответствующее обсуждение с точки зрения клини-
ческой значимости, соотношения «польза — риск» 
и представления указанной информации в разделе 
«Общая характеристика лекарственного препарата» 
(ОХЛП)16. Если результаты, указывающие на несо-
гласованность терапевтического эффекта, призна-
ются недостоверными, то это также должно быть 
указано в экспертном отчете по оценке.

Представление сведений относительно со-
гласованности терапевтического эффекта в раз-
деле 5.1 «Фармакодинамические свойства» ОХЛП, 
как правило, не требуется, но может быть целе-
сообразным при наличии важной информации 
для врача17. Если в ключевой подгруппе пациен-
тов были получены неопределенные результаты 
по первичным переменным эффективности/без-
опасности, несмотря на положительные результаты 
в исследовании в целом, то такие сведения могут 
быть указаны в качестве предупреждения в разде-
ле 4.4 «Особые указания и меры предосторожности 
при применении» ОХЛП вместе с данными, пред-
ставленными в разделе 5.1. Результаты анализа под-
групп, указывающие на отсутствие терапевтической 
эффективности или неблагоприятное соотношение 
«польза — риск» в определенных подгруппах (в слу-
чае признания их достоверности), должны быть от-
ражены в разделе 4.1 «Показания к применению» 
и/или 4.3 «Противопоказания» ОХЛП18.

Описание в экспертном отчете по оценке ре-
зультатов КИ с выполненным анализом подгрупп, 

соответствующим вариантам 2 или 3 сценариев 
оценки экспертом (о сценариях см. выше), должно 
содержать обстоятельное обсуждение с обосновани-
ем принятого положительного решения о регистра-
ции препарата по результатам такого анализа. Если 
целевая популяция ограничена подгруппой пациен-
тов из популяции проведенного КИ, то результаты 
исследования эффективности и безопасности пре-
парата сначала должны быть представлены в общем 
по всей популяции КИ, а затем отдельно по данной 
подгруппе в разделе 5.1. «Фармакодинамические 
свойства» ОХЛП. Объяснение того, почему резуль-
таты по эффективности и безопасности в данной 
подгруппе можно считать достоверными, могут 
быть представлены там же в краткой форме. Если 
аналогичные результаты по эффективности и без-
опасности для данной подгруппы повторяются сра-
зу в двух проведенных КИ, то целесообразно пред-
ставить результаты обоих КИ для описания степени 
согласованности результатов анализа.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описанные в работе требования отражают об-
щие принципы планирования и проведения анали-
за подгрупп в подтверждающих КИ, обозначенные 
в международных руководствах и специализиро-
ванной статистической литературе. Разработка ука-
занных требований продиктована востребованно-
стью анализа подгрупп и его зачастую ошибочным 
выполнением и некорректной интерпретацией 
результатов.

Представленные рекомендации целесообразно 
использовать как экспертам, осуществляющим экс-
пертизу отношения ожидаемой пользы к возможно-
му риску применения ЛП, так и фармацевтическим 
компаниям при подготовке протоколов и отчетов 
клинических исследований ЛП.

Вклад авторов. О. И. Басова — разработка концепции, 
сбор и анализ данных, написание текста; И. В. Лысико-
ва — обоснование актуальности работы, литературный 
обзор и написание текста; О. Ю. Иванова — научное ре-
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Рекомендации по программе клинических исследований лекарственных препаратов 
для профилактики и лечения сахарного диабета
И. А. Проскурина, Е. В. Петранева*, Д. В. Горячев

Федеральное государственное бюджетное учреждение
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Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский бульвар, д. 8, стр. 2, Москва,127051, Российская Федерация

Резюме. Сахарный диабет представляет собой значимую проблему общественного здравоохранения, является одним из 
основных хронических неинфекционных заболеваний. Длительность лечения, поэтапность и необходимость индиви-
дуального подхода при проведении терапии сахарного диабета ставят серьезные задачи перед разработчиками новых 
препаратов. На территории Европейского союза с 2005 г. действует централизованная процедура регистрации новых 
гипогликемических препаратов, что обеспечивает единство подходов к оценке их эффективности и безопасности. Цель 
работы — анализ актуальных требований к планированию клинических исследований гипогликемических препаратов, 
содержащих новые действующие вещества (исключая препараты инсулина). Рекомендации Консенсуса Европейской 
ассоциации по изучению сахарного диабета (EASD) и Американской диабетической ассоциации (ADA) по диагностике 
и лечению сахарного диабета 2 типа 2019 г. предлагают пошаговый подход к интенсификации терапии для достижения 
гликемической цели, который учитывает наличие у пациента сердечно-сосудистых и других заболеваний, функцио-
нальных особенностей организма. На основании проведенного анализа документов EASD/ADA и научной литературы 
предложены рекомендации по основным принципам планирования и проведения клинических исследований на за-
вершающих этапах разработки гипогликемических лекарственных препаратов. Описаны новые подходы к проведению 
клинических исследований, позволяющие наиболее достоверно оценить эффективность терапии. Стратегия оценки 
терапевтического эффекта препарата должна быть тщательно спланирована, обоснована, отражена в переменных ин-
тереса, дизайне клинического исследования и статистическом анализе его результатов. Основным критерием эффек-
тивности в подтверждающих клинических исследованиях гипогликемических лекарственных препаратов должна быть 
демонстрация преимуществ в отношении улучшения контроля гликемии. В качестве вторичной конечной точки может 
рассматриваться влияние препарата на массу тела. Обязательным требованием являются подтверждение сердечно-со-
судистой безопасности препарата и возможные дополнительные преимущества в отношении уменьшения риска раз-
вития сердечно-сосудистых заболеваний. В протоколе клинического исследования требуется представить определение 
интеркуррентных событий и гипогликемии. Всестороннее изучение безопасности нового гипогликемического препа-
рата должно включать выявление предполагаемых или известных эффектов соответствующего класса лекарственных 
препаратов. Представленные рекомендации могут использоваться разработчиками лекарственных препаратов, а также 
экспертами, осуществляющими оценку программы клинической разработки гипогликемических препаратов и экспер-
тизу с целью регистрации.
Ключевые слова: сахарный диабет; клиническое исследование; гипогликемические лекарственные препараты; терапев-
тический эффект; конечные точки; популяция; интеркуррентные события
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Recommendations on the Clinical Trial Programme for Diabetes Medicines
I. A. Proskurina, E. V. Petraneva*, D. V. Goryachev
Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products,

8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

Abstract. Diabetes is a serious public health problem and one of the major chronic noncommunicable diseases. A lengthy stepwise 
treatment, and the need for an individualised approach to antidiabetic therapy, pose serious challenges for medicine developers. 
For all new hypoglycaemic medicines, there has been a centralised authorisation procedure in the European Union (EU) since 
2005, which ensures a unified approach to efficacy and safety assessment. The aim of the study was to analyse current requirements 
for planning clinical trials of hypoglycaemic medicines containing new active substances (except for insulin products). The recom-
mendations for diagnosis and treatment of type 2 diabetes, prepared by the European Association for the Study of Diabetes 
(EASD) and the American Diabetes Association (ADA) in 2019, suggest a step-by-step approach to intensification of treatment 
to maintain glycaemic targets, which takes account of concomitant cardiovascular or other diseases, and clinical characteristics of 
patients. The analysis of EASD/ADA documents and scientific literature helped to develop recommendations on the basic prin-
ciples of planning and conducting clinical trials at the final stages of hypoglycaemic medicine development. The paper describes 
new approaches to clinical trials, which allow for a more reliable assessment of the treatment effectiveness. The strategy for the 
assessment of therapeutic effect should be carefully planned, justified, and reflected in variables of interest, clinical trial design, 
and statistical analysis of the trial results. The main efficacy criterion in confirmatory clinical trials of hypoglycaemic medicines 
should be the demonstration of benefits in improving glycaemic control. The medicine’s effect on the body weight may be con-
sidered as a secondary endpoint. An essential requirement is confirmation of the medicines’ cardiovascular safety, while potential 



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

95

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

Рекомендации по программе клинических исследований лекарственных препаратов для профилактики и лечения сахарного диабета
Recommendations on the Clinical Trial Programme for Diabetes Medicines

По оценкам Международной федерации диабе-
та (International Diabetes Federation, IDF) в 2019 г. 
глобальная распространенность сахарного диа-
бета (СД) составила 9,3% мирового населения 
(463 млн человек), к 2030 г. прогнозируется уве-
личение количества пациентов на 10,2% (578 млн 
человек) и к 2045 г. на 10,9% (700 млн человек) [1]. 
По данным Федерального регистра СД Российской 
Федерации, количество заболевших на конец 
2017 г. составило около 4,5 млн человек (3,06% на-
селения Российской Федерации), из них сахарный 
диабет 2 типа (СД2) был диагностирован у 4,15 млн 
человек (92,1%), сахарный диабет 1-го типа — 
у 256,1 тыс. человек (5,7%) [2].

Признание важности этого заболевания яви-
лось причиной разработки в Европейском союзе 
обязательной единой централизованной процеду-
ры подачи и одобрения новых препаратов инсули-
на и гипогликемических лекарственных препаратов 
(ГГП), содержащих новые действующие вещества. 
Основным критерием эффективности в подтверж-
дающих клинических исследованиях (КИ) лекар-
ственных препаратов для лечения СД является де-
монстрация преимуществ в отношении улучшения 
контроля гликемии. Данные о препарате подробно 
описываются в Европейском отчете по обществен-
ной оценке (European Public Assessment Report, 
EPAR), доступном на веб-сайте Европейского 
агентства по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, EMA)1.

Развитие научных знаний в области патогенеза 
СД2 и появление новых классов ГГП приводят к из-
менению требований к оценке препаратов, содержа-
щих новые действующие вещества. Разработчикам 
лекарственных средств и экспертам важно сверять 
свою позицию с рекомендациями международных 
профессиональных (Европейская ассоциация по из-
учению сахарного диабета (European Association on 
Studies of Diabetes, EASD) и Американская диабети-
ческая ассоциация (Association on Studies of Diabetes, 
ADA)) и экспертных (EMA и Управление по кон-
тролю качества продуктов питания и лекарственных 
средств США (Food and Drug Administration, FDA)) 
организаций, так как разработка каждого нового 
препарата в перспективе может иметь глобальное 

значение и повлечь за собой изменение существую-
щих стандартов лечения СД.

Ишемическая болезнь сердца, цереброваску-
лярные заболевания и заболевания периферических 
артерий атеросклеротического происхождения, 
которые в совокупности называются атеросклеро-
тическими сердечно-сосудистыми заболеваниями, 
являются основной причиной смертности у паци-
ентов с СД2 [3, 4]. За последние годы был достиг-
нут значительный прогресс в снижении риска сер-
дечно-сосудистых (СС) исходов у пациентов с СД2. 
Поводом к пересмотру требований, связанных с СС 
безопасностью ГГП, послужили данные об увели-
чении на 43% риска развития инфаркта миокарда 
у пациентов, получавших росиглитазон, на фоне со-
хранения высокого риска СС заболеваний в целом.

FDA в 2008 г. выпустило рекомендации, направ-
ленные на оценку СС безопасности новых ГГП2, 
в которых говорится, что результаты КИ препарата 
для лечения СД2, полученные до его регистрации, 
должны исключать неприемлемый СС риск, демон-
стрируя верхнюю границу двустороннего 95% до-
верительного интервала (ДИ), коэффициент риска 
<1,8 для комбинированной конечной точки (серьез-
ных неблагоприятных сердечных событий (Major 
Adverse Cardiac Events, MACE)), состоящей как ми-
нимум из сердечно-сосудистой смерти, нефаталь-
ного инфаркта миокарда и инсульта. В случае уже 
зарегистрированных препаратов, для которых верх-
няя граница ДИ находится между 1,3 и 1,8, необхо-
димо провести пострегистрационные исследования 
той же комбинированной конечной точки MACE.

Результаты исследования по контролю и ослож-
нениям при СД (Diabetes Control and Complication 
Trial, DCCT) показали, что достижение целевых 
значений гликемии приводит к снижению микро-
сосудистых осложнений. С другой стороны, извест-
но, что интенсивная терапия, проводимая с целью 
достижения нормальных значений гликемии, со-
пряжена с увеличением частоты гипогликемии, уве-
личением массы тела и общей смертности. Об этом 
свидетельствуют результаты исследования по кон-
тролю сердечно-сосудистого риска при СД (Action 
to Control Cardiovascular Risk in Diabetes (ACCORD)), 
полученные в группе интенсивного лечения [5].

1 https://www.ema.europa.eu
2 Guidance for industry diabetes mellitus—evaluating cardiovascular risk in new antidiabetic therapies to treat type 2 diabetes, Docket No. FDA-
2008-D-0118. FDA; 2008.

additional benefits are reduction or prevention of risks of cardiovascular disease development. The clinical trial protocol should 
provide definitions for intercurrent events and hypoglycaemia. A comprehensive safety study of a new hypoglycaemic medicine 
should involve identification of anticipated or known side effects characteristic of a particular pharmacological class. The provided 
recommendations may be helpful for medicine developers, and for experts who perform assessment of clinical trial programmes 
and regulatory submissions for hypoglycaemic medicines.
Key words: diabetes; clinical trial; hypoglycaemic medicines; therapeutic effect; endpoints; population; intercurrent events
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В рекомендациях EMA (2008 г.) появилось тре-
бование о расширении программы КИ, необходи-
мой для одобрения новых ГГП3. После внедрения 
рекомендаций было отмечено значительное уве-
личение количества рандомизированных исследо-
ваний СС исходов (Cardio-Vascular Outcome Trials, 
CVOT), результаты которых помогли уточнить про-
филь СС безопасности ГГП. На основании анализа 
этих данных было предложено включать частоту го-
спитализации по причине хронической сердечной 
недостаточности в качестве части первичной ком-
бинированной конечной точки CVOT в дополнение 
к основным MACE [6]. Впоследствии как дополни-
тельный первичный исход было предложено оцени-
вать частоту госпитализации по поводу нестабиль-
ной стенокардии (4P-MACE) [7].

Результаты CVOT легли в основу алгоритмов ле-
чения СД2, согласованных ADA и EASD [8], кото-
рые рекомендуют применять индивидуальный под-
ход и ориентироваться на пациента, а не стремиться 
к стандартизации целей лечения. Фундаментом 
терапии по-прежнему является изменение образа 
жизни пациента и применение метформина в ка-
честве первой линии терапии. Важные изменения 
коснулись второй и третьей линии терапии СД2: 
гипогликемическую терапию рекомендовано на-
значать с учетом сопутствующих заболеваний и ин-
дивидуальных особенностей пациента.

С 2005 г. в мире было одобрено более 40 препара-
тов для лечения СД2, содержащих новые действую-
щие вещества. Одновременно были проведены КИ, 
связанные с СС безопасностью ранее зарегистри-
рованных ГГП [9]. Таким образом, современный 
подход к оценке СС безопасности ГГП включает 
в себя не только предрегистрационный, но и обяза-
тельный длительный пострегистрационный период 
сбора данных.

Цель работы — анализ актуальных требований 
к планированию регистрационных КИ гипоглике-
мических препаратов, содержащих новые действу-
ющие вещества (исключая препараты инсулина). 
Оценка проведена с использованием международ-
ных рекомендаций и научных публикаций, касаю-
щихся сахарного диабета 2 типа.

ЦЕЛЬ ПОДТВЕРЖДАЮЩИХ КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 
НОВЫХ ГИПОГЛИКЕМИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Основной целью подтверждающих клинических 
исследований ГГП является оценка их терапевти-
ческого эффекта в сравнении с альтернативной те-
рапией (отсутствие лечения или другое лечение). 
Терапевтический эффект нового препарата оце-
нивается по разнице содержания гликированного 
гемоглобина HbA1c в начале и конце исследова-
ния (или другого предварительно определенного 

периода времени для оценки эффекта) в сравнении 
с данными, полученными в группе контроля.

При определении терапевтического эффекта 
важно принимать во внимание интеркуррентные 
события, которые могут препятствовать наблюде-
ниям за интересующей переменной либо влиять 
на ее интерпретацию. Такими событиями могут 
быть, например, назначение «терапии спасения» 
или изменение фоновой гипогликемической тера-
пии из-за непереносимости или неэффективности 
исследуемых препаратов (ИП). Дополнительные 
препараты, снижающие гликемию («терапия спа-
сения»), назначаются по этическим соображениям 
пациентам с СД2, у которых в период исследования 
сохраняются более высокие показатели глюкозы 
по сравнению с целевым уровнем, указанным в про-
токоле. В этом случае достигнутое в конце КИ сни-
жение гликемии будет отражать комбинированный 
эффект ИП и «терапии спасения».

Другими интеркуррентными событиями явля-
ются преждевременное прекращение приема, не-
правильный прием или пропуски в приеме ИП, 
летальный исход. Могут отсутствовать данные 
о гликемии у пациента в ключевых временных точ-
ках исследования (например, в результате пропуска 
измерения содержания глюкозы в крови), что может 
расцениваться как потеря данных для оценки. Если 
пациент прекращает прием препарата по причине 
возникновения нежелательного явления, в резуль-
татах КИ будет зафиксировано содержание глю-
козы в крови на момент прекращения приема пре-
парата, но эти данные не будут отражать эффект 
ИП на момент завершения исследования. Данные 
на момент окончания КИ будут отсутствовать в слу-
чае преждевременного прекращения приема ИП 
или по причине летального исхода.

Для учета результатов терапии пациентов, 
не достигших по указанным выше причинам окон-
чания исследования, используется подход «послед-
него перенесенного наблюдения» (Last Observation 
Carried Forward, LOCF). Согласно этому подходу, 
последний результат измерения показателей глю-
козы в крови, полученный перед применением 
«терапии спасения», прекращением приема препа-
рата или потерей последующих данных для наблю-
дения, экстраполируется на окончательную оценку 
эффективности. Использование LOCF может при-
вести к завышению прогнозируемого эффекта пре-
парата, так как отсутствуют доказательства того, 
что результат, полученный пациентами в кратко-
срочном периоде, будет сохранен и в долгосрочной 
перспективе [10].

Выбор стратегии оценки интеркуррентных со-
бытий (табл. 1) с целью наиболее точного опреде-
ления терапевтического эффекта, в свою очередь, 

3 Concept paper on the need for revision of the note for guidance on clinical investigation of medicinal products in the treatment of diabetes 
mellitus. EMEA/CHMP/EWP/176348/2008. EMEA; 2008. 
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определяет дизайн исследования, метод сбора дан-
ных и выбор метода статистического анализа [11]. 
Так, например, в исследовании PIONEER 4 (ран-
домизированное, двойное слепое исследование 
III фазы семаглутида для приема внутрь по сравне-
нию с подкожным введением лираглутида и плацебо) 
эффективность препарата оценивали в соответствии 
с двумя стратегиями: терапевтической и гипотети-
ческой [12]. Терапевтическую стратегию (первичная 
оценка), отражающую принцип «намерения лечить» 
(Intention-to-Treat, ITT)4, определяли как эффект 
лечения для всех пациентов независимо от прекра-
щения приема ИП или применения «терапии спасе-
ния». Гипотетическая стратегия определяет эффект 
лечения для всех пациентов, которые продолжали 
терапию ИП в течение всего запланированного пе-
риода исследования и не получали «терапию спа-
сения» или не переходили на другие препараты. 
Прекращение приема ИП и начало применения 
«терапии спасения» учитываются в терапевтической 
и в гипотетической стратегии при оценке эффектив-
ности ИП в соответствии с ICH E9 (R1)5. Разница 
в снижении содержания HbA1c между группами ле-
чения к окончанию исследования PIONEER 4 в со-
ответствии с терапевтической стратегией оценки со-
ставила 0,2%, с гипотетической — 0,1% (рис. 1).

При определении целей КИ необходимо учи-
тывать фактическую приверженность пациентов 
к терапии. В частности, если пациенты прекратили 
лечение (например, по причине развития нежела-
тельных явлений), эффект лечения следует оцени-
вать на основании наблюдаемых или моделируемых 
данных, отражающих приверженность других па-
циентов к лечению. Аналитический подход, вклю-
чающий статистическую обработку недостающих 
данных, должен быть согласован с подтвержденной 

целью исследования. Данные, полученные после 
начала применения «терапии спасения», отражают 
действие «терапии спасения» самой по себе, поэто-
му не представляют интереса для оценки терапев-
тического эффекта. В случае применения «терапии 
спасения» может потребоваться статистическое мо-
делирование на основании информации, получен-
ной в группе плацебо. Это может быть приемлемым 
способом воспроизведения ситуации прекращения 
лечения и гипотетического сценария, в котором до-
полнительные препараты не применялись6. Для КИ 
с активным контролем и гипотезой «сравнительной 
эффективности» может быть принята та же первич-
ная оценка.

4 ICH Topic E9. Statistical principles for clinical trials. Note for guidance on statistical principles for clinical trials. CPMP/ICH/363/96. EMEA; 1998.
5 ICH E9 (R1) addendum on estimands and sensitivity analysis in clinical trials to the guideline on statistical principles for clinical trials. 
EMA/CHMP/ICH/436221/2017. EMA; 2020.  
6 Там же.

Таблица 1. Оценка терапевтического эффекта в контексте рандомизированного контролируемого клинического ис-
следования у пациентов с сахарным диабетом 2 типа. Адаптировано из [10]

Table 1. Estimands in a type 2 diabetes randomised controlled study. Adapted from [10]

Популяция  
исследования

Study population

Первичная  
конечная точка

Primary outcome

Стратегия оценки интеркуррентных событий
Handling of intercurrent events 

терапевтическая стратегия
treatment policy estimand

гипотетическая стратегия
hypothetical estimand

композитная стратегия
composite estimand

Взрослые паци-
енты с сахарным 
диабетом 2 типа, 
контролируемого 
с помощью дие-
ты и физических 

упражнений
Adult patients 

with type 2 dia-
betes controlled 

with diet and 
physical exercises

Изменение 
содержания 

гликированного 
гемоглоби-

на от начала 
до окончания 
исследования 
на 26-й неделе

Change in 
HbA1c from 

baseline  
at 26 weeks

Измерение эффекта не-
зависимо от прекращения 
применения исследуемого 
препарата или применения 

«терапии спасения»
Measure treatment effect 
regardless of trial product 
discontinuation or use of 

rescue medication

Измерение эффекта у всех 
пациентов, продолжающих 

прием исследуемого пре-
парата и не применяющих 

«терапию спасения»
Measure effect of all patients 

who had continued using 
trial product and did not use 

rescue medication

Измерение различий в соот-
ношении количества пациентов, 

содержание гликированного 
гемоглобина у которых соста-
вило 6,5% в конце исследова-
ния без применения «терапии 

спасения» и которые следовали 
режиму протокола

Measure difference in propor-
tion of patients who reached an 
absolute HbA1c 6.5% at the end 

of trial without rescue medication 
and who adhere to the trial product

Семаглутид для приема внутрь / Oral semaglutide

Лираглутид для подкожного введения / Subcutaneous liraglutide

Плацебо / Placebo

–2,0

–1,2%
–1,1%

–0,2%
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–1,1%

–0,1%
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Рис. 1. Изменение HbA1c, оцененное в соответствии с раз­
личными стратегиями оценки терапевтического эффекта 
в исследовании PIONEER 4. Адаптировано из [12]

Fig. 1. Changes in HbA1c assessed in PIONEER 4 using two esti­
mand strategies. Adapted from [12]
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ОЦЕНКА ГЛИКЕМИЧЕСКОГО КОНТРОЛЯ

Первичная конечная точка. HbA1c — наиболее 
широко принятый показатель общего долгосрочно-
го контроля глюкозы в плазме крови (ГПК) у паци-
ентов с СД, отражающий среднюю концентрацию 
глюкозы в плазме крови в течение предшествую-
щих оценке 2–3 мес. Снижение показателя HbA1c 
уменьшает долгосрочный риск развития микро-
сосудистых осложнений, поэтому HbA1c признан 
первичной конечной точкой, которая отвечает тре-
бованиям исследования, проводимого для оценки 
гликемического контроля [13]. Данные по измене-
нию HbA1c в течение 12 нед. исследования (мини-
мально возможная продолжительность исследо-
вания) могут удовлетворять критерию первичной 
конечной точки, однако продолжительность и вре-
мя оценки конечной точки всегда должны быть обо-
снованы в зависимости от типа (механизма дей-
ствия) конкретного ГГП и цели исследования.

Как правило, до момента подачи досье препара-
та на регистрацию общая продолжительность при-
менения препарата в рамках КИ должна составлять 
не менее 12 мес. Поэтому после окончания рандо-
мизированного периода (в среднем 6 мес.), как пра-
вило, планируется продолженный открытый период 
исследования. В других случаях, как правило, свя-
занных с исследованиями безопасности ГГП, за-
явитель должен представить соответствующую ар-
гументацию продолжительности КИ.

Клиническую значимость полученного эф-
фекта необходимо дополнительно обосновать пу-
тем сравнения результатов, полученных в группе 
пациентов, принимавших ИП, и результатов, по-
лученных в группе сравнения. Сравниваемые по-
казатели — доля пациентов, придерживавшихся 
установленного режима терапии и достигших в кон-
це исследования показателей HbA1c ≤7% и/или 
≤6,5% без применения дополнительных препара-
тов. Эти результаты дают дополнительное представ-
ление о том, сколько пациентов имеют хорошую 
переносимость ИП и возможность прогнозировать 
его эффективность при практическом применении 
в долгосрочной перспективе. Разработчик препара-
та должен описать профиль пациента, ответивше-
го на терапию (респондента), с учетом возможного 
длительного применения препарата [14].

В краткосрочных исследованиях (длительностью 
до 8 нед.), где использование HbA1c для первичной 
оценки эффективности менее целесообразно, могут 
использоваться показатели ГПК и сывороточного 
фруктозамина.

HbA1с следует оценивать только с помощью 
валидированных или эталонных методов, реко-
мендованных организациями, занимающимися 
международной стандартизацией измерения HbA1c 
[15]. Рекомендуется выполнять централизованную 

оценку HbA1c по крайней мере в подтверждающих 
терапевтических исследованиях.

Вторичные конечные точки. В качестве вторич-
ной конечной точки оценки эффективности ГГП 
применяется изменение ГПК натощак. Возможно 
использование средних значений ГПК, измеренных 
через равные промежутки времени (не менее семи 
измерений: до и после каждого из трех приемов пищи 
и перед сном), а также подсчет количества эпизодов 
ночной гипогликемии. Стратегия подхода к анали-
зу интеркуррентных событий при оценке влияния 
препарата на вторичные переменные гликемиче-
ского контроля может быть такой же, как и при ис-
пользовании в качестве переменной HbA1c. В неко-
торых ситуациях следует предусмотреть проведение 
непрерывного мониторинга концентрации глюко-
зы (например, для получения информации о риске 
развития ночной гипогликемии), что позволит по-
лучить дополнительную информацию по действию 
препарата. В качестве вторичной точки также может 
применяться оценка снижения постпрандиальной 
гликемии, например после стандартизированного 
приема пищи. Для дополнительного обоснования 
результата, полученного по первичной конечной 
точке, может использоваться оценка количества 
пациентов, достигших целевого показателя HbA1c 
без гипогликемии.

Возможно использовать показатели содержания 
ГПК в капиллярной крови при условии, что есть 
уверенность в качестве проводимых измерений. 
Для описания ночных профилей концентрации 
глюкозы и постпрандиальной гликемии рекоменду-
ется применять устройства, позволяющие осущест-
влять непрерывный мониторинг ГПК. Традиционно 
использующиеся глюкометры для подобных изме-
рений требуют калибровки, так как показатели кон-
центрации глюкозы в интерстициальной жидкости 
и в плазме крови различаются [16]. Показатели ГПК 
в подтверждающих исследованиях часто использу-
ют для определения пороговых значений гликемии 
для инициирования применения препаратов «тера-
пии спасения». Снижение доли пациентов, которые 
получили «терапию спасения» и/или вышли из ис-
следования по причине недостаточной эффектив-
ности ИП по сравнению с плацебо, может быть 
использовано для дополнительного доказательства 
эффективности ИП.

Использование в качестве суррогатных мар-
керов эффективности терапии снижения частоты 
микро- и макрососудистых осложнений, связанных 
с повышением чувствительности к инсулину и улуч-
шением функции бета-клеток поджелудочной желе-
зы, пока не имеет должного научного обоснования, 
однако может применяться как вторичная конечная 
точка [17].

Полное устранение потребности в инсули-
не у клинически значимой доли пациентов с СД2 
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или снижение дозы инсулина, сопровождаемое кли-
нически значимым снижением массы тела или сни-
жением количества гипогликемических событий, 
можно рассматривать как степень эффективности 
ИП в дополнение к снижению или поддержанию 
HbA1c. Пациенты, у которых в течение исследова-
ния были значительно увеличены дозы препаратов 
фоновой терапии или к которым была применена 
«терапия спасения», классифицируются как «не от-
ветившие на лечение».

ОЦЕНКА ФАКТОРОВ РИСКА СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ

Краткосрочное и долгосрочное влияние ГГП 
на параметры, связанные с риском развития СС за-
болеваний (содержание липидов в сыворотке кро-
ви: холестерин липопротеидов низкой и высокой 
плотности, триглицериды, антропометрические 
параметры (масса тела, окружность талии и др.), ар-
териальное давление и частота сердечных сокраще-
ний), должны быть должным образом зафиксирова-
ны в документах исследования. Исследуемый ГГП 
предпочтительно должен оказывать благоприятное 
или нейтральное влияние на вышеперечисленные 
параметры, однако прежде чем сделать вывод о воз-
можных дополнительных преимуществах препа-
рата в отношении риска СС заболеваний следует 
изучить влияние препарата на контроль гликемии. 
Гипертриглицеридемия, обычно отмечаемая у па-
циентов с СД2 и являющаяся одним из критериев 
включения в исследование, в большинстве случаев 
может улучшаться при достижении целевого гли-
кемического контроля, и наоборот, неудовлетвори-
тельный контроль гликемии будет основным факто-
ром развития гипертриглицеридемии [18, 19].

Долгосрочные осложнения СД2 включают раз-
витие макрососудистых (сердечно-сосудистые, це-
реброваскулярные и периферические сосудистые 
заболевания) и микрососудистых (ретинопатия, не-
фропатия и нейропатия) патологий. Влияние пре-
парата на развитие этих осложнений в целевой по-
пуляции может быть достоверно оценено только 
в крупномасштабных и долгосрочных контролиру-
емых СVОТ, что не является обязательным требова-
нием при регистрации новых ЛП. Однако такие дан-
ные могут понадобиться для регистрации показания 
к применению препарата в качестве монотерапии 
первой линии в популяции пациентов без каких-либо 
ограничений по сопутствующим заболеваниям [20].

Если в целевой популяции пациентов с СД под-
тверждено, что препарат помимо улучшения глике-
мического контроля способствует предотвращению 
развития микро- и/или макрососудистых осложне-
ний, профилактика которых является частью кон-
цепции «лечение диабета», информация об этом мо-
жет быть включена в инструкцию по медицинскому 
применению лекарственного препарата.

ПОПУЛЯЦИЯ КЛИНИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ

Подтверждающие клинические исследования 
проводятся на поздних стадиях клинической раз-
работки для оценки отношения ожидаемой пользы 
к возможному риску применения препарата и обо-
снования показаний по применению. Для полу-
чения надежных доказательств терапевтической 
эффективности требуется включение в КИ отно-
сительно широкой популяции пациентов с СД2, 
которая будет отвечать требованиям репрезентатив-
ности. Доказательства эффективности препарата 
считаются более надежными, если препарат ока-
зывает заявленное действие в одинаковой степени 
на всю популяцию исследования в целом и на суб-
популяции в рамках одного исследования (внутрен-
няя согласованность).

Пациенты, планируемые для включения в ис-
следование, должны представлять целевую группу 
населения с точки зрения демографии, этническо-
го происхождения, продолжительности и тяжести 
СД2, сопутствующих заболеваний. Группы лечения 
должны быть сбалансированы по возрасту, полу, 
индексу массы тела, длительности и тяжести забо-
левания. Следует иметь в виду, что ответ на лече-
ние у пациентов с СД2 может быть неоднородным, 
что определяется рядом факторов, которые невоз-
можно учесть при включении пациентов в исследо-
вание [21]. Желательно применять стратификацию 
по параметрам исходного метаболического кон-
троля (например, группы пациентов с HbA1c ≤8% 
и HbA1c >8%), предшествующей гипогликемиче-
ской терапии до включения в исследование (на-
пример, диета, монотерапия, комбинированная 
терапия). Исследования монотерапии оптимально 
проводить у пациентов на ранней стадии СД2, ко-
торые не смогли достичь гликемического контро-
ля при помощи диеты и физических упражнений 
или прошли короткий курс лечения ГГП.

ДИЗАЙН ПОДТВЕРЖДАЮЩИХ КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования монотерапии. Сравнение ГГП 
с плацебо в условиях монотерапии необходимо 
для оценки подлинного действия препарата, на-
правленного на снижение гликемии, и профиля 
безопасности препарата. Выполнение такой оцен-
ки не зависит от того, планируется ли регистрация 
препарата для моно- или комбинированного при-
менения. У пациентов с СД2 на ранней стадии за-
болевания должны проводиться плацебо-контро-
лируемые КИ монотерапии продолжительностью 
3–6 мес., длительность применения плацебо более 
6 мес. не рекомендуется. Пациенты, планируемые 
для включения в эти КИ, предпочтительно долж-
ны иметь относительно низкий исходный уровень 
HbA1c (например, <8,5%). В протоколе иссле-
дования должны быть оговорены мероприятия, 
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применяемые при последовательном ухудшении 
контроля гликемии по сравнению с заранее уста-
новленной целью, в том числе условия начала «тера-
пии спасения» либо исключения пациента из иссле-
дования. С одной стороны, использование строгих 
гликемических критериев применения «терапии 
спасения» может быть аргументом, позволяющим 
включать в исследование продолжительностью бо-
лее 3 мес. пациентов с высоким исходным уровнем 
HbA1c, с другой стороны, это может привести к по-
тере данных и затруднениям последующей интер-
претации результатов исследования.

Если предполагается исследовать показание 
к применению нового ГГП в монотерапии первой 
линии (неограниченной) и существует информация 
о том, что препарат имеет выраженный и устойчи-
вый гипогликемический эффект, то обычно прово-
дят исследование эффективности препарата в срав-
нении с метформином. Профиль безопасности ГГП 
должен быть хорошо известен (в том числе должны 
существовать данные о долгосрочной безопасности 
и доказательства снижения микро- и/или макросо-
судистых рисков).

Исследования комбинированного применения 
(«add-on» показание) препарата направлены на опре-
деление его эффективности при введении в схему 
терапии пациентов, не достигших гликемическо-
го контроля при стандартном лечении. Выбор но-
вой комбинации препаратов должен быть сделан 
на основе рекомендаций ведущих научных обществ 
(ADA7, EASD, International Society for Pediatric and 
Adolescent Diabetes (ISPAD)), а также информации 
об известных противопоказаниях к применению не-
которых комбинаций. Для регистрации препарата 
по показанию к применению «дополнение к другим 
ГГП» следует представить данные по эффективно-
сти стандартных комбинаций препаратов. Кроме 
того, должны быть исследованы потенциально не-
безопасные комбинации препаратов (например, 
способные вызвать гипогликемию). Результаты ис-
следований комбинированного применения долж-
ны быть отражены в инструкции по медицинскому 
применению препарата. В исследованиях комбини-
рованной терапии необходимо использовать группу 
активного контроля или плацебо.

В исследование могут быть включены:
- пациенты, лечение которых по стандартной 

схеме с применением препаратов в максимально 
переносимой или рекомендуемой дозе не приве-
ло к желаемому результату. Пациенты, получав-
шие иную моно- или комбинированную терапию, 
перед включением в КИ могут быть переключены 
на стандартную монотерапию (фоновое лечение) 
на 8–12 нед. В том случае если терапевтические цели 
в течение 8–12 нед. не достигнуты, пациента вклю-
чают в исследование либо в группу, получающую 

ИП в дополнение к фоновой терапии, либо в группу 
плацебо/активного контроля. Пациентов, включен-
ных в исследование, необходимо стратифицировать 
в зависимости от предшествующего лечения;

- пациенты, принимавшие стабильные дозы 
ГГП с целью снижения гликемии и стабилизации 
HbA1c в течение 8–12 нед., предшествовавших на-
чалу КИ. Для достижения максимального эффекта 
снижения гликемии с помощью некоторых препа-
ратов может потребоваться более 12 нед.

При комбинированном применении ГГП дозу 
фонового препарата на протяжении всего исследо-
вания не меняют, если это не является необходимым 
с точки зрения безопасности. Дозу ИП подбирают 
методом титрования. В период КИ дозы ИП и пре-
парата сравнения должны быть стабильными.

Если пациенты не достигают контроля глике-
мии при применении неинсулиновых ГГП, эти пре-
параты отменяют и инициируют терапию препара-
тами инсулина [8]. В некоторых случаях, например 
при частых и тяжелых эпизодах гипогликемии, 
препятствующих достижению целевого гликемиче-
ского контроля, или при инсулининдуцированном 
увеличении массы тела, комбинация препаратов 
инсулина и ГГП может дать дополнительные пре-
имущества. Наиболее часто применяемой комби-
нацией препаратов являются препараты инсулина 
в сочетании с метформином [22].

Комбинированную терапию с ИП следует при-
менять для пациентов с СД2, не достигающих кон-
троля при монотерапии инсулином в адекватных 
дозах или при комбинированной терапии инсули-
ном с иным ГГП, обычно метформином, или двумя 
ГГП. Пациенты должны быть стратифицированы 
по получаемому лечению. Группы лечения должны 
быть однородны по отношению к режимам приме-
нения препарата инсулина (например, базальный, 
базально-болюсный режим). Для моделирования 
популяции пациентов с СД2, получающих инсу-
лин в реальной практике, в исследуемую популя-
цию должны быть включены пациенты с широким 
диапазоном индекса массы тела, существенную 
долю должны представлять пациенты с длительным 
анамнезом СД (например, ≥10 лет), а также пожи-
лые пациенты. После периода стабилизации дозы 
«инсулин + метформин» (как правило, составляет 
8 нед.) подходящие по критериям пациенты должны 
быть рандомизированы в группы, получающие ИП 
или плацебо, на период не менее 26 нед. Как пра-
вило, пациенты продолжают получать стабильную 
дозу препаратов фонового лечения, если только нет 
необходимости в снижении их дозы с точки зрения 
безопасности пациента (прежде всего снижения 
дозы инсулина из-за гипогликемии). Для предотвра-
щения возможных длительных периодов неудовлет-
ворительного контроля гликемии заранее должны 

7 https://professional.diabetes.org/content-page/practice-guidelines-resources
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быть определены критерии применения «терапии 
спасения».

Основная цель исследования состоит в демон-
страции превосходства применения ИП перед пла-
цебо в снижении HbA1c. Вторичные конечные точки 
должны среди прочего включать частоту эпизодов 
гипогликемии, в том числе серьезной гипоглике-
мии, изменение массы тела и дозы инсулина, а так-
же долю пациентов, достигших целевого показате-
ля HbA1c без гипогликемии. Например, основная 
цель исследования SCALE, в котором изучалось 
добавление лираглутида к терапии базальным ин-
сулином у пациентов с СД2 с повышенной массой 
тела или ожирением, которые ранее получали тера-
пию базальным инсулином и одним или двумя ГГП, 
состояла в оценке влияния лираглутида на массу 
тела пациентов по сравнению с плацебо при под-
держании или улучшении достигнутого контроля 
гликемии [23].

Исследования в особых популяциях. Цели лечения 
СД у пожилых пациентов, как и у более молодых па-
циентов, включают контроль гликемии и снижение 
СС риска. Гериатрическая популяция отличается 
большей неоднородностью, чем популяция паци-
ентов с СД2 в целом, поэтому при проведении ис-
следований необходимо учитывать наличие сопут-
ствующих заболеваний, макро- и микрососудистых 
осложнений и полипрагмазию, а также возможные 
особенности фармакокинетики препарата у пожи-
лых пациентов. Таким образом, для оценки сопо-
ставимости терапевтического эффекта и профиля 
безопасности (особенно вероятности развития ги-
погликемии) у пациентов в этих популяциях раз-
работчику необходимо представить данные по при-
менению препарата в разных возрастных группах. 
В зависимости от имеющихся данных могут потре-
боваться дополнительные исследования эффектив-
ности и безопасности у пожилых пациентов [24].

Распространенность СД2 у детей и подростков 
коррелирует с распространенностью ожирения в этой 
возрастной группе [25]. Из-за потенциальных разли-
чий протекания заболевания в популяциях детей/под-
ростков и взрослых (более быстрое снижение функ-
ции бета-клеток поджелудочной железы), специфики 
педиатрической популяции (процессы пубертатного 
развития, рост, развитие костей, нейрокогнитивное 
развитие и т.д.) рекомендуется проводить независимые 
педиатрические исследования. Частота и распростра-
ненность СД2 у детей ≤10 лет низкая, средний возраст 
развития СД2 составляет 13–14 лет, поэтому рекомен-
дуется включать в КИ пациентов в возрасте 10–18 лет.

БЕЗОПАСНОСТЬ НОВЫХ ГИПОГЛИКЕМИЧЕСКИХ ПРЕПАРАТОВ

Особые усилия должны быть предприняты 
для выявления потенциальных нежелательных ре-
акций, связанных с механизмом действия и фарма-
кодинамическими свойствами класса, к которому 

относится новый препарат. Изучение безопасности 
применения препарата может включать исследо-
вание возможного влияния на иммунный статус, 
стимулирующее влияние на рост новообразова-
ний, развитие инфекционных заболеваний и вос-
палительных процессов (например, панкреатит). 
С помощью одних только исследований комби-
нированного применения («add-on») невозможно 
окончательно оценить истинный профиль безопас-
ности нового препарата. Почти всегда присутствуют 
фармакодинамические взаимодействия с другими 
гипогликемическими лекарственными средства-
ми. Не всегда возможно определить относительный 
вклад других параметров (фармакокинетические 
взаимодействия, аддитивные токсические эффекты 
и др.) в наблюдаемый эффект. Следовательно, в до-
полнение к результатам, полученным в исследова-
ниях комбинированного применения, важно иметь 
данные о безопасности применения нового ГГП, 
полученные в условиях монотерапии.

Эпизоды тяжелой гипогликемии при СД2, 
связанной с выраженной дисфункцией централь-
ной нервной системы, встречаются крайне редко, 
но они могут иметь особое значение для детей/под-
ростков и пожилых людей. В протоколе КИ долж-
но быть указано стандартное определение тяжелых 
и менее тяжелых эпизодов гипогликемии с описа-
нием симптомов, а также пороговая концентрация 
глюкозы, определяемая по результатам самоконтро-
ля. Гипогликемия должна быть подтверждена путем 
измерения концентрации глюкозы в капиллярной 
крови или плазме.

В отчете о клиническом исследовании следует 
предоставлять подробный анализ эпизодов гипо-
гликемии, которые были отмечены в период иссле-
дования (например, анализ в группах пациентов, 
стратифицированных по возрасту: ≤65, >65, >75 лет; 
хронометраж эпизодов по отношению к времени 
действия препарата, времени суток). Для каждого 
эпизода гипогликемии необходимо указывать вре-
мя его начала, время, прошедшее после последнего 
приема препарата и после приема пищи, степень тя-
жести эпизода, его продолжительность, исход, дозу 
принимаемого препарата. При применении препа-
ратов, способных вызывать гипогликемию, а также 
для групп пациентов с повышенным риском разви-
тия гипогликемии следует предусмотреть возмож-
ность проведения измерений концентрации глю-
козы в ночное время. Непрерывный мониторинг 
концентрации глюкозы дает более полную инфор-
мацию о гликемическом профиле в течение ночи.

Программа разработки ЛП должна содержать 
клинические и доклинические исследования, по-
зволяющие получить данные, характеризующие 
риски, связанные с СС системой. В частности, это 
относится к препаратам с новым механизмом дей-
ствия или препаратам, для которых профиль СС 
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безопасности еще не установлен или поставлен 
под сомнение8. Если новый ГГП представляет собой 
белок, необходимо отслеживать образование специ-
фических антител и изменение их титра с течением 
времени. Иммуногенность оценивается с учетом 
положений руководства9.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в работе рекомендации от-
ражают основные принципы планирования и про-
ведения клинических исследований на завершаю-
щих этапах разработки ГГП (исключая препараты 
инсулина).

Выбор популяции пациентов определяется об-
щепризнанными алгоритмами диагностики и ле-
чения СД2, которые разрабатываются и утвержда-
ются ведущими международными экспертными 
организациями. При проведении подтверждающих 
клинических исследований необходимо иметь до-
статочные обоснования не только гипогликемиче-
ского действия препарата, но и информацию по его 
влиянию на СС риски и заболевания. Дизайн ис-
следования должен отвечать современным обще-
принятым концепциям доказательной медицины 
и представлять собой рандомизированное двойное 
слепое контролируемое исследование. Особое вни-
мание следует уделить необходимости соблюдения 
пациентами рекомендаций по питанию и уровню 
физической активности.

Длительность исследования должна составлять 
не менее 12 нед., так как это обеспечивает оценку 
эффективности нового ГГП по первичной конечной 
точке, которая определяется по изменению показа-
теля HbA1c. Для регистрации препарата требуются 
результаты более продолжительного исследования, 
как правило, до 1 года, что позволяет оценить долго-
срочный устойчивый эффект препарата по отноше-
нию к снижению концентрации глюкозы в крови 
и получить требуемые данные по безопасности при-
менения препарата.

В лечении СД2, как правило, применяются ком-
бинации ГГП (с инсулином или без него), поэтому 
перед началом планирования КИ комбинированно-
го применения препарата должны быть в большей 
мере известны эффекты фармакологического взаи-
модействия препаратов.

Следует отметить, что фактор гетерогенности 
популяции пациентов с СД2 может препятствовать 

получению ожидаемого терапевтического ответа 
на применение нового препарата. Еще одной осо-
бенностью являются исследования в особых попу-
ляциях пациентов, прежде всего у пожилых. Эта ка-
тегория пациентов является крайне неоднородной, 
даже на фоне общей гетерогенности популяции СД2 
в связи с наличием сопутствующих заболеваний 
и полипрагмазии.

Развитие экспертных подходов к оценке новых 
препаратов для лечения СД2 требует постоянного 
мониторинга научных публикаций и международ-
ных рекомендаций. В случае обновления междуна-
родных рекомендаций и стандартов лечения может 
потребоваться уточнение информации, касающей-
ся этапа клинической разработки.

Настоящие рекомендации будут необходимы 
для экспертов, проводящих оценку программы 
клинической разработки гипогликемических пре-
паратов, экспертизу с целью регистрации, а также 
для разработчиков лекарственных препаратов.
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Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»

Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Резюме. Актуальность проводимых исследований обусловлена необходимостью унификации методов, применяемых 
для установления подлинности и количественного определения антраценпроизводных соединений в ряду от фарма-
цевтической субстанции растительного происхождения до лекарственных препаратов растительного происхождения. 
Цель работы — на основе обзора зарубежных и отечественных стандартов качества выявить наиболее специфичные 
и чувствительные методы анализа лекарственных средств растительного происхождения, содержащих антраценпроиз-
водные. В результате сравнительного анализа требований разделов «Идентификация», «Определение основных групп 
биологически активных веществ» и «Количественное определение» статей отечественной и зарубежных фармакопей на 
фармацевтические субстанции и лекарственные препараты растительного происхождения, содержащие антраценпро-
изводные соединения, показано, что основным методом установления подлинности (идентификации) является метод 
тонкослойной хроматографии, а количественного определения — спектрофотометрический метод. Принцип сквозной 
стандартизации прослеживается в отечественных стандартах качества в методиках определения антраценпроизводных 
соединений в фармацевтических субстанциях и в лекарственных препаратах, полученных на их основе. В результате 
проведенного сравнительного анализа требований зарубежных и отечественных стандартов качества на лекарственные 
средства растительного происхождения, содержащие антраценпроизводные соединения, выявлена целесообразность 
разработки общих фармакопейных статей «Методы качественного анализа антраценпроизводных соединений в лекар-
ственных средствах растительного происхождения» и «Методы количественного определения антраценпроизводных 
соединений в лекарственных средствах растительного происхождения».
Ключевые слова: антраценпроизводные соединения; идентификация; количественное определение; фармацевтические 
субстанции растительного происхождения; лекарственные растительные препараты; лекарственные средства расти-
тельного происхождения; стандартизация; государственная фармакопея
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Determination of Anthracene Derivatives in Herbal Medicines
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Abstract. The relevance of this study stems from the need for alignment of test methods used for identification and assay of 
anthracene derivatives in herbal preparations and herbal medicinal products. The aim of the study was to analyse Russian and 
international quality standards and to identify the most specific and sensitive test methods that could be used for herbal medicines 
containing anthracene derivatives. The comparative analysis of requirements in the Identification, Determination of major classes of 
bioactive compounds, and Assay parts of the Russian and foreign pharmacopoeial monographs for herbal preparations and herbal 
medicinal products containing anthracene derivatives, demonstrated that the main test method used for identification is thin 
layer chromatography, while assays most often rely on spectrophotometry. The so-called “consistent standardisation” principle 
is implemented in the Russian quality standards as regards alignment of methods used for anthracene derivative determination 
in herbal preparations (i.e. active pharmaceutical ingredients, APIs) and herbal medicinal products containing these APIs. 
The comparative analysis of requirements in the Russian and foreign quality standards for herbal medicines containing anthracene 
derivatives demonstrated the need for elaboration of two general chapters: Qualitative analysis of anthracene derivatives in herbal 
medicines and Quantitative analysis of anthracene derivatives in herbal medicines.
Key words: anthracene derivatives; identification; assay; herbal preparations; herbal medicinal products, herbal medicines; 
standardisation; State Pharmacopoeia
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Определение антраценпроизводных соединений в лекарственных средствах растительного происхождения 
Determination of Anthracene Derivatives in Herbal Medicines

В действующий в России Государственный 
реестр лекарственных средств включено свыше 
280 видов фармацевтических субстанций раститель-
ного происхождения (ФСРП) и более 700 лекар-
ственных препаратов на их основе. Особое место 
среди них занимают лекарственные средства на ос-
нове растений, содержащих антраценпроизводные 
соединения, характеризующиеся широким спек-
тром фармакологического действия: слабительным, 
мочегонным, желчегонным, спазмолитическим, 
нефролитическим, антибактериальным, дерматоло-
гическим, фотосенсибилизирующим, стимулирую-
щим, регенерирующим и др. [1–6]. Столь широкий 
спектр фармакологических свойств антраценпро-
изводных соединений обусловлен разнообразием 
их строения. Антраценпроизводные соединения — 
группа природных фенольных соединений, в основе 
которых лежит ядро антрацена различной степени 
окисленности по среднему кольцу [7].

В зависимости от структуры углеродного скеле-
та природные производные антрацена можно раз-
делить на 3 основные группы: мономерные соеди-
нения, содержащие одно ядро антрацена; димерные 
соединения, в основе которых два ядра антрацена, 
и конденсированные соединения с двумя и более 
ядрами антрацена. Мономерные соединения встре-
чаются в подземных органах марены (кислота ру-
беритриновая), ревеня дланевидного и щавеля 
конского (реум-эмодин), коре крушины ломкой 
(франгулаэмодин, франгулин, глюкофрангулин), 
листьях сенны (реин), побегах и листьях алоэ древо-
видного (алоэ-эмодин). Димерные соединения вы-
делены из листьев сенны (сеннозиды А и Б), а кон-
денсированные — из травы зверобоя (гиперицин) 
и гречихи (фагопирин). Строение антраценпроиз-
водных соединений обусловливает особенности их 
анализа [7].

Цель работы — на основе обзора зарубежных 
и отечественных стандартов качества выявить наи-
более специфичные и чувствительные методы ана-
лиза лекарственных средств растительного проис-
хождения, содержащих антраценпроизводные.

В настоящее время в Государственную фарма-
копею Российской Федерации XIV издания (ГФ 
РФ) включены шесть фармакопейных статей (ФС) 
на ФСРП, для которых предусмотрена стандартиза-
ция по антраценпроизводным соединениям. Кроме 
того, разработаны проекты еще трех ФС на фармацев-
тические субстанции, в которые включено определе-
ние антраценпроизводных соединений (табл. 1, 2).

Анализ фармакопейных стандартов и моно-
графий отечественной и зарубежных фармакопей1 
свидетельствует о том, что некоторые виды ФСРП 
упомянуты только в отечественной фармакопее, на-
пример, в ФС.2.5.0014.15 Жостера слабительного 
плоды и ФС.2.5.0052.18 Щавеля конского корни. 
Только для ГФ РФ разработаны проекты фармако-
пейных статей «Алоэ древовидного побеги свежие», 
«Алоэ древовидного листья свежие» и «Алоэ дре-
вовидного листья», а ФС/монографии «Крушины 
ольховидной кора», «Марены корневища и корни», 
«Ревеня дланевидного корни» и «Сенны листья» 
включены как в ГФ РФ2, так и в некоторые зарубеж-
ные фармакопеи (табл. 1).

По требованиям большинства нормативных до-
кументов установление подлинности ФСРП по на-
личию антраценпроизводных соединений прово-
дят методом тонкослойной хроматографии (ТСХ) 
с использованием стандартных образцов (СО) 
(что обеспечивает специфичность ТСХ-методик). 
Согласно некоторым нормативным документам, 
для подтверждения подлинности требуется про-
ведение качественных реакций в дополнение 
к ТСХ или (реже) как основного метода анализа. 
Отдельные методики, включенные в фармакопей-
ные статьи ГФ РФ, гармонизированы с требова-
ниями монографий зарубежных фармакопей. Так, 
в монографии «Крушины кора» Государственной 
фармакопеи Республики Беларусь3 и в моногра-
фии «Крушины ольховидной кора» Европейской 
фармакопеи4 приведены схожие методики анализа 
с использованием СО барбалоина (алоина), позво-
ляющие не только идентифицировать фармацев-
тические субстанции, но и подтвердить отсутствие 
недопустимых органических примесей — близко-
родственных видов растений.

Оценку содержания антраценпроизводных со-
единений в ФСРП проводят в основном спектрофо-
тометрическим методом в видимой области спектра. 
Анализ может проводиться как прямым методом, 
так и косвенным, основывающимся на определении 
продуктов реакции с солями тяжелых металлов [7]. 
В ряде случаев в монографиях ведущих фармакопей 
мира на отдельные виды ФСРП приведены методи-
ки количественного определения методом высоко-
эффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ).

Разрабатываемые проекты ФС на лекарствен-
ные растительные препараты, реализуемые в рас-
фасованном виде во вторичной (потребительской) 
упаковке, предполагают приведение показателей 

1 European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2020.
 Государственная фармакопея Республики Беларусь. Т. 1–3. Минск: Центр экспертиз и испытаний в здравоохранении; 2009.
 Japanese Pharmacopoeia. 16th ed. Tokyo: Hirokawa Shoten; 2011.
 United States Pharmacopeia. USP 43–NF 38. Rockville, MD; 2019.
2 ФС.2.5.0021.18 Крушины ольховидной кора; ФС.2.5.0083.18 Марены корневища и корни; ФС.2.5.0092.18 Ревеня дланевидного 
корни; ФС.2.5.0038.15 Сенны листья. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. IV. М.; 2018.
3 Крушины кора. Государственная фармакопея Республики Беларусь. Т. 2. Минск: Центр экспертиз и испытаний в здравоохранении; 2009.
4 Monograph 04/2011:0025 Frangula bark. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2020.
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Determination of Anthracene Derivatives in Herbal Medicines

качества в соответствие с требованиями ФС на кон-
кретную фармацевтическую субстанцию. Согласно 
проектам ФС на ФСРП, заготовленное от произ-
водящего растения алоэ древовидное, идентифи-
кацию и количественное определение проводят 
по одной и той же группе биологически активных 
веществ. В качестве СО в ТСХ-методиках предло-
жено использовать алоэ-эмодин, в методиках коли-
чественного определения спектрофотометрическим 
методом используется удельный показатель погло-
щения продуктов реакции алоэ-эмодина с магния 
ацетатом.

Лекарственное растительное сырье (ЛРС) слу-
жит источником получения лекарственных средств 
в различных лекарственных формах. Были разрабо-
таны проекты ФС на фармацевтические субстанции 
и лекарственные препараты, получаемые из ФСРП 
крушины ломкой, марены, сенны и алоэ древовид-
ного. При этом учитывались особенности техноло-
гии производства фармацевтических субстанций, 
дающие возможность выделить целевой продукт — 
сумму антраценпроизводных. В соответствии с тре-
бованиями нормативных документов допустимо 
определение подлинности и содержания биологи-
чески активных веществ в ФСРП и в лекарственных 
растительных препаратах в пересчете на различные 
соединения (табл. 2). Например, при идентифика-
ции ТСХ-методом крушины ломкой коры и полу-
ченных из нее лекарственных растительных пре-
паратов в качестве СО используется барбалоин, 
а при определении содержания суммы антрагли-
козидов пересчет ведется на глюкофрангулин А. 
Подлинность крушины ломкой коры экстракта су-
хого и таблеток на основе данной субстанции оце-
нивается с СО эмодина, а расчет суммы антрацен-
производных соединений осуществляют в пересчете 
на франгулаэмодин.

Принцип сквозной стандартизации, позволяю-
щий проводить установление подлинности и коли-
чественное определение по одной и той же группе 
биологически активных веществ в линейке от фар-
мацевтической субстанции до лекарственных пре-
паратов, получаемых на их основе, был выдержан 
для отечественных лекарственных средств алоэ дре-
вовидного.

Однако принцип сквозной стандартизации 
может быть осуществлен не во всех случаях. Так, 
например, для лекарственных средств на основе 
сенны листьев данный принцип применим толь-
ко в отношении установления подлинности. Если 
при проведении ТСХ-анализа используют СО сен-
нозида Б и для ФСРП, и для лекарственных средств, 
то для количественного определения суммы био-
логически активных веществ пересчет осуществля-
ют на разные антраценпроизводные соединения — 
хризофановую кислоту (мономерное соединение) 

и сеннозид Б (димерное соединение), что обуслов-
лено особенностями технологии получения экс-
тракта и изменением доминирующего биологиче-
ски активного вещества в получаемом препарате.

Выбор метода анализа и используемого СО опре-
деляется характеристиками выделенных индивиду-
альных веществ. Так, при стандартизации ФСРП 
сенны листьев и экстрактов из нее для идентифи-
кации и количественного определения используют 
СО сеннозида Б, тогда как для анализа выделенных 
из фармацевтической субстанции и очищенных 
кальциевых солей сеннозидов А и Б стало возмож-
ным применение высокочувствительного метода 
флуориметрии.

ВЫВОДЫ

1. Проведен сравнительный анализ требова-
ний разделов «Идентификация», «Определение 
основных групп биологически активных веществ» 
и «Количественное определение» статей отечествен-
ной и зарубежных фармакопей на фармацевтиче-
ские субстанции растительного происхождения, 
содержащие антраценпроизводные соединения, 
по разделам «Идентификация», «Определение ос-
новных групп биологически активных веществ» 
и «Количественное определение». Показано, что ос-
новным методом установления подлинности (иден-
тификации) является метод ТСХ, а количественно-
го определения — спектрофотометрический метод.

2. Принцип сквозной стандартизации про-
слеживается в отечественных стандартах качества 
в методиках определения антраценпроизводных со-
единений в фармацевтических субстанциях и в ле-
карственных препаратах, полученных на их основе.

3. Сравнительный анализ требований отече-
ственных и международных стандартов качества 
на лекарственные средства растительного проис-
хождения, содержащие антраценпроизводные со-
единения, выявил целесообразность разработки об-
щих фармакопейных статей «Методы качественного 
анализа антраценпроизводных соединений в лекар-
ственных средствах растительного происхождения» 
и «Методы количественного определения антрацен-
производных соединений в лекарственных сред-
ствах растительного происхождения».
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АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

В настоящее время в фармацевтическом сообществе обсуждается вопрос создания единого регуляторного органа 
в сфере обращения лекарственных средств на территории ЕАЭС. По информации из Евразийской экономической 
комиссии (ЕЭК) членами рабочей группы по формированию общих подходов к регулированию обращения лекар-
ственных средств в государствах — членах ЕАЭС подготовлены необходимые предложения по дальнейшей работе. 
Предложения будут обсуждаться всеми государствами ЕАЭС до выработки согласованной позиции по этому вопросу. 
Решение по созданию единого регуляторного органа ЕАЭС принимается на уровне глав государств объединения 
и потребует изменений в Договор о Союзе от 29 мая 2014 года. 

Потребность в едином регуляторном органе отмечали и на недавнем Российском фармацевтическом форуме 
в Санкт-Петербурге. Решение данного вопроса может завершиться к 2023–2024 г. Единый регуляторный орган 
в ЕАЭС мог бы стать аналогом Европейского агентства по лекарственным средствам (European Medicines Agency, 
EMA).

Публикуется по «Известия (iz)» от 20 мая 2021 г.
https://iz.ru/1166280/ekaterina-iasakova/farm-faktor-v-eaes-mozhet-poiavitsia-svoe-meditcinskoe-agentstvo

https://doi.org/10.14258/jcprm.2018043785
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Определение пирогенных примесей в гормональных имплантатах  
с помощью ЛАЛ-теста

Н. П. Неугодова, О. В. Шаповалова*, Г. А. Сапожникова, Е. О. Степанюк

Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»
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Резюме. Согласно Государственной фармакопее Российской Федерации XIV изд. имплантаты являются стерильной 
лекарственной формой, для которой обязательным является контроль пирогенности. Однако особенности выполне-
ния анализа для данной лекарственной формы в отечественной фармакопее не описаны. Цель работы: разработать 
методику определения содержания бактериальных эндотоксинов (БЭ) с помощью ЛАЛ-теста в имплантатах на при-
мере гормонального препарата с активным веществом гозерелин. Материалы и методы: выполняли процесс экстракции 
БЭ с поверхности имплантата в водную среду и определяли содержание БЭ в смыве турбидиметрическим кинетиче-
ским методом. Затем имплантат растворяли в диметилсульфоксиде и оценивали наличие БЭ в полученном раство-
ре гозерелина с помощью гель-тромб теста. Результаты: на основании существующих в отечественной и зарубежной 
фармакопейной практике подходов к определению пирогенных примесей в гормональных имплантатах предложено 
два способа предварительной подготовки образцов для последующего определения содержания БЭ (в смыве и в рас-
творе имплантата). Установлено, что содержание БЭ в водном смыве не превышает 0,01 ЕЭ/мл и составляет менее 
0,07 ЕЭ на имплантат. Содержание БЭ в растворе имплантата составило менее 8,3 ЕЭ на 1 мг гозерелина, что почти 
в 11 раз меньше теоретически рассчитанной нормы. Выводы: разработаны две методики определения БЭ в имплантатах 
гормональных препаратов с помощью ЛАЛ-теста, пригодные для включения в нормативную документацию. Первая 
методика предусматривает испытание водного смыва с поверхности имплантата с нормой предельного содержания 
БЭ «не более 20 ЕЭ/изделие». Вторая методика основана на полном растворении имплантата в диметилсульфоксиде 
с нормой «не более 97,22 ЕЭ на 1 мг гозерелина».
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Abstract. The State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th edition states that implants are a sterile dosage form, and have 
to be tested for pyrogens. However, it does not provide details on how the test should be performed for this dosage form. The aim 
of the study was to develop a LAL test procedure for detection of bacterial endotoxins (BE) in implants, using the example of a 
goserelin product. Materials and methods: BE extraction from the implant surface into an aqueous medium was performed with 
subsequent BE detection in the extract by turbidimetric kinetic test. The implant was then dissolved in dimethyl sulfoxide, and the 
obtained goserelin solution was tested for BEs using the gel-clot test. Results: the analysis of the Russian and foreign pharmaco-
poeial approaches to pyrogenic substance detection in hormonal implants helped to develop two sample preparation procedures 
for determination of BE content (in the extract and the implant solution). It was demonstrated that the BE content in the water 
extract did not exceed 0.01 EU/mL and was less than 0.07 EU per implant. The BE content in the implant solution was less than 
8.3 EU per 1 mg of goserelin, which is almost eleven-fold lower than the theoretically-derived limit. Conclusions: the authors de-
veloped two test procedures for BE detection in hormonal implants using the LAL test, which could be included in manufacturers’ 
product files. The first procedure involves testing of the water extract from the implant surface and establishes the BE limit of no 
more than 20 EU/product. The second procedure involves complete dissolution of the implant in dimethyl sulfoxide and estab-
lishes the limit of not more than 97.22 EU per 1 mg of goserelin.
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Препараты для парентерального применения 
представляют собой стерильные лекарственные 
формы, предназначенные для введения в орга-
низм человека путем инъекций, инфузий или им-
плантации (с нарушением целостности кожных 
покровов или слизистых оболочек, минуя желу-
дочно-кишечный тракт). В соответствии с требова-
ниями Государственной фармакопеи Российской 
Федерации (ГФ РФ) лекарственные формы 
для парентерального применения1 и фармацевти-
ческие субстанции2, используемые для их приго-
товления, подвергают испытанию на бактериаль-
ные эндотоксины (БЭ) или пирогены. Испытания 
проводят в соответствии с требованиями общих 
фармакопейных статей (ОФС) «Бактериальные 
эндотоксины»3 или «Пирогенность»4. Пирогенные 
примеси могут вызывать у человека лихорадку, 
шок и даже смерть. Следовательно, необходимо 
обнаруживать и/или количественно определять 
БЭ в лекарственных формах для парентерально-
го применения. К таким формам относятся и им-
плантаты5 [1].

В настоящее время гормональные импланта-
ты активно применяются в гинекологии и офталь-
мологии: это препараты, содержащие эстрогены, 
дексаметазон и другие активные вещества, вы-
свобождающиеся в течение длительного времени 
[2–6]. Определение пирогенных примесей в им-
плантатах возможно с помощью трех методов: ис-
пытание на пирогенность, тест активации моноци-
тов, определение БЭ с помощью лизата амебоцитов 
клеток крови мечехвоста (ЛАЛ-тест). У каждого 
метода есть свои преимущества и недостатки [7, 8]. 
При определении пирогенности с использованием 
лабораторных животных испытуемый образец им-
плантируют в тело кролика и наблюдают за изме-
нением температуры, указывающей на пирогенную 
реакцию. К несовершенству метода можно отне-
сти несколько факторов: 1) более низкая чувстви-
тельность животных к пирогенам по сравнению 
с человеком; 2) ложноположительные пирогенные 
реакции как следствие воспалительного процесса 
в результате разрушения тканей при имплантации 
гормонального препарата в тело животного; 3) воз-
можность применения только для имплантатов не-
большого размера [7].

В соответствии с общемировыми тенденциями 
по сокращению использования лабораторных жи-
вотных в Европе проводятся исследования c исполь-
зованием теста активации моноцитов (monocyte 

activation test, МАТ) для обнаружения пирогенных 
примесей в медицинских изделиях [9]. Для оцен-
ки пирогенного загрязнения имплантируемых ме-
дицинских устройств применяли методику in vitro: 
образец инкубировали со свежей или криокон-
сервированной цельной кровью человека и опре-
деляли наличие провоспалительного цитокина 
(интерлейкин-1β) с помощью иммуноферментного 
анализа. Исследовали возможность применения 
МАТ для проверки нейрохирургических импланта-
тов, а именно зажимов аневризмы. Благодаря не-
посредственному контакту исследуемого материала 
с клетками крови в этом тесте не нужно оценивать 
смыв с поверхности образца, при выполнении ко-
торого возможно получение неоднозначных ре-
зультатов [10–12]. Непосредственное определение 
пирогенов — это одно из важных преимуществ 
МАТ перед методикой определения с помощью 
ЛАЛ-теста. Препятствием использования МАТ в ру-
тинных анализах является трудоемкая и длительная 
по времени работа с цельной кровью для создания 
пула от различных доноров, пригодного для теста, 
или с моноцитами, выделенными из перифериче-
ской крови, дороговизна реактивов и необходи-
мость наличия специальных условий для проведе-
ния испытания [9].

При выполнении ЛАЛ-теста возможны два 
варианта анализа. В первом случае имплантат 
следует оценивать согласно требованиям статьи 
Фармакопеи США 42 изд. (USP 42)6, где указано, 
что содержание БЭ определяют в водных смывах 
с изделий медицинского назначения, в том чис-
ле и с имплантатов. Расчет допустимой концен-
трации БЭ в смыве выполняется с учетом уста-
новленной нормы БЭ (не более 20 ЕЭ/изделие)7, 
количества изделий и объема воды для приготов-
ления смыва. Для подготовки смывов предлага-
ется использовать воду для ЛАЛ-теста, подогре-
тую до 37 °С. Время экстракции составляет 1 ч. 
Перемешивание достаточно проводить в начале 
и в конце экстрагирования8. Предельное содержа-
ние БЭ в исходном растворе смыва рассчитывают 
по формуле:

 
C =  

K×N

V  
(1)

где С — концентрация БЭ в смыве, ЕЭ/мл;
К — допустимое содержание БЭ в расчете на одно 
изделие, ЕЭ/изделие;
N — количество изделий, шт.;
V — объем воды для приготовления смыва, мл.

1  ОФС.1.4.1.0007.15 Лекарственные формы для парентерального применения. Государственная фармакопея Российской Федерации. 
XIV изд. Т. I. М.; 2018.
2  ОФС.1.1.0006.15 Фармацевтические субстанции. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
3  ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
4  ОФС.1.2.4.0005.15 Пирогенность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
5  ОФС.1.4.1.0026.18 Имплантаты. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
6  Monograph (161) Medical devices — bacterial endotoxin and pyrogen tests. United States Pharmacopeia. 42nd ed. Rockville, MD; 2019.
7  Guidance for industry. Pyrogen and endotoxins testing: Questions and answers. U.S. Department of Health and Human Services; 2012.
8  ЛАЛ-тест. Периодический бюллетень для специалистов, работающих в области фармации, медицины и биологии. 2019;1(25):2–5.

http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-2-4-0006-15-bakterialnye-endotoksiny/
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Другой способ определения БЭ предусматри-
вает полное растворение имплантата и дальнейшее 
испытание полученного раствора согласно требо-
ваниям ГФ РФ9. Для этого испытуемые образцы 
растворяют в органических растворителях, исход-
ные растворы разбавляют водой для ЛАЛ-теста 
до концентрации, при которой не обнаруживаются 
мешающие факторы растворителя. Установлено, 
что растворы этанола (5%) и диметилсульфок-
сида (2%) не обладают мешающими факторами 
в ЛАЛ-тесте [13].

Цель работы — разработать методику опреде-
ления содержания бактериальных эндотоксинов 
с помощью ЛАЛ-теста в имплантатах на примере 
гормонального препарата с активным веществом 
гозерелин.

Для достижения цели необходимо было уста-
новить и апробировать подходы к определению БЭ 
в исследуемом объекте, предложить методику пред-
варительной подготовки образцов для последую-
щего определения содержания БЭ с помощью гель-
тромб теста и турбидиметрического кинетического 
метода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектом исследования являлся гормональный 
препарат пролонгированного действия, содержа-
щий 3,6 мг гозерелина (рис. 1). Имплантат из поли-
мерного материала в виде гибкого стержня длиной 
12 мм цилиндрической формы белого цвета заклю-
чен в иглу одноразового шприца. Вспомогательные 
вещества в составе имплантата: сополимеры 
DL-молочной и гликолевой кислот.

Все используемые реактивы и материалы соот-
ветствовали требованиям ОФС.1.2.4.0006.15 «Бак-
териальные эндотоксины»10, не содержали опре-
деляемое количество БЭ и не оказывали влияния 
на результаты испытаний. Качество использованных 

реактивов и расходных материалов подтверждено 
сертификатами.

В первом случае для приготовления смыва три 
стержня помещали в апирогенный флакон и добав-
ляли 20 мл воды для ЛАЛ-теста (рис. 2). Процедуру 
экстракции выполняли в течение 1 ч на водяной 
бане при температуре 37 °С. Перемешивание прово-
дили в начале и конце экстрагирования. По оконча-
нии процедуры экстракции имплантаты извлекали, 
смыв использовали в качестве испытуемого раство-
ра. Рассчитывали предельную концентрацию БЭ 
в смыве по формуле (1):

C =  
20 ЕЭ/изд.×3 изд.

20 мл = 3,0 ЕЭ/мл.

Определяли БЭ в смыве с помощью набо-
ра реактивов для турбидиметрического кинети-
ческого теста (Charles River Endosafe), измерение 
степени мутности реакционной смеси проводили 
на автоматическом фотометре для микропланшетов 
(BioТek EL×808IU) со специальным программным 
обеспечением (Endoscan-V). Для построения кали-
бровочной кривой готовили растворы контрольного 
стандарта эндотоксина (КСЭ) с концентрациями 5; 
1; 0,2; 0,05 и 0,01 ЕЭ/мл. Положительный контроль 
смыва с концентрацией эндотоксина 0,5 ЕЭ/мл го-
товили, используя раствор КСЭ с концентрацией 
5 ЕЭ/мл. Испытуемый раствор (смыв) перед опре-
делением БЭ дополнительно не разбавляли.

Во втором случае определение БЭ в растворе 
гозерелина выполняли в соответствии со схемой, 
представленной на рисунке 3. Для этого имплантат 
помещали в апирогенный флакон с 10 мл диметил-
сульфоксида 99,5% (Sigma-Aldrich, кат. № D4540) 
и интенсивно перемешивали в течение 7–10 мин 
на вихревой мешалке до полного растворения 
стержня. Норму предельного содержания БЭ рас-
считывали в соответствии с ОФС «Бактериальные 

9 ОФС.1.2.4.0006.15 Бактериальные эндотоксины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
10 Там же. 

Рис. 1. Объект исследования

Fig. 1. Test object

Рис. 2. Процедура экстракции бактериальных эндотоксинов 
с поверхности имплантата в водную среду

Fig. 2. Procedure for bacterial endotoxin extraction from the 
implant surface into an aqueous medium
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эндотоксины»11 и указаниями инструкции по ме-
дицинскому применению. Из исходного раствора 
с концентрацией гозерелина 0,36 мг/мл готовили 
испытуемый раствор в воде для ЛАЛ-теста (разведе-
ние 1 : 100). Содержание БЭ в испытуемом раство-
ре оценивали с помощью реактивов для выполне-
ния гель-тромб теста (Associates of Cape Cod, Inc.). 
Чувствительность используемого лизата амебоцитов 
(ЛАЛ-реактива) составляла 0,03 ЕЭ/мл (λ). Для про-
ведения предварительного анализа «Мешающие 
факторы» готовили разведения КСЭ с концен-
трациями 2λ (0,06 ЕЭ/мл), λ (0,03 ЕЭ/мл), 0,5λ 
(0,015 ЕЭ/мл), 0,25λ (0,0075 ЕЭ/мл) как на воде 
для ЛАЛ-теста, так и на растворах имплантата.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В первом случае наличие БЭ оценивали в во-
дном смыве имплантатов. Данная методика пред-
усматривала испытание с учетом нормы «не бо-
лее 20 ЕЭ/изделие»12. Концентрацию БЭ в смыве 
определяли с помощью турбидиметрического ки-
нетического теста как наиболее чувствительно-
го метода. Результат составил «менее 0,01 ЕЭ/мл» 
или «менее 0,07 ЕЭ/изделие», что значительно ниже 

установленной нормы предельного содержания БЭ. 
Значения коэффициента корреляции свидетель-
ствовали о линейности полученных результатов. 
Содержание БЭ в положительном контроле смыва 
составило 75% от установленного значения и соот-
ветствовало критериям приемлемости, то есть нахо-
дилось в диапазоне от 50 до 200% (табл. 1).

Второй вариант методики исследования осно-
ван на полном растворении имплантата и опре-
делении БЭ в полученном растворе препарата 
с известной концентрацией гозерелина. В качестве 
растворителя для имплантата использовали диме-
тилсульфоксид. Возможность применения данного 
органического растворителя в ЛАЛ-тесте была под-
тверждена ранее [14]. С учетом пороговой пироген-
ной дозы, безопасной для человека при паренте-
ральном введении (не более 350 ЕЭ), содержание 
БЭ в имплантате гозерелина при однократном под-
кожном введении не должно превышать 350 ЕЭ 
на 1 имплантат. В пересчете на активное вещество 
норма БЭ составила «не более 97,22 ЕЭ на 1 мг 
гозерелина».

Для подтверждения соответствия каче-
ства исследуемого имплантата по показателю 

11 Там же. 
12 Monograph (161) Medical devices — bacterial endotoxin and pyrogen tests. United States Pharmacopeia. 42nd ed. Rockville, MD; 2019.

Расчет нормы предельного содержания БЭ 
Calculating the BE limit 

Поиск растворителя для имплантата 
Selecting the solvent for the implant 

Растворение стержня, содержащего 3,6 мг гозерелина, 
в 10 мл растворителя 

Dissolving the rod containing 3.6 mg of goserelin in 10 mL 
of the solvent 

Диметилсульфоксид 
Dimethyl sulfoxide 

Расчет предельного содержания БЭ в исходном 
растворе 

Calculating the BE maximum content in the stock solution 
 

Концентрация исходного раствора 0,36 мг/мл 
The stock solution concentration is 0.36 mg/mL 

Не более 35 ЕЭ/мл
(97,22 ЕЭ/мг×0,36 мг/мл) 
Not more than 35 EU/mL

(97.22 EU/mg×0.36 mg/mL)

Расчет максимально допустимого разведения (МДР) 
для испытуемого раствора 

Calculating the maximum valid dilution (MVD) for the test 
solution 

МДР = 1 : 1166 (35 ЕЭ/мл : 0,03 ЕЭ/мл) 
MVD = 1 : 1166 (35 EU/mL : 0.03 EU/mL)

Определение БЭ в разведении 1 : 100 
BE detection for a 1 : 100 dilution 

Менее 3 ЕЭ/мл в исходном растворе 
(100×0,03 ЕЭ/мл)

Less than 3 EU/mL in the stock solution 
(100×0.03 EU/mL)

Вычисление содержания БЭ на основании полученных 
результатов 

Calculating the BE content based on the results obtained 

Менее 8,3 ЕЭ на 1 мг гозерелина 
(3 ЕЭ/мл : 0,36 мг/мл)

Less than 8.3 EU per 1 mg of goserelin 
(3 EU/mL : 0.36 mg/mL)

Не более 97,22 ЕЭ на 1 мг гозерелина 
Not more than 97.22 EU per 1 mg of goserelin 

 

Рис. 3. Схема определения бактериальных эндотоксинов (БЭ) в растворенном имплантате с результатами исследований

Fig. 3. Flow chart for bacterial endotoxin (BE) detection in the dissolved implant, and the results of the study



Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 2 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 2

119

Определение пирогенных примесей в гормональных имплантатах с помощью ЛАЛ-теста 
Detection of Pyrogens in Hormonal Implants Using the LAL Test
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«Бактериальные эндотоксины» было проведено 
исследование, демонстрирующее возможность 
выполнения анализа с помощью гель-тромб те-
ста. Оценивали испытуемый раствор в разведении 
водой для ЛАЛ-теста 1 : 100, данное разведение 
в 11 раз меньше величины максимально допусти-
мого разведения. Содержание БЭ в исследуемом 
образце составило менее 8,3 ЕЭ/мг гозерели-
на. При проведении предварительного анализа 
«Мешающие факторы» выполнена валидация уста-
новленного разведения раствора гозерелина с кон-
центрацией 0,36 мг/мл (табл. 2). Чувствительность 
ЛАЛ-реактива, определенная с использованием 
разведений КСЭ в воде для ЛАЛ-теста, во всех 
опытах практически не отличалась от чувствитель-
ности ЛАЛ-реактива, определенной в серии разве-
дений КСЭ в растворах имплантата. Это означает, 
что разведение 1 : 100 исходного раствора имплан-
тата не ингибирует и не потенцирует реакцию геле-
образования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложено два различных подхода к определе-
нию пирогенных примесей в имплантатах, в соот-
ветствии с которыми разработаны методики оценки 
качества гормонального имплантата с активным ве-
ществом гозерелин по показателю «Бактериальные 
эндотоксины».

1. Для определения БЭ в смыве с поверхности 
препарата пробоподготовку рекомендуется прово-
дить при температуре 37 °С в воде для ЛАЛ-теста 
в течение 1 ч. В соответствии с международными 
требованиями норма предельного содержания БЭ 
для смыва с поверхности имплантата должна со-
ставлять «не более 20 ЕЭ на изделие» и рассчиты-
ваться с учетом количества анализируемых имплан-
татов и объема воды для ЛАЛ-теста.

2. Для оценки содержания БЭ в пересчете на ко-
личество активного вещества в препарате предло-
жено растворять имплантат в диметилсульфоксиде 

Таблица 1. Учет результатов испытаний смыва турбидиметрическим кинетическим тестом

Table 1. Results of testing the extract by kinetic-turbidimetric method

Валидационный показатель
Validation parameter

Критерии приемлемости
Acceptance criteria

Результаты
Results

Линейность
Linearity

Коэффициент корреляции от –1,000 до –0,980
Correlation coefficient: from –1.000 to –0.980 –0,9992

Наклон: от –0,400 до –0,100
Slope: from –0.400 to –0.100 –0,2762

Отрезок, отсекаемый на оси Y:  2,500–3,500
Y-intercept: 2.500–3.500 2,8439

Отрицательный контроль  
(вода для ЛАЛ-теста)
Negative control (LAL reagent water)

Менее концентрации эндотоксина, определяемой используемым методом
Less than the endotoxin concentration determined by the test method used <0,01

Устойчивость
Robustness

Степень извлечения бактериальных эндотоксинов в положительном  
контроле образца: 50–200%

Bacterial endotoxin recovery in the positive product control: 50–200%
75%

Таблица 2. Валидация установленного разведения раствора гозерелина с концентрацией 0,36 мг/мл

Table 2. Validation of the established dilution of the 0.36 mg/mL goserelin solution 

П
ов

то
рн

ос
ть

 №
R

ep
lic

at
e

Разведения контрольного стандарта  
эндотоксина

Dilutions of the control standard endotoxin

Концентрация эндо-
токсина в конечной 

точке реакции, ЕЭ/мл
Endotoxin concentra-

tion at the reaction 
endpoint, EU/mL

Среднее геометрическое 
значение концентрации 

эндотоксина, ЕЭ/мл
Geometric mean en-

dotoxin concentration, 
EU/mL

О
тр

иц
ат

ел
ьн

ы
й 
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n

2λ λ 0,5λ 0,25λ

в воде для ЛАЛ-теста
in LAL reagent water

1 + + – – 0,03
0,03

2 + + – – 0,03

в испытуемом растворе имплантата
in the implant test solution

1 + + – – 0,03

0,04
2 + + – – 0,03

3 + – – – 0,06 – –

4 + – – – 0,06 – –

Примечание. «+» — наличие геля, «–» — отсутствие геля.
Note. “+”—with gel, “—”—without gel.
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и проводить определение БЭ в полученном раство-
ре. Выбрано разведение исходного раствора им-
плантата, в котором не обнаруживается мешающее 
влияние растворителя на реакцию гелеобразования 
ЛАЛ-реактива с эндотоксином. Исходный раствор 
имплантата в диметилсульфоксиде следует разбав-
лять водой для ЛАЛ-теста не менее чем в 100 раз 
перед определением содержания БЭ.

Обе разработанные методики могут быть реко-
мендованы к внесению в нормативную документа-
цию на гормональные имплантаты, так как позво-
ляют определять БЭ в количествах, гарантирующих 
безопасное применение препарата.
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Количественное определение арбутина в лекарственных растительных препаратах
Н. П. Антонова, С. С. Прохватилова, Е. П. Шефер, А. М. Калинин*,  

И. М. Моргунов, Т. А. Голомазова, У. С. Легонькова

Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»

Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Резюме. Арбутин — основное действующее вещество многих лекарственных растительных препаратов, обладающих 
диуретическим, антимикробным, бактерицидным и антиоксидантным действием. Часто эти препараты представляют 
собой сборы, то есть смеси нескольких видов лекарственного растительного сырья. Подходы к стандартизации таких 
препаратов могут существенно различаться. Цель работы: сравнение аналитических методик количественного опре-
деления арбутина, используемых для стандартизации арбутинсодержащих лекарственных растительных препаратов. 
Материалы и методы: объектами исследования служили однокомпонентный лекарственный растительный препарат — 
Толокнянки обыкновенной листья, и многокомпонентный — Бруснивер® (сбор растительный, порошок). Исследова-
ния проводились методами титриметрии, спектрофотометрии в УФ- и видимой области спектра и высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Результаты: проведена сравнительная оценка пяти методик количественного 
определения арбутина, включенных в фармакопейные статьи и нормативную документацию на арбутинсодержащие 
препараты. Выводы: установлено, что рассмотренные методики анализа не могут использоваться как взаимозаменя-
емые, нормы содержания арбутина должны быть установлены в условиях каждой конкретной методики. Йодометри-
ческая методика является наиболее трудоемкой и времязатратной, определение конечной точки титрования является 
субъективным. Спектрофотометрические методики позволяют проводить испытания без использования стандартного 
образца арбутина и могут давать завышенные результаты по сравнению с титриметрической и ВЭЖХ-методиками. 
ВЭЖХ-методики являются более селективными, однако требуют использования стандартных образцов. Для целей 
контроля качества лекарственных растительных препаратов могут быть рекомендованы методики ВЭЖХ и спектрофо-
тометрии в видимой области; титриметрическая методика рекомендуется к замене.
Ключевые слова: арбутин; количественное определение; Бруснивер®; толокнянки обыкновенной листья; стандартиза-
ция; йодометрия; спектрофотометрия; ВЭЖХ
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Abstract. Arbutin is the main active ingredient in many herbal medicinal products that have diuretic, antimicrobial, bactericidal, 
and antioxidant effects. Many of these products are mixtures of different herbal substances. Therefore, the approaches to quality 
control of HMPs can vary significantly. The aim of the study was to compare arbutin assay procedures used in quality control of 
arbutin-containing products. Materials and methods: samples of the following HMPs were used in the study: monocomponent 
Bearberry Leaf and multicomponent Brusniver® (herbal mixture, powder). The test methods used were titrimetry, ultraviolet-vis-
ible spectrophotometry, and high-performance liquid chromatography (HPLC). Results: the authors compared five arbutin assay 
procedures described in the monographs and product files for arbutin-containing HMPs. Conclusions: it has been established that 
the analysed procedures cannot be used interchangeably as equivalent test methods; the limits for arbutin have to be established 
for each specific procedure. Iodometric titration is the most labour- and time-consuming method, and the determined titration 
endpoint is a subjective assessment. Spectrophotometric methods do not require the use of an arbutin reference standard, but they 
can give overestimated results as compared to the HPLC and titrimetry methods. HPLC methods are more selective, but they 
require the use of reference standards. The recommended test methods for HMP quality control are HPLC and visible spectro-
photometry; the titrimetric method is recommended for replacement.
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Арбутин — основное действующее вещество 
многих лекарственных растительных препаратов 
(ЛРП), обладающих диуретическим, антимикроб-
ным, бактерицидным и антиоксидантным действи-
ем [1, 2]. Его мочегонное действие обусловлено по-
вышением гломерулярной фильтрации и усилением 
почечного кровотока, сопровождается повышением 
экскреции калия и креатинина, но не связано с уве-
личением экскреции натрия [2]. Арбутин проявляет 
антибактериальные и бактерицидные свойства бла-
годаря его агликону — гидрохинону, образующемуся 
в желудочно-кишечном тракте в результате фермен-
тативного гидролиза [3]. Антиоксидантное действие 
арбутина обусловлено, по всей вероятности, актива-
цией факторов неферментной антиоксидантной за-
щиты [1]. Также арбутинсодержащие растительные 
экстракты применяются в составе ЛРП для лечения 
гиперпигментации кожи, поскольку арбутин инги-
бирует тирозиназу — фермент, катализирующий ре-
акцию синтеза меланина из L-тирозина [4].

Арбутин содержится в лекарственном расти-
тельном сырье толокнянки обыкновенной листьев 
(в сумме с метиларбутином и свободным гидрохи-
ноном — от 8 до 25%), брусники листьев (до 9%) 
и бадана корневищ (от 9 до 33,3%)1. Часто арбутин-
содержащие ЛРП представляют собой смеси не-
скольких видов лекарственного растительного сы-
рья — сборы (табл. 1). 

Подходы к стандартизации арбутинсодержащих 
препаратов по основным действующим веществам 
(показатель «Количественное определение») раз-
личаются (табл. 2). Основной проблемой стандар-
тизации таких ЛРП является необходимость работы 
с многокомпонентными извлечениями из раститель-
ного сырья, как правило, без предварительного раз-
деления экстрагируемых из сборов веществ на от-
дельные составляющие, что затрудняет установление 
единой нормы содержания действующих веществ. 
Как следствие, постоянно разрабатываются новые 
аналитические методики качественного и количе-
ственного анализа каждого отдельного ЛРП. Ввиду 
расширяющегося перечня применяемых аналитиче-
ских методик встает вопрос об их сравнении.

Цель работы — сравнение аналитических методик 
количественного определения арбутина, используе-
мых для стандартизации арбутинсодержащих ЛРП.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования были исполь-
зованы однокомпонентный ЛРП Толокнянки обык-
новенной листья, ООО «Фито-Бот», серия 250517 
(срок годности до 05.2022) и многокомпонентный 

ЛРП (сбор растительный, порошок) Бруснивер®, 
АО «Красногорсклексредства», серия 221118 (срок 
годности до 12.2021). 

Для приготовления раствора стандартного об-
разца использовали стандартный образец арбутина, 
содержание основного вещества в котором состав-
ляло 100,0% (Sigma-Aldrich, кат. номер A4256).

Использованное оборудование: спектрофо-
тометр Varian Cary 100; жидкостный хроматограф 
Agilent 1260 Infinity II; электронные весы Mettler 
Toledo XPE205DR; баня водяная Julabo TW-12, 
система очистки воды Milli-Q Integral 5.

Проведено экспериментальное сравнение пяти 
аналитических методик количественного опреде-
ления арбутина. Для исследования были выбраны 
методики, используемые для оценки качества ЛРП 
по содержанию арбутина, включенные в утверж-
денные фармакопейные статьи и нормативные до-
кументы (табл. 3). Обязательным условием являлась 
общедоступность нормативных документов на ме-
тодики оценки, а также оборудования и реактивов, 
необходимых для исследований, что давало возмож-
ность оценки  взаимозаменяемости методик и вы-
бора между ними. 

Методика 1. Йодометрическое титрование — 
методика количественного определения арбутина, 
включенная в Государственную фармакопею СССР 
XI изд.2 Пробоподготовка включает следующие эта-
пы: экстракция водой при нагревании, осаждение 
сопутствующих соединений свинца(II) ацетатом 
основным, кислотный гидролиз, добавление цин-
ковой пыли для восстановления хинонов, нейтра-
лизация гидрокарбонатом натрия с контролем рН 
по лакмусовой бумаге. Количественное содержание 
арбутина определяют титрованием раствором йода, 
в качестве индикатора используется крахмал.

Методика 2. Спектрофотометрия в УФ-области, 
методика включена в Государственную фармакопею 
Российской Федерации XIV изд.3 Биологически актив-
ные вещества экстрагируют 70% спиртом на установ-
ке с обратным холодильником на кипящей водяной 
бане. Для очистки от сопутствующих веществ извле-
чение пропускают через стеклянную колонку, запол-
ненную алюминия оксидом нейтральным. Измеряют 
оптическую плотность полученного раствора при дли-
не волны 285 нм. Содержание арбутина рассчитывают 
с использованием значений оптической плотности 
стандартного образца (СО) арбутина или удельного 
показателя поглощения арбутина (А

1
1
см
% = 72).

Методика 3. Спектрофотометрия в видимой  
области, методика включена в проект ФС 
«Урологический (мочегонный) сбор»4. Экстракцию  

1 Быков ВА, ред. Атлас лекарственных растений России. М.: ВИЛАР; 2006.
2 ФС Толокнянки листья. Государственная фармакопея СССР. XI изд. Т. 2. М.: Медицина; 1989.
3 ФС.2.5.0099.18 Толокнянки обыкновенной листья. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 4. М.; 2018.
4 ФС Урологический (мочегонный сбор). https://static-1.rosminzdrav.ru/system/attachments/attaches/000/040/203/original/%D0%A4%D
0%A1_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B5%D0%BA%D1%82_%D0%A3%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%
D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%81%D0%B1%D0%BE%D1%80.docx?1538038414

https://static-1.rosminzdrav.ru/system/attachments/attaches/000/040/203/original/%D0%A4%D0%A1_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B5%D0%BA%D1%82_%D0%A3%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%81%D0%B1%D0%BE%D1%80.docx?1538038414
https://static-1.rosminzdrav.ru/system/attachments/attaches/000/040/203/original/%D0%A4%D0%A1_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B5%D0%BA%D1%82_%D0%A3%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%81%D0%B1%D0%BE%D1%80.docx?1538038414
https://static-1.rosminzdrav.ru/system/attachments/attaches/000/040/203/original/%D0%A4%D0%A1_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B5%D0%BA%D1%82_%D0%A3%D1%80%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D0%B8%D1%87%D0%B5%D1%81%D0%BA%D0%B8%D0%B9-%D1%81%D0%B1%D0%BE%D1%80.docx?1538038414
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проводят водой при нагревании. Отстоявшееся 
водное извлечение переносят в делительную во-
ронку, в которую затем последовательно добавля-
ют раствор аминоантипирина, раствор аммиака 
и раствор калия феррицианида. Продукты реак-
ции экстрагируют дихлорметаном. Определяют 

оптическую плотность полученного раствора 
при длине волны 455 нм. Содержание арбутина 
рассчитывают с использованием удельного по-
казателя поглощения продуктов реакции арбути-
на с аминоантипирином и калия феррицианидом 
(А

1
1
см
% = 648).

Таблица 1. Арбутинсодержащие лекарственные растительные препараты  
(по данным Государственного реестра лекарственных средств, https://grls.rosminzdrav.ru)
Table 1. Arbutin-containing herbal medicinal products (according to the National Register of Medicinal Products)

Наименование
Name

Фармакологическая группа
Pharmacological class

Состав
Composition

Брусники листья
Lingonberry leaves

Диуретики
Diuretics

Брусники листья 100%
Vitis idaeae folia 100%

Толокнянки обыкновенной листья
Bearberry leaf

Диуретики, антисептики и дезинфицирующие 
средства

Diuretics, antiseptics and disinfectants

Толокнянки обыкновенной
листья 100%

Uvae Ursi folia 100%

Бадана корневища
Bergenia rhizome

Диуретики, антисептики и дезинфицирующие 
средства; противодиарейные средства

Diuretics, antiseptics, and disinfectants; antidiarrheals

Бадана корневища 100%
Bergeniae rhizomata 100%

Урифлорин®  
Uriflorin®

Диуретики, антисептики и дезинфицирующие 
средства

Diuretics, antiseptics and disinfectants

Толокнянки обыкновенной
листья 100%

Uvae Ursi folia 100%

Бруснивер®

Brusniver®
Диуретики в комбинации

Combination diuretics

Брусники листья 50%
Vitis idaeae folia 50%
Череды трава 10%
Bidentis herba 10%

Шиповника плоды 20%
Rosae fructus 20%

Зверобоя трава 20%
Hyperici herba 20%

Бруснивер-Т
Brusniver-T

Диуретики в комбинации
Combination diuretics

Толокнянки обыкновенной
листья 30%

Uvae Ursi folia 30%
Череды трава 10%
Bidentis herba 10%

Шиповника плоды 40%
Rosae fructus 40%

Зверобоя трава 20%
Hyperici herba 20%

Мочегонный сбор № 2
Diuretic herbal mixture,  

composition No. 2

Диуретики в комбинации
Combination diuretics

Толокнянки обыкновенной
листья 40%

Uvae Ursi folia 40%
Солодки голой корни 20%

Glycyrrhizae radiсes 20%
Можжевельника плоды 40%

Juniperi Fructus 40%

Урологический  
(мочегонный) сбор-ф

Urological (diuretic) herbal 
mixture-f 

Диуретики в комбинации
Combination diuretics

Толокнянки обыкновенной
листья 40%

Uvae Ursi folia 40%
Ноготков цветки 20%
Calendulae flores 20%
Фенхеля плоды 20%
Foeniculi fructus 20%

Элеутерококка корневища и корни 10%
Еleutherococci rhizomata еt radices 10%

Мяты перечной листья 10%
Menthae piperitae folia 10%

Фитонефрол®  
(Урологический сбор)

Phytonephrol®

(Urological herbal mixture)

Диуретики в комбинации
Combination diuretics

Толокнянки обыкновенной
листья 40%

Uvae Ursi folia 40%
Ноготков цветки 20%
Calendulae flores 20%

Укропа огородного плоды 20%
Anethi fructus 20%

Элеутерококка корневища и корни 10%
Еleutherococci rhizomata еt radices 10%

Мяты перечной листья 10%
Menthae piperitae folia 10%
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Таблица 2. Стандартизация арбутинсодержащих лекарственных растительных препаратов
Table 2. Quality control of arbutin-containing herbal medicinal products

Наименование
Name

Определяемое вещество
Analyte

Способ определения
Test method

Норма содержания 
Limits 

Нормативный документ
Official standard

Брусники 
листья 

Lingonberry 
leaf

Арбутин (сырье для произ-
водства лекарственных рас-

тительных препаратов)
Arbutin (raw material for the 
production of herbal medici-

nal products)

Йодометрия  
Iodometric titration 

Не менее 4,5%
Not less than 4.5%

ГФ XI
Ph. Rus. 11

УФ-СФМ 
UV-SP

Не менее 4,5%
Not less than 4.5%

ГФ XIV
Ph. Rus. 14

Экстрактивные вещества, из-
влекаемые водой (сырье для 

производства экстрактов)
Water-extractable substances 
(raw material for the produc-

tion of extracts)

Гравиметрия 
Gravimetry Не менее 18%

Not less than 18%
ГФ XIV

Ph. Rus. 14

Толокнянки 
обыкновенной 

листья
Bearberry leaf

Арбутин (сырье для произ-
водства лекарственных рас-

тительных препаратов)
Arbutin (raw material for the 
production of herbal medici-

nal products)

Йодометрия  
Iodometric titration 

Не менее 6%
Not less than 6%

ГФ XI
Ph. Rus. 11

УФ-СФМ 
UV-SP

Не менее 6%
Not less than 6%

ГФ XIV
Ph. Rus. 14

Экстрактивные вещества, из-
влекаемые водой (сырье для 

производства экстрактов)
Water-extractable substances 
(raw material for the produc-

tion of extracts)

Гравиметрия 
Gravimetry 

Не менее 18%
Not less than 18%

ГФ XIV
Ph. Rus. 14

Бадана  
корневища

Bergenia 
rhizome

Дубильные вещества
Tannins

Перманганатометрия 
Permanganometry

Не менее 20%
Not less than 20%

ГФ XIV
Ph. Rus. 14

Арбутин
Arbutin

ТСХ 
TLC 

Определяется  
качественно

Qualitative test

ГФ XIV
Ph. Rus. 14

Урифлорин®

Uriflorin®

Сумма фенологликозидов 
в пересчете на арбутин

Total content of phenologly-
cosides expressed as arbutin

УФ-СФМ
UV-SP

Не менее 0,028 г/табл.
(Не менее 9% от содер-

жания толокнянки)
Not less than 0.028 g/tablet

(Not less than 9% of 
Bearberry leaf content)

Урифлорин, таблетки.  
ФСП 42-0068-4130-03 

Uriflorin, tablets.  
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0068-4130-03  

Бруснивер®

Brusniver®

Производные гидрохинона 
в пересчете на безводный 

арбутин
Hydroquinone derivatives ex-
pressed as anhydrous arbutin

Вид-СФМ
Vis-SP

Не менее 2%
Not less than 2%

Бруснивер сбор.  
ФСП 42-0309-5493-04

Brusniver, herbal mixture. 
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-5493-04 

Дубильные вещества
Tannins

Перманганатометрия
Permanganometry

Не менее 9%
Not less than 9%

Бруснивер сбор.  
ФСП 42-0309-5493-04 

Brusniver, herbal mixture. 
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-5493-04

Бруснивер-Т
Brusniver-T

Производные гидрохинона 
в пересчете на безводный 

арбутин
Hydroquinone derivatives ex-
pressed as anhydrous arbutin

Вид-СФМ
Vis-SP

Не менее 2%
Not less than 2%

Бруснивер-Т.  
ФСП 42-0309-5492-04 

Brusniver-T.  
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-5492-04

Дубильные вещества
Tannins

Перманганатометрия
Permanganometry

Не менее 9%
Not less than 9%

Бруснивер-Т.  
ФСП 42-0309-5492-04 

Brusniver-T.  
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-5492-04

Мочегонный 
сбор № 2

Diuretic herbal 
mixture, com-
position No. 2

Арбутин
Arbutin

Йодометрия
Iodometric titration

Не менее 3,0% 
Not less than 3.0% 

Мочегонный сбор № 2.  
ФС 42-1028-91 

Diuretic herbal mixture, com-
position No. 2. Pharmacopoeial 

monograph FS 42-1028-91
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Методика 4. Высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) [5]. Хроматографируют 
извлечение из лекарственного растительного пре-
парата (ЛРП), в качестве неподвижной фазы ис-
пользуют октадецилсилил силикагель эндкепиро-
ванный (С18), в качестве подвижных фаз — раствор 
формиата аммония и ацетонитрил. Детектирование: 
УФ-детектор, длина волны 280 нм. Содержание ар-
бутина определяют с использованием внешнего СО. 

Методика 5. Высокоэффективная жидкост-
ная хроматография, методика включена в фар-
макопейную статью «Толокнянки обыкновенной 
листья» Европейской фармакопеи5. Экстракцию 
проводят водой на водяной бане. Подвижная 
фаза: метанол:вода в объемном соотношении 
10:90. Неподвижная фаза: октадецилсилил сили-
кагель эндкепированный (С18). Детектирование: 
УФ-детектор, длина волны 280 нм. Содержание ар-
бутина определяют с использованием внешнего СО.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты количественного определения ар-
бутина, полученные с помощью разных методик, 
могут значительно различаться (табл. 4), что может 
быть связано с рядом факторов.

Йодометрическая методика определения ар-
бутина является наиболее трудоемкой из предло-
женных — ее проведение может занимать до 6 ч, 
что может приводить к снижению воспроизво-
димости и точности. Также общим недостатком 

титриметрических методик, основанных на визу-
альной детекции конечной точки титрования по из-
менению окраски индикатора, является субъектив-
ность установления точки эквивалентности.

Согласно данным литературы, осаждение сопут-
ствующих полифенольных соединений раствором 
ацетата свинца основного, применяющееся в йодо-
метрической методике, может приводить к потере 
до 1,5% арбутина [6], а очистка извлечения на ко-
лонке с оксидом алюминия, характерная для мето-
дики № 2 (УФ-спектрофотометрия), — до 15% арбу-
тина [7]. Несмотря на возможную потерю арбутина 
во время пробоподготовки, результаты, полученные 
с помощью йодометрического титрования, не отли-
чались в значительной степени от полученных с по-
мощью большинства других методик определения 
арбутина.

Результаты, полученные методом УФ-спектро-
фотометрии, значительно отличались от получен-
ных другими методами. Предположительно это 
связано с тем, что часть веществ, поглощающих 
излучение с длиной волны около 285 нм, элюиру-
ется с колонки вместе с арбутином, что приводит 
к завышению результатов испытания. Это под-
тверждают результаты, полученные в ходе работы 
(рис. 1a). Спектр поглощения  образца, содержа-
щего экстракт препарата Бруснивер®, в значитель-
ной степени отличается от спектра стандартного 
образца арбутина, в отличие от спектра образца, 
содержащего экстракт толокнянки обыкновенной 

Наименование
Name

Определяемое вещество
Analyte

Способ определения
Test method

Норма содержания 
Limits 

Нормативный документ
Official standard

Урологический 
(мочегонный) 

сбор-ф
Urological 
(diuretic) 

herbal 
mixture-f 

Арбутин
Arbutin

Йодометрия
Iodometric titration

Не менее 3,0%
Not less than 3.0% 

Урологический (мочегонный) 
сбор-ф. ЛП-001308; изм. № 1 

к ЛП 001308-011211
Urological (diuretic) herbal 

mixture-f. Marketing authori-
sation LP-001308; amendment 

No. 1 to LP 001308-011211 

Фитонефрол® 
(Урологиче-
ский сбор)

Phytonephrol®

(Urological 
herbal mixture)

Производные гидрохинона 
в пересчете на безводный 

арбутин
Hydroquinone derivatives ex-
pressed as anhydrous arbutin

Йодометрия
Iodometric titration Не менее 3,0%

Not less than 3.0% 

Фитонефрол® (Урологический 
сбор). ФСП 42-0309-6085-04

Phytonephrol®

(Urological herbal mixture). 
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-6085-04

Вид-СФМ
Vis-SP

Не менее 3,0%
Not less than 3.0% 

Фитонефрол® (Урологический 
сбор). ФСП 42-0309-6085-04 

Phytonephrol®

(Urological herbal mixture). 
Manufacturer’s monograph 

FSP 42-0309-6085-04 

Примечание. ТСХ — тонкослойная хроматография; УФ-СФМ — спектрофотометрия в ультрафиолетовой области спектра; Вид-СФМ — 
спектрофотометрия в видимой области спектра; ГФ XI — Государственная фармакопея СССР XI изд.; ГФ XIV — Государственная фар-
макопея Российской Федерации XIV изд.; ФСП — фармакопейная статья предприятия.
Note. TLC—thin-layer chromatography; UV-SP—ultraviolet spectrophotometry; Vis-SP—visible spectrophotometry; Ph. Rus. 11—State Phar-
macopoeia of the USSR, 11th ed.; Ph. Rus. 14—State Pharmacopoeia of the Russian Federation, 14th ed.

Продолжение таблицы 2
Table 2 (continued)

5 Monograph 07/2013:1054 Bearberry leaf. European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2020
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Таблица 3. Сравнение условий методик количественного определения арбутина

Table 3. Arbutin assays conditions comparison 

Условия
Conditions

Методика 1
Procedure 1

Методика 2 
Procedure 2

Методика 3
Procedure 3

Методика 4
Procedure 4

Методика 5
Procedure 5

Экстрагент
Extracting agent

Вода
Water

70% спирт
70% ethanol

Вода
Water

40% спирт (толок-
нянки обыкновен-

ной листья)
или

вода (брусники 
листья)

40% ethanol  
(Bearberry leaf)

or
Water (Lingonberry 

leaves)

Вода
Water

Соотношение 
сырье:экстрагент

Herbal substance/ extracting 
agent ratio

1:150 1:200 1:50 1:110 1:50

Продолжительность  
экстракции, мин

Extraction time, min
30 45 30 60 30

Продолжительность по-
вторной экстракции, мин 

Second extraction time, min
20 Не проводится  

Not applicable
Не проводится  
Not applicable

Не проводится  
Not applicable 30 

Нагрев
Heating

Водяная баня
Water bath

Водяная баня
Water bath

Водяная баня
Water bath

Водяная баня
Water bath

Водяная баня
Water bath

Фильтрование
Filtration

Бумажный 
фильтр

Paper filter

Бумажный фильтр
Paper filter

Вата
Absorbable cotton

Марля
Gauze

Вата, бумаж-
ный фильтр

Absorbable cot-
ton, paper filter

Очистка
Purification

Осаждение со-
путствующих 
соединений 
свинца(II) 
ацетатом 
основным

Precipitation 
of concomitant 

compounds 
with lead(II) 
acetate basic

Колонка с алюми-
ния оксидом

Aluminum oxide 
column

Извлечение окрашен-
ных продуктов реак-
ции дихлорметаном

Extraction of coloured 
reaction products with 

dichloromethane

Не проводится
Not applicable

Не проводится
Not applicable

Метод определения
Method

Йодометрия 
Iodometric  

titration

УФ-спектро-
фотометрия

UV-spectrophoto-
metry

Спектрофотометрия  
в видимой области

Visible 
spectrophotometry

ВЭЖХ
HPLC

ВЭЖХ
HPLC

Аналитическая длина 
волны, нм

Analytical wavelength, nm

Неприменимо
Not applicable 285 455 280 280

Расчет
Сalculation

1 мл 0,1 М 
раствора йода 
соответствует 

0,01361 г  
арбутина

1 mL of 0.1 M 
iodine solution 

is equivalent 
to 0.01361 g of 

arbutin

Стандартный обра-
зец арбутина или

Удельный показатель 
поглощения  
(А

1
1
см
% = 72)

Arbutin reference 
standard

or
Specific absorbance 

(А
1
1
с
%
m
 = 72)

Удельный показатель 
поглощения  
(А

1
1
см
% = 648)

Specific absorbance 
(А

1
1
с
%
m
 = 648)

Стандартный 
образец арбутина
Arbutin reference 

standard

Стандартный 
образец арбу-

тина
Arbutin refer-
ence standard

Теоретическая 
концентрация 
арбутина в ис-
пытуемом рас-
творе, мкг/мл

Theoretical 
concentration 

of arbutin in the 
test solution, 

µg/mL

Толокнян-
ки обык-
новенной 
листья,  

Bearberry 
leaf

0,300 0,036 0,012 0,048 0,960

Брус-
нивер®, 

Brusniver®
0,100 0,012 0,004 0,016 0,320

Длительность одного 
испытания, ч

Duration of one test, h
6 2 3 2,5 3
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листьев, что, скорее всего, связано с более низкой 
концентрацией арбутина и недостаточной очист-
кой извлечения из сбора.

В свою очередь, спектры, полученные по мето-
дике № 3 (рис. 1b), имеют характерный максимум 
поглощения при длине волны около 455 нм и совпа-
дают по профилю со спектром стандартного образца 
арбутина. Следует отметить относительно трудоем-
кую пробоподготовку по данной методике, которая 
может повлечь за собой высокую погрешность ре-
зультатов испытаний. Также необходимо обратить 
внимание на использование в расчетах удельного 
показателя поглощения, что, в свою очередь, влияет 
на межлабораторную прецизионность (сходимость 

результатов разных лабораторий) при использова-
нии данной методики.

Методики ВЭЖХ обладают наибольшей специ-
фичностью среди сравниваемых методик, что опре-
деляется особенностями данного аналитического 
метода, однако требуют использования стандарт-
ного образца арбутина. Обращает на себя внимание 
тот факт, что при выполнении испытаний по мето-
дике № 4 на хроматограмме стандартного образца 
арбутина присутствуют два пика, которые также 
можно отметить и на хроматограммах испытуемых 
растворов (рис. 2a). По условиям методики, второй 
пик не используется в расчетах. Если проводить вы-
числения по сумме пиков, то результаты получаются 

Таблица 4. Результаты испытаний

Table 4. Test results

Методика
Procedure

Толокнянки обыкновенной листья
Bearberry leaf

Бруснивер®

Brusniver®

№ Метод
Method

результат, %
result, %

норма, %
limit, %

результат, %
result, %

норма, %
limit, %

1 Титриметрия
Titrimetry 9,3 (0,78) Не менее 6,0

Not less than 6.0 3,9 (0,80) —

2 УФ-спектрофотометрия
UV-spectrophotometry 13,0 (1,02) Не менее 6,0

Not less than 6.0 5,4 (1,08) —

3 Спектрофотометрия в видимой области
Visible spectrophotometry 9,1 (1,04) — 2,5 (1,09) Не менее 2,0

Not less than 2.0

4.1 ВЭЖХ (пик арбутина 1)
HPLC (arbutin peak 1) 8,7 (0,91) — 2,6 (0,87) —

4.2 ВЭЖХ (сумма площадей пиков арбутина)
HPLC (sum of arbutin peak areas) 8,3 (0,99) — 2,4 (1,10) —

5 ВЭЖХ
HPLC 8,8 (0,80) Не менее 7,0

Not less than 7.0 2,5 (0,89) —

Примечание. В скобках указано значение относительного стандартного отклонения (RSD, %), «—» — норма не установлена.
Note. The relative standard deviation (RSD, %) is given in brackets, “—”—the limit is not set.

Бруснивер® / Brusniver®

Толокнянки обыкновенной листья / Bearberry leaf

Стандартный образец арбутина / Arbutin standard solution

О
пт
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я 
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ст

ь 
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Бруснивер® / Brusniver®

Толокнянки обыкновенной листья / Bearberry leaf

Стандартный образец арбутина / Arbutin standard solution
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Длина волны, нм / Wavelength, nm
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0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

Рис. 1. Спектры поглощения растворов стандартного и испытуемых образцов, полученные по: (а) методике № 2 — 
УФ­спектрофотометрия, (b) методике № 3 — спектрофотометрия в видимой области

Fig. 1. Absorption spectra of the standard and test solutions obtained by: (a) test procedure No. 2, UV­spectrophotometry, (b) test 
procedure No. 3, visible spectrophotometry

a b
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немного заниженными (табл. 4). При выполнении 
испытаний методом ВЭЖХ в условиях методики 
№ 5 второго пика арбутина не наблюдается (рис. 2b).

ВЫВОДЫ

1. Проведена сравнительная оценка пяти мето-
дик количественного определения арбутина, вклю-
ченных в утвержденные фармакопейные статьи 
и нормативные документы на арбутинсодержащие 
препараты.

2. По результатам испытаний установлено, 
что методики не могут использоваться как взаимоза-
меняемые, нормы содержания арбутина, определен-
ного по конкретной методике, должны быть установ-
лены в условиях каждой конкретной методики.

3. Йодометрическая методика является наибо-
лее трудоемкой и времязатратной, определение ко-
нечной точки титрования является субъективным.

4. Спектрофотометрические методики по-
зволяют проводить испытания без использования 

стандартного образца арбутина и могут давать за-
вышенные результаты по сравнению с методиками 
ВЭЖХ и титриметрии.

5. Методики ВЭЖХ являются более селектив-
ными, однако требуют использования стандартных 
образцов.

6. Для целей контроля качества ЛРП могут быть 
предложены методики ВЭЖХ и спектрофотомет рии 
в видимой области; рекомендуется замена титримет-
рической методики альтернативной. 

Вклад авторов. Н. П. Антонова — идея, концепция, ди-
зайн и планирование исследования; С. С. Прохватило-
ва — формулировка выводов; Е. П. Шефер — обобщение 
результатов исследования и интерпретация результатов; 
А. М. Калинин — редактирование и переработка рукописи; 
И. М. Моргунов — работа с литературными источниками; 
Т. А. Голомазова — проведение практических испытаний; 
У. С. Легонькова — написание чернового варианта статьи.
Authors’ contributions. Natalia P. Antonova—elaboration of 
the study idea, concept, and design, planning of the study; 
Svetlana S. Prokhvatilova—drafting of conclusions; Elena P. 

Бруснивер® / IIrusniver®

II

Толокнянки обыкновенной листья / IIeIrIIerry leIf

Стандартный образец арбутина / IrIIutin stIndIrd solution

II

II

I

I

I

Бруснивер® / Brusniver®

Толокнянки обыкновенной листья / Bearberry leaf

Стандартный образец арбутина / Arbutin standard solution

III

III

III

Рис. 2. Хроматограммы растворов стандартного и испытуемых образцов, полученные по: (a) методике № 4 — ВЭЖХ (время 
хроматографирования — 20 мин), (b) методике № 5 — ВЭЖХ (время хроматографирования — 30 мин)

Fig. 2. Chromatograms of the standard and test solutions obtained by: (a) test procedure No. 4, HPLC (run time—20 min), (b) test 
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Стабильность готовых и приготовленных в лаборатории питательных сред
С. И. Кулешова*, С. А. Процак, С. А. Лисунова, Г. Ю. Романюк

Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»

Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Резюме. Качество питательных сред, которое зависит в большой степени от ростовых свойств каждой используемой 
в испытании питательной среды, определяет достоверность и корректность получаемых результатов при анализе лекар-
ственных средств микробиологическими методами. Процедура приготовления питательной среды достаточно трудо-
емка и включает в себя несколько этапов: последовательное растворение ингредиентов в точном соответствии с рецеп-
турой (качественный и количественный состав), стерилизацию, корректировку рН среды, проверку ростовых свойств, 
поэтому важно установить стабильность каждой конкретной питательной среды. Цель работы: изучение ростовых 
свойств питательных сред, приготовленных в лаборатории из сухой смеси, и оценка их стабильности при длительном 
хранении. Материалы и методы: для проведения испытания по оценке стабильности питательных сред использовали 
приготовленные в лаборатории жидкую тиогликолевую среду и жидкую соево-казеиновую среду. Ростовые свойства 
тиогликолевой среды определяли с помощью тест-микроорганизмов Bacillus subtilis АТСС 6633, Clostridium sporogenes 
АТСС 19404, Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, Staphylococcus aureus АТСС 6538; соево-казеиновой среды — Aspergillus 
brasiliensis АТСС 16404, Candida albicans АТСС 10231, Bacillus subtilis АТСС 6633. Изучение стабильности проводили в те-
чение 6 месяцев, оценивая изменение внешнего вида и ростовых свойств. Испытуемые среды хранились при комнат-
ной температуре и в холодильной камере при температуре 2–8 °С. Результаты: на приготовленной тиогликолевой среде 
через 3 месяца независимо от условий хранения не отмечен рост анаэробного микроорганизма Clostridium sporogenes, 
в дальнейшем не наблюдался рост грамположительных микроорганизмов Bacillus subtilis и Staphylococcus aureus, кото-
рые более чувствительны к условиям хранения приготовленной питательной среды, чем Pseudomonas aeruginosa. Росто-
вые свойства приготовленной в лаборатории соево-казеиновой среды в течение 6 месяцев хранения не изменились. 
Выводы: тиогликолевая среда, приготовленная из сухой смеси, стабильна и сохраняет свои ростовые свойства не более 
двух месяцев при хранении в холодильной камере при температуре 2–8 °C. Соево-казеиновая среда может оставаться 
стабильной в течение 6 месяцев как при комнатной температуре, так и при хранении в холодильной камере.
Ключевые слова: питательные среды; стабильность питательной среды; ростовые свойства; тест-микроорганизмы; 
условия хранения
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Stability of Ready-to-Use and Laboratory-Prepared Culture Media
S. I. Kuleshova*, S. A. Protsak, S. A. Lisunova, G. Yu. Romanyuk

Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products,
8/2 Petrovsky Blvd, Moscow 127051, Russian Federation

Abstract. The culture media quality, which depends to a large extent on growth promotion properties, determines the reliability 
and accuracy of test results obtained by microbiological methods. The procedure for culture media preparation is quite labour-
consuming and includes several stages: successive dissolution of components exactly as specified in the recipe (qualitative and 
quantitative composition), sterilisation, adjusting the pH of the medium, and testing of growth promotion properties—therefore it 
is important to demonstrate the stability of each particular culture medium. The aim of the study was to evaluate growth promotion 
properties of the culture media prepared in the laboratory from a dry mixture, and to assess their stability during long-term 
storage. Materials and methods: stability testing was performed for fluid thioglycollate medium (FTM) and soybean-casein digest 
broth (SCD) prepared in the laboratory. FTM growth promotion properties were tested using the following test microorganisms: 
Bacillus subtilis ATCC 6633, Clostridium sporogenes ATCC 19404, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus 
ATCC 6538. SCD growth promotion properties were tested using: Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, Candida albicans ATCC 
10231, Bacillus subtilis ATCC 6633. The stability study was carried out for 6 months, assessing changes in appearance and growth 
promotion properties. The test media were stored at room temperature and in a refrigerator at 2–8 °C. Results: no growth of the 
anaerobic microorganism Clostridium sporogenes was observed in FTM after 3 months, regardless of storage conditions. Later on, 
there was no growth of the gram-positive microorganisms Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus, which are more sensitive to 
the storage conditions than Pseudomonas aeruginosa. The growth promotion properties of the SCD prepared in the laboratory 
did not change during 6 months of storage. Conclusions: FTM prepared from a dry mixture remains stable and retains its growth 
promotion properties for no more than two months when stored in a refrigerator at 2–8 °C. SCD can remain stable for 6 months, 
both at room temperature and when stored in the refrigerator.
Key words: culture media; culture media stability; growth promotion properties; test microorganisms; storage conditions
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Питательные среды являются важными матери-
алами для проведения лабораторных микробиоло-
гических исследований [1, 2]. Качество питательных 
сред в большой степени влияет на достоверность 
анализа лекарственных средств (ЛС) микробиологи-
ческими методами (тесты на микробиологическую 
чистоту ЛС, стерильность) [3]. Для ЛС, к которым 
предъявляется требование «Стерильность» (инъек-
ционные препараты, глазные капли и мази и т.д.), 
испытание на стерильность является обязательной 
процедурой. При проведении испытания внимание 
уделяется не только непосредственно определе-
нию показателя «Стерильность» в строгом соответ-
ствии с Государственной фармакопеей Российской 
Федерации (ГФ РФ)1, но и всем подготовительным 
этапам анализа, в том числе приготовлению пита-
тельных сред, включая в обязательном порядке про-
верку их ростовых свойств.

ГФ РФ для постановки теста «Стерильность» 
рекомендованы жидкие питательные среды: тио-
гликолевая среда для выявления аэробных и анаэ-
робных бактерий, соево-казеиновая среда для вы-
явления грибов и аэробных бактерий, среда Сабуро 
для выявления грибов. Процедура приготовления 
питательной среды достаточно трудоемкая и вклю-
чает несколько этапов: изготовление среды в точном 
соответствии с рецептурой, стерилизацию, коррек-
тировку рН среды. В ОФС «Стерильность» указано, 
что срок хранения приготовленных питательных 
сред может составлять не более 1 месяца при темпе-
ратуре от 2 до 25 °С. Оговаривается, что допускаются 
иные условия и сроки годности питательных сред, 
которые должны быть подтверждены. Таким обра-
зом, для оптимизации работы микробиологических 
лабораторий с целью экономии материальных ре-
сурсов и трудозатрат необходимо оценить стабиль-
ность питательных сред, используемых при оценке 
стерильности лекарственных средств.

Цель работы — изучение ростовых свойств пи-
тательных сред, приготовленных в лаборатории 
из сухих смесей, и оценка их стабильности при дли-
тельном хранении для подтверждения увеличенного 
срока годности.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для проведения испытания по оценке стабиль-
ности питательных сред использовали приготов-
ленные в лаборатории жидкую тиогликолевую среду 
и жидкую соево-казеиновую среду. Тиогликолевая 
среда изготовлена 18.12.2019 из сухой смеси Fluid 
Thioglycollate medium серии VM766091 (Merсk), 

пропись которой полностью соответствует пропи-
си, приведенной в ОФС «Стерильность». Соево-
казеиновая среда изготовлена 18.12.2019 из сухой 
смеси Tryptic Soy Broth серии VM785759 (Merсk), 
пропись которой также полностью соответству-
ет прописи, приведенной в ОФС «Стерильность». 
В лаборатории присвоены номера серий вышеука-
занных сред по дате изготовления: для обеих сред — 
011219. Стерилизация изготовленных питательных 
сред и корректировка рН проведена в соответствии 
с требованиями ГФ РФ. Каждую среду объемом 
100 мл разливали во флаконы, которые герметич-
но укупоривали резиновыми пробками с обкаткой 
алюминиевыми колпачками. В качестве контроля 
использовали готовые жидкие среды (Merсk): тио-
гликолевая среда (Thioglycoll. B. 100 ml clear) серий 
156514 и 157666, соево-казеиновый бульон (Tryptic 
Soy B) серий 156529 и 157945.

Ростовые свойства тиогликолевой среды проверя-
ли с использованием тест-микроорганизмов Bacillus 
subtilis АТСС 6633, Clostridium sporogenes АТСС 19404, 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027, Staphylococcus au­
reus АТСС 6538, соево-казеиновой среды — Aspergillus 
brasiliensis АТСС 16404, Candida albicans АТСС 10231, 
Bacillus subtilis АТСС 6633. В 10 мл среды вносили 
тест-микроорганизмы в количестве от 10 до 100 КОЕ. 
Тест-микроорганизмы были выбраны в соответствии 
с рекомендациями ГФ РФ2. Количество микроорга-
низмов устанавливали по стандарту мутности, атте-
стованному в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России, 
с последующим прямым посевом на чашки Петри 
с питательными средами Tryptic Soy Agar EP+USP 
(Merck) для определения концентрации бактерий, 
Sab. Dextrose (4%) A. aсс EP (Merсk) для определения 
грибов, Anaerobic Agar (HiMedia) для определения 
анаэробов.

Приготовленные питательные среды были про-
верены на стерильность и затем разделены на две 
партии. Образцы одной партии хранили при ком-
натной температуре 20–25 °С, другой — помеща-
ли в холодильную камеру 2–8 °С. Изучение ста-
бильности проводили в течение 6 мес., оценивая 
изменение внешнего вида и ростовые свойства. 
По истечении срока хранения приготовленные пи-
тательные среды были проверены на стерильность. 
Обе среды независимо от условий хранения были 
стерильны.

Для проверки ростовых свойств использовали 
один флакон каждой из исследуемых сред, содер-
жимое которого разливали в асептических усло-
виях в пробирки по 10 мл. Температуру флаконов, 

1 ОФС.1.2.4.0003.15. Стерильность. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
2 ОФС.1.2.4.0002.18. Микробиологическая чистота. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
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media. Vedomosti Nauchnogo tsentra ekspertizy sredstv meditsinskogo primeneniya = Тhе Bulletin of the Scientific Centre for Expert 
Evaluation of Medicinal Products. 2021;11(2):130–134. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2021-11-2-130-134
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которые были помещены в холодильную камеру, 
предварительно доводили до комнатной. В 10 мл 
среды вносили от 10 до 100 КОЕ каждого из вы-
шеперечисленных тест-микроорганизмов по от-
дельности. Посевы на тиогликолевой среде инку-
бировали при температуре 32,5 ± 2,5 °С в течение 
48 ч, посевы на соево-казеиновой среде — при тем-
пературе 22,5 ± 2,5 °С в течение 72 ч. Испытуемые 
образцы в пробирках просматривали ежедневно. 
Аналогичным образом изучали готовые жидкие 
среды, которые использовали в качестве контроля. 
Ростовые свойства оценивали визуально по типич-
ному росту на жидкой тиогликолевой среде или со-
ево-казеиновой среде: Ваcillus subtilis АТСС 6633 — 
помутнение среды (неравномерное, хлопьями), 
Staphylococcus aureus АТСС 6538Р — равномерное 
помутнение среды, Pseudomonas aeruginosa АТСС 
9027 — помутнение среды с образованием плен-
ки сверху, Clostridium sporogenes АТСС 19404 — по-
мутнение среды с наличием зоны аэробиоза, 
газо образование, специфический запах, Candida 
albicans ATCC 10231 — придонный рост (белый 
осадок на дне), Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 — 
рост в виде пушистых белых шариков.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты проверки ростовых свойств при-
готовленной в лаборатории тиогликолевой сре-

ды представлены в таблице 1. После хранения 
как при комнатной температуре, так и в холодиль-
ной камере во флаконах не отмечена розовая окра-
ска в верхней части объема питательной среды, 
что свидетельствует об отсутствии аэрации пита-
тельной среды в процессе хранения. Через три ме-
сяца независимо от условий хранения не наблю-
дался рост анаэробного микроорганизма Clostridium 
sporogenes. Последующее испытание на наличие 
роста тест-микроорганизмов, заявленных в иссле-
довании, подтвердило невозможность применения 
данной среды при длительном хранении. Не от-
мечен рост грамположительных микроорганизмов 
Bacillus subtilis и Staphylococcus aureus, которые ока-
зались более чувствительны к условиям хранения 
приготовленной питательной среды по сравнению 
с Pseudomonas aeruginosa. При этом готовая жидкая 
тиогликолевая среда, оставленная при комнатной 
температуре, не изменила своих качеств в течение 
6 мес. (табл. 2).

Наблюдались некоторые отличия между ис-
следуемыми партиями испытуемой тиоглико-
левой среды. Приготовленные одновременно 
и разделенные по условиям хранения партии 
среды различались и по внешнему виду, и по ско-
рости роста тест-микроорганизмов. Через два 
месяца среда, хранящаяся при комнатной тем-
пературе, стала более темной, чем партия среды, 

Таблица 1. Результаты проверки ростовых свойств тиогликолевой среды № 011219
Table 1. Growth promotion test results for thioglycollate medium No. 011219

Тест-микроорганизм
Test microorganism

Условия хранения среды 20–25 °С
Storage at 20–25 °С

Условия хранения среды 2–8 °С
Storage at 2–8 °С

Дата проведения эксперимента
Date of the experiment

18.12.
2019

28.01.
2020

18.02.
2020

19.03.
2020

13.07.
2020

18.12.
2019

28.01.
2020

18.02.
2020

19.03.
2020

13.07.
2020

Ваcillus subtilis АТСС 6633 Р Р Р Р НР Р Р Р Р НР

Staphylococcus aureus АТСС 6538Р Р Р Р Р НР Р Р Р Р НР

Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

Clostridium sporogenes АТСС 19404 Р Р Р НР НР Р Р Р НР НР

Примечание. Р — наличие роста тест-микроорганизма, НР — отсутствие роста микроорганизма.
Note. P—growth of the test microorganism detected, НР—no growth of the test microorganism detected.

Таблица 2. Результаты проверки ростовых свойств жидкой тиогликолевой среды серия 157666 (Merck) (контроль)
Тable 2. Growth promotion test results for fluid thioglycollate medium, batch 157666 (Merck) (control)

Тест-микроорганизм
Test microorganism

Условия хранения среды 20–25 °С
Storage 20–25 °С

Дата проведения эксперимента
Date of the experiment

18.12.2019 28.01.2020 18.02.2020 19.03.2020 13.07.2020

Ваcillus subtilis АТСС 6633 Р Р Р Р Р

Staphylococcus aureus АТСС 6538Р Р Р Р Р Р

Pseudomonas aeruginosa АТСС 9027 Р Р Р Р Р

Clostridium sporogenes АТСС 19404 Р Р Р Р Р

Примечание. Р — наличие роста тест-микроорганизма.
Note. P—growth of the test microorganism detected.
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помещенная в холодильную камеру. Визуально 
рост Staphylococcus aureus и Pseudomonas aerugino­
sa на среде, оставленной при комнатной темпе-
ратуре, наблюдали на сутки позже по сравнению 
со средой хранящейся в холодильной камере, 
что, возможно, обусловлено изменением коли-
чества и качества питательных веществ, необхо-
димых для роста тест-культур. Для более точной 
оценки выявленных отличий необходимы даль-
нейшие детальные исследования.

Рост тест-микроорганизмов на жидкой готовой 
среде (контроль) наблюдали в течение всего перио-
да хранения (табл. 2). Результаты проверки ростовых 
свойств приготовленной в лаборатории соево-казе-
иновой среды представлены в таблице 3. Значимых 
отличий между испытуемыми партиями не обнару-
жено. Рост тест-микроорганизмов наблюдался в те-
чение 6 мес. и не отличался от контроля (табл. 3, 4).

ВЫВОДЫ

Проведенные исследования показали, что тио-
гликолевая среда, приготовленная из сухой сме-
си, стабильна и сохраняет свои ростовые свойства 
не более двух месяцев при хранении в холодильной 
камере при температуре 2–8 °С. Соево-казеиновая 
среда может оставаться стабильной в течение 6 мес. 
как при комнатной температуре, так и при хранении 
в холодильной камере.
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Таблица 3. Результаты проверки ростовых свойств соево-казеиновой среды № 011219
Table 3. Growth promotion test results for soybean-casein digest broth No. 011219

Тест-микроорганизм
Test microorganism

Условия хранения среды 20–25 °С
Storage at 20–25 °С

Условия хранения среды 2–8 °С
Storage at 2–8 °С

Дата проведения эксперимента
Date of the experiment

18.12.
2019

28.01.
2020

18.02.
2020

19.03.
2020

13.07.
2020

18.12.
2019

28.01.
2020

18.02.
2020

19.03.
2020

13.07.
2020

Ваcillus subtilis АТСС 6633 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

Candida albicans ATCC 10231 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

Примечание. Р — наличие роста тест-микроорганизма
Note. P—growth of the test microorganism detected.

Таблица 4. Результаты проверки ростовых свойств соево-казеиновой среды (Merck) серия 157945 (контроль)
Table 4. Growth promotion test results for soybean-casein digest broth, batch 157945 (Merck) (control)

Тест-микроорганизм
Test microorganism

Условия хранения среды 20–25 °С
Storage at 20–25 °С

Дата проведения эксперимента
Date of the experiment

18.12.2019 28.01.2020 18.02.2020 19.03.2020 13.07.2020

Ваcillus subtilis АТСС 6633 Р Р Р Р Р

Candida albicans ATCC 10231 Р Р Р Р Р

Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 Р Р Р Р Р

Примечание. Р — наличие роста тест-микроорганизма.
Note. P—growth of the test microorganism detected.
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СПРАВОЧНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

ТРЕБОВАНИЯ ФАРМАКОПЕИ ЕВРАЗИЙСКОГО ЭКОНОМИЧЕСКОГО СОЮЗА К ОПРЕДЕЛЕНИЮ КАЧЕСТВА 
ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД ДЛЯ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИХ ИСПЫТАНИЙ

Согласно Решению Коллегии Евразийской экономической комиссии от 11.08.2020 100 «О Фармакопее Евразийского экономического союза» 
Фармакопея вводится в действие с 01.03.2021 и установлено, что до 1 января 2026 г. регистрационные досье лекарственных средств для медицинского 

применения и ветеринарных лекарственных средств должны быть приведены в соответствие с требованиями Фармакопеи ЕАЭС.
Порядок определения ростовых свойств питательных сред согласно Фармакопее ЕАЭС описан в трех ОФС, перечень разделов которых следующий:

2.1.6. Биологические испытания

2.1.6.1. СТЕРИЛЬНОСТЬ

Проверка пригодности методики испытания (определение антимикробного действия)
2. Испытание на стерильность

2.1. Отбор образов для испытания
2.2. Метод мембранной фильтрации
2.3. Метод прямого посева

3. Питательные среды
3.1. Приготовление питательных сред
3.2. Стерильность питательных сред
3.3. Определение ростовых свойств питательных сред
3.3.1. Подготовка тест-штаммов микроорганизмов
3.3.2. Приготовление инокулята

3.4. Определение нейтрализующих свойств тиогликолевой среды
3.5. Хранение питательных сред

2.1.6.6. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ НЕСТЕРИЛЬНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ: ОБЩЕЕ КОЛИЧЕСТВО 
ЖИЗНЕСПОСОБНЫХ АЭРОБНЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ

1. Введение
2. Работа с тест-штаммами микроорганизмов

2.1. Активация лиофилизированных тест-штаммов микроорганизмов
2.2. Активация тест-штаммов микроорганизмов, хранящихся на дисках
2.3. Хранение тест-штаммов в глубокой заморозке

3. Определение антимикробного действия
3.4. Учет и интерпретация результатов антимикробного действия
3.5. Способы устранения антимикробного действия лекарственных средств

4. Отбор образцов лекарственных средств
5. Методы количественного определения аэробных микроорганизмов
6. Проверка ростовых свойств и стерильности питательных сред.

6.1. Тест-штаммы микроорганизмов
6.2. Определение ростовых свойств питательных сред
6.3. Стерильность питательных сред

7. Хранение питательных сред
8. Рекомендуемые питательные среды и растворы

2.1.6.7. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ НЕСТЕРИЛЬНЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ НА НАЛИЧИЕ ОТДЕЛЬНЫХ ВИДОВ 
МИКРООРГАНИЗМОВ

1. Введение
2. Общие процедуры
3. Определение отдельных видов микроорганизмов
4. Биохимические тесты для идентификации микроорганизмов
5. Оценка качества питательных сред

5.1. Ростовые свойства питательных сред
5.2. Селективные свойства питательных сред
5.3. Диагностические свойства питательных сред
5.4. Стерильность питательных сред
5.5. Хранение питательных сред

6. Рекомендуемые питательные среды и растворы

С полным текстом Фармакопеи ЕАЭС Вы можете ознакомиться на сайте http://www.eaeunion.org/ 

http://www.eaeunion.org/
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УДК 615.076.9
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2021-11-2-135-142

Вычисление средней смертельной и минимальной смертельной дозы лекарственных 
средств с помощью биометрического программного обеспечения CombiStats

П. В. Шадрин*, Т. А. Батуашвили, Л. В. Симутенко, Н. П. Неугодова

Федеральное государственное бюджетное учреждение
«Научный центр экспертизы средств медицинского применения»

Министерства здравоохранения Российской Федерации,
Петровский б-р, д. 8, стр. 2, Москва, 127051, Российская Федерация

Резюме. Вычисление средней смертельной (ЛД
50

) и минимальной смертельной (ЛД
10

) дозы является необходимым при 
исследовании острой токсичности лекарственных средств, а также при определении специфической активности не-
которых из них. Цель работы — разработка способа применения программы CombiStats для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 

лекарственных средств. Предложен пошаговый алгоритм обработки результатов биологического испытания с исполь-
зованием биометрического программного обеспечения CombiStats (модель «Определение средней эффективной дозы», 
пробит-анализ) с преобразованием доз в простые дроби (доли от максимальной дозы) для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
. 

Проведено сравнение результатов вычисления ЛД
50

 и ЛД
10

, полученных при помощи программы CombiStats и с исполь-
зованием электронных таблиц по методу Блисса–Миллера–Тейнтера–Прозоровского, описанному в Государственной 
фармакопее Российской Федерации (ОФС.1.1.0014.15). Показано, что использование CombiStats имеет в некоторых 
случаях преимущество перед использованием фармакопейного метода.
Ключевые слова: средняя смертельная доза; ЛД

50
; средняя эффективная доза; ED

50
; минимальная смертельная доза; 

ЛД
10

; CombiStats; биометрическое программное обеспечение; преобразование доз; лекарственные средства; зме-
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) and low lethal dose (LD
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) are calculated in acute toxicity studies, as well as during spe-
cific activity assessment of some medicines. The aim of the study was to develop a procedure for using CombiStats to calculate 
LD

50
 and LD

10
. The authors proposed a step-by-step algorithm for processing bioassay results using the CombiStats biometric 

software (median effective dose determination model, probit analysis) with conversion of doses to simple fractions (fractions of 
the maximum dose) to calculate LD
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 and LD

10
. They compared LD
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 and LD

10 
calculation results obtained using CombiStats with 

those obtained using electronic spreadsheets according to the Bliss–Miller–Tainter–Prozorovsky method described in the State 
Pharmacopoeia of the Russian Federation (General Monograph 1.1.0014.15). It has been demonstrated that the use of Combi-
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Средняя смертельная доза (ЛД
50

) и минимальная 
смертельная доза (ЛД

10
) являются важными биоло-

гическими показателями качества лекарственных 
средств (ЛС), обязательными при исследовании 
острой токсичности ЛС на стадии доклинического 
изучения, а также при определении активности не-
которых из них (например, змеиного и пчелиного 
яда). Для этого нескольким группам животных вво-
дят разные дозы препарата, начиная с минимальной, 
не вызывающей гибель, и заканчивая дозой, от кото-
рой наблюдается полная гибель животных в данной 
группе. Результаты испытания, представляющие со-
бой дихотомические (альтернативные) данные, обра-
батывают с помощью пробит-анализа1 [1–6].

Согласно Государственной фармакопее 
Российской Федерации, для расчетов можно ис-
пользовать электронные таблицы, что реализовано 
нами при использовании метода Блисса–Миллера–
Тейн тера–Прозоровского для вычисления ЛД

50
 

и ЛД
10

. Возможно также применение специально-
го валидированного статистического программ-
ного обеспечения2. Так, на основе биометриче-
ских методов, используемых для оценки качества 
лекарственных средств3, построены программы 
PLA и CombiStats. Последняя рекомендована 
для применения Евро пейским директоратом по ка-
честву лекарственных средств и здравоохранения 
(European Directorate for the Quality of Medicines & 
HealthCare, EDQM)4.

Однако в программе CombiStats не предусмо-
трена возможность ввода доз с единицами измере-
ния в миллиграммах на килограмм массы тела жи-
вотного. Для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 необходимо 

проводить преобразование доз, использованных 
в испытании.

Согласно руководству пользователя, в CombiStats 
имеются две модели обработки альтернативных 
данных.

1. С помощью модели «Determination ED50 — 
Определение средней эффективной дозы» проводят 
анализ S-образной кривой дозозависимости без ис-
пользования стандартного образца.

Для этой модели приведены примеры определе-
ния эффективных доз вакцин, исходя из их актив-
ности (МЕ). При этом дозы приводят в логарифми-
ческом виде и обозначают, например, «–1,6 log10», 
«–2,2 log10» и т.д. 

2. Модель «Quantal responses — Все или ничего» 
наряду с определением эффективных доз позволяет 
оценить расстояние между двумя S-образными кри-
выми дозозависимости для определения активности 

испытуемого образца вакцины или иммуноглобули-
на относительно стандартного образца. В этих слу-
чаях дозы указывают в виде дробей, где за единицу 
принимают максимальную дозу, например 1/1, 1/2, 
1/4, 1/8.

На основании анализа данной информации 
мы предположили, что при вычислении ЛД

50
 и ЛД

10
 

дозы, получаемые тест-объектами, целесообраз-
но выражать в виде долей максимальной дозы, 
которую принимают за единицу и обозначают 
как 1/1, а расчеты проводить с применением модели 
«Determination ED50 — Определение средней эф-
фективной дозы».

Таким образом, при использовании модели 
«Determination ED50 — Определение средней эф-
фективной дозы» и представлении доз в виде про-
стых дробей можно получить промежуточные ре-
зультаты испытания, которые после дальнейшей 
обработки практически совпадают с результата-
ми, полученными с помощью метода Блисса–
Миллера–Тейнтера–Прозоровского, описанного 
в ОФС.1.1.0014.155.

Цель работы — разработка способа применения 
программы CombiStats для вычисления ЛД

50
 и ЛД

10
 

лекарственных средств.
Для выполнения однотипных расчетов 

в CombiStats создают шаблоны — специальные фай-
лы, содержащие заранее установленные условия 
обработки экспериментальных данных. Поэтому 
для вычисления средней смертельной дозы прежде 
всего необходимо создать шаблон.

Для этого проводят ряд последовательных 
действий: нажимают кнопку Create New tem-
plate (Создать новый шаблон) в левом верхнем 
углу экрана или выбирают пункт меню File→New 
(Файл→Создать). Появляется диалоговое окно 
Options wizard (Мастер настроек) (рис. 1).

На вкладке Size (Параметры таблиц) вводят сле-
дующие значения полей:

Number of tables: 1 (число препаратов),
Number of information lines: 0 (число строк заго-

ловка),
Number of pre-dilutions: 0 (число разведений),
Number of doses: 5 (число доз),
Number of replicates: 1 (число повторностей).
Для последовательного открытия следующих 

вкладок «Мастера настроек» используют кнопку 
Next в нижней части диалогового окна.

На вкладке Orientation (Ориентация) ставят фла-
жок напротив пункта Doses vertical для вертикально-
го расположения доз в таблице (рис. 2).

1 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
2 Там же.  
3 Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018.
 European Pharmacopoeia. Suppl. 10.1. Strasbourg: EDQM; 2020.
 Проект фармакопеи Евразийского экономического союза.
4 https://www.edqm.eu/en/combistats
5 Общая фармакопейная статья ОФС.1.1.0014.15. Статистическая обработка результатов определения специфической фармакологической 
активности лекарственных средств биологическими методами. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. I. М.; 2018. 
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Вкладка Model (Модель). Поскольку вычисление 
смертельной дозы можно рассматривать как част-
ный случай вычисления эффективной дозы, ставят 
флажок напротив пункта ED … determination (ln dose) 
и в свободное поле вместо многоточия вводят иско-
мый процент эффекта (в данном случае — 50) (рис. 3).

На вкладке Design (План) ставят флажок напро-
тив пункта Completely randomized (полностью рандо-
мизированный план) (рис. 4).

На вкладке Doses (Дозы) ставят флажок на-
против пункта Explicit notation (конкретные дозы) 
(рис. 5).

Рис. 1. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Параметры таблиц»

Fig. 1. Options wizard dialog box, Size of tables tab

Рис. 2. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Ориентация»

Fig. 2. Options wizard dialog box, Orientation of tables tab

Рис. 3. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Модель»

Fig. 3. Options wizard dialog box, Model tab

Рис. 4. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«План»

Fig. 4. Options wizard dialog box, Design tab
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На вкладке Transformation (Преобразование) ста-
вят флажок напротив пункта Probit (рис. 6).

На вкладке Variance (Дисперсия) ставят флажок на-
против пункта Theoretical variance. В поле s^2 = вводят 
значение 1 (теоретическая дисперсия равна 1) (рис. 7).

На вкладке ANOVA (Дисперсионный анализ) ста-
вят флажок напротив пункта Normal (обычный дис-
персионный анализ) (рис. 8).

После заполнения всех вкладок нажимают 
кнопку OK внизу диалогового окна Options wizard 
и сохраняют созданный шаблон под нужным назва-
нием, например ЛД50.

Полученный шаблон имеет следующий вид 
(рис. 9), строки Model, Design, Transformation 
и Theoretical variance отражают выбранные на-
стройки. В левом верхнем углу шаблона находится 

Рис. 5. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дозы»

Fig. 5. Options wizard dialog box, Doses tab

Рис. 6. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Преобразование»

Fig. 6. Options wizard dialog box, Transformation tab

Рис. 7. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дисперсия»

Fig. 7. Options wizard dialog box, Variance tab

Рис. 8. Вид диалогового окна «Мастер настроек», вкладка 
«Дисперсионный анализ»

Fig. 8. Options wizard dialog box, ANOVA tab
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таблица, в которую вводят название испытуемого 
соединения (лекарственного средства) и дату испы-
тания.

Таблица Remarks предназначена для дополни-
тельной информации. Данную таблицу можно не за-
полнять. Таблицу Sample 1 заполняют полученными 
результатами биологического испытания. В графу 
Doses вводят дозы, использованные в испытании, 
а в графу (1) — полученные результаты в виде дроби, 
левая часть которой означает число погибших жи-
вотных, а правая — общее число животных в данной 
группе.

ПРЕОБРАЗОВАНИЕ ДОЗ И ВЫПОЛНЕНИЕ РАСЧЕТОВ
Выполнение расчетов проведено на примере 

определения ЛД
50

 змеиного яда на белых мышах; 
дозы выражены в виде простых дробей (в долях 
от максимальной дозы), согласно модели «Quantal 
responses — Все или ничего».

Для открытия заранее созданного шаблона на-
жимают кнопку Library of templates (Библиотека ша-
блонов). В открывшемся одноименном окне выби-
рают и открывают шаблон ЛД50 (рис. 9).

В строку Substance вводят наименование испы-
туемого препарата, а в строку Date of assay — дату 
испытания. В таблицу Sample 1 вводят исходные 
данные.

Число строк в таблице Sample 1 соответствует 
числу доз, используемых в каждом конкретном слу-
чае для вычисления искомой величины. При необ-
ходимости их можно изменять следующим образом: 
нажать кнопку Wizard и в открывшемся окне Options 
wizard (рис. 1) на вкладке Size в поле Number of doses 
ввести необходимое число доз, нажать кнопку ОК. 
Предварительно следует убедиться, что все на-
стройки введены правильно (строки под таблицей 
Sample 1 на рисунке 9).

Результаты биологического испытания, 
проведенного в лаборатории фармакологии 
Испытательного центра экспертизы качества лекар-
ственных средств ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России, представлены в таблице 1.

Расчет доз в долях от максимальной дозы, при-
нятой за единицу и обозначаемой как 1/1, проводят 
путем составления пропорции:

если 4 мг/кг = 1,
1 мг/кг = х,
то х = (1×1)/4 = 1/4.
В столбец Doses вводят рассчитанные дозы в до-

лях от единицы, а в столбец (1) — число погибших 
животных в виде 0/6, 1/6 и т.д. (рис. 10), нажимают 
кнопку Calculate.

Результаты расчетов выводятся на экран в пред-
ставленном на рисунке 11 виде.

Результаты дисперсионного анализа демонстри-
руют высокую статистическую значимость дозоза-
висимости с доверительной вероятностью P = 0,99 
(строка Regression на рисунке 11). Значение P обозна-
чается в программе «звездочками»: (*) — 0,95; (**) — 
0,99; (***) — 0,999. Величина в строке Non-linearity 
подтверждает отсутствие значимой нелинейности 

Рис. 9. Шаблон «ЛД50»

Fig. 9. LD50 template

Таблица 1. Результаты биологического испытания

Table 1. Bioassay results

Доза зме-
иного яда, 

мг/кг
Snake 

venom dose, 
mg/kg

Число 
погибших 
животных
Number of 

animals found 
dead

Число 
животных 
в группе

Number of 
animals in the 

group

Количество
погибших

животных, %
Number of 

animals found 
dead, %

1,0 0 6 0

2,0 1 6 16,7

2,5 4 6 66,7

3,0 5 6 83,3

4,0 6 6 100
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(«звездочки» отсутствуют). Следовательно, резуль-
таты в нижней таблице (рис. 11) следует признать 
достоверными.

В строке ED50/kg (рис. 11) отображены вели-
чины, показывающие, во сколько раз значение 
средней эффективной дозы или ее доверительные 
границы меньше максимальной дозы. Поэтому 

для вычисления ЛД
50

 необходимо значение макси-
мальной дозы 4,0 мкг/кг разделить на число в соот-
ветствующей ячейке данной таблицы:

- значение ЛД
50

 составляет 4,0 мг/кг : 1,68 = 
2,38 мг/кг,

- нижняя доверительная граница — 4,0 мг/кг : 
2,16 = 1,85 мг/кг (P = 0,95),

Рис. 10. Шаблон «ЛД50» с введенными результатами биологического испытания

Fig. 10. Completed LD50 template

Рис. 11. Результаты расчетов, используемые для дальнейшего вычисления ЛД
50

Fig. 11. Calculation results used for LD
50 

calculation
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- верхняя доверительная граница — 4,0 мг/кг : 
1,44 = 2,80 мг/кг (P = 0,95).

Для того чтобы вычислить ЛД
10

 (минимальную 
смертельную дозу), необходимо в соответствующее 
поле на вкладке Model диалогового окна Options 
wizard (рис. 3) ввести значение «10», пересчитать 
результаты, нажав кнопку Calculate, и провести 
преобразование результатов расчетов из относи-
тельных единиц в единицы массы (мг/кг), как ука-
зано выше.

Сравнение результатов, полученных в рутин-
ных случаях при вычислении ЛД

50
 и ЛД

10
 с помо-

щью CombiStats, со значением ЛД
50

, рассчитанным 
с помощью метода, описанного в ОФС.1.1.0014.15 
и реализованного с помощью электронных таблиц 
без преобразования доз, подтверждает правомер-
ность предлагаемого способа выражения доз и ука-
зывает на отсутствие статистически значимых раз-
личий. В таблице 2 представлены итоги вычислений 
ЛД

50
 и ЛД

10
 на основании результатов биологическо-

го испытания, изложенных в таблице 1.
На практике иногда встречаются случаи, когда 

предпочтительнее использование CombiStats. В та-
блицах 3 и 4 продемонстрирован один из них, когда 
использование фармакопейного метода не позволя-
ет правильно вычислить значение ЛД

10
.

Показано, что в данном случае значения ЛД
50

, 
вычисленные как фармакопейным методом, так 
и при помощи CombiStats, практически одинаковы. 
При этом значение ЛД

10
, вычисленное с помощью 

электронных таблиц, оказалось ниже минимальной 
дозы, использованной в испытании, и, следователь-
но, неверно. В то же время с помощью CombiStats 
было получено правильное значение ЛД

10
 (с дове-

рительными границами), находящееся в интервале, 
в котором смертность животных составляет 0–40%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Предложен алгоритм использования програм-

мы CombiStats для вычисления ЛД
50

 и ЛД
10

 лекар-
ственных средств (модель «Определение средней 
эффективной дозы», пробит-анализ). Для этого не-
обходимо провести преобразование доз, введенных 
тест-объектам, в простые дроби (в долях от макси-
мальной дозы, принятой за единицу).

Следует отметить, что CombiStats всегда вычис-
ляет доверительные границы, что позволяет, при не-
обходимости, сравнивать значения не только ЛД

50
, 

но и ЛД
10

. В отдельных сложных случаях использо-
вание CombiStats позволяет правильно вычислить 
значения ЛД

10
, когда это невозможно с помощью 

способа, изложенного в фармакопее.

Таблица 2. Значения ЛД
50

 и ЛД
10

 змеиного яда, рассчитанные двумя способами

Table 2. Snake venom LD
50

 and LD
10

 calculated in two ways

Наименование показателя
Parameter

Результаты вычислений согласно ОФС.1.1.0014.15 
(электронные таблицы)

Calculation results obtained according to general 
monograph OFS.1.1.0014.15 (electronic spreadsheets)

Результаты вычислений 
с помощью CombiStats
Calculation results ob-

tained using CombiStats

ЛД
50

, мг/кг
LD

50
, mg/kg 2,40 2,38

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), mg/kg 1,86 1,85 

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), mg/kg 2,94 2,80

ЛД
10

, мг/кг
LD

10
, mg/kg 1,41 1,85

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), mg/kg – 0,75

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), mg/kg – 2,17

Примечание. P — доверительная вероятность; «–» — данные отсутствуют.
Note. P—confidence probability; — no data available.

Таблица 3. Результаты испытания лекарственного препарата

Table 3. Bioassay results for the medicinal product

Доза препарата, мкг/кг
Medicinal product dose, µg/kg

Число погибших животных
Number of animals found dead

Число животных в группе
Number of animals in the group

Количество погибших животных, %
Number of animals found dead, %

5000 0 10 0

10 000 4 10 40

15 000 4 10 40

20 000 6 10 60

25 000 10 10 100
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Таблица 4. Значения ЛД
50

 и ЛД
10

 лекарственного препарата, рассчитанные двумя способами

Table 4. Medicinal product LD
50

 and LD
10

 calculated in two ways

Наименование показателя
Parameter

Результаты вычислений согласно ОФС.1.1.0014.15 
(электронные таблицы)

Calculation results obtained according to general 
monograph OFS.1.1.0014.15 (electronic spreadsheets)

Результаты вычислений 
с помощью CombiStats
Calculation results ob-

tained using CombiStats

ЛД
50

, мкг/кг
LD

50
, µg/kg 15 606,70 14 268,10

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), µg/kg 11 181,97 10 902,80

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), µg/kg 20 031,36 17 923,10

ЛД
10

, мкг/кг
LD

10
, µg/kg 4899,19 7445,33

Нижняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Lower confidence limit (P = 0.95), µg/kg – 3348,73

Верхняя доверительная граница (P = 0,95), мкг/кг
Upper confidence limit (P = 0.95), µg/kg – 10 025,60

Примечание. P — доверительная вероятность; «–» — данные отсутствуют.
Note. P—confidence probability; — no data available.

https://doi.org/10.1146/annurev.ph.05.030143.002403
https://doi.org/10.1146/annurev.ph.05.030143.002403
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