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Резюме. Одним из перспективных направлений при поиске инновационных препаратов для лечения онкологических 
заболеваний является применение онколитических (природных или генетически модифицированных) вирусов (ОЛВ) 
для избирательного действия на опухолевые клетки и их уничтожения, особенно в составе комбинированной терапии. 
В настоящее время официально разрешены к медицинскому применению три препарата на основе ОЛВ: два в Китай-
ской Народной Республике (КНР) и один в США и Европейском союзе. Цель работы — анализ материалов, касающих-
ся особенностей разработки препаратов на основе онколитических вирусов, проведения доклинических и клиниче-
ских исследований, а также их регистрации в КНР. Был проведен анализ данных, представленных в свободном доступе 
на сайтах производителей препаратов, в публичных докладах и нормативной документации регуляторных органов 
КНР, в международных реестрах клинических исследований и научных публикациях. Препараты Gendicine® (SiBiono 
GeneTech Co., LTD) и Oncorine® (Shanghai Sunway Biotech Co., LTD) разрабатывались и были разрешены в КНР для 
использования в клинической практике в составе комбинированной терапии. Отмечена значительная продолжитель-
ность разработки препаратов (до момента начала регистрационных процедур препарат Gendicine® изучался в течение 
14 лет), сложность дизайна доклинических исследований и возможность применения препаратов для нескольких но-
зологий с различной локализацией опухолей. Выявленные особенности разработки и регистрации в КНР препаратов 
на основе онколитических вирусов могут быть использованы в регуляторной практике Российской Федерации.
Ключевые слова: терапия онкологических заболеваний; онколитические вирусы; генетические модификации; докли-
нические исследования; клинические исследования; регистрация препаратов
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Abstract. One of the promising areas in the development of innovative products for the treatment of cancer is the use of onco-
lytic (native or genetically modified) viruses (OLVs) for selective targeting of tumour cells and their destruction, especially as 
part of combination therapy. At present, there are three OLV-based products approved for medical use (two in China and one 
in the USА and EU). The aim of the study was to analyse data on specific aspects of OLV-based products’ development, preclini-
cal and clinical research, and authorisation process in China. The authors analysed data freely available on the manufacturers’ 
websites, in public reports and documents of the Chinese regulatory authorities, in international clinical trial registries, and scien-
tific publications. The products Gendicine® (SiBiono GeneTech Co., Ltd.) and Oncorine® (Shanghai Sunway Biotech Co., Ltd.) 
were originally developed and approved in China for clinical use as part of combination therapy. The analysis demonstrated long 
product development periods (Gendicine had been studied for 14 years before the start of the authorisation procedures), com-
plex preclinical trial designs, and potential use of the products for several medical conditions with different tumour localisation. 
The identified specific aspects of OVL-based products’ development and authorisation in China could be taken into account in 
the regulatory practice of the Russian Federation.
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Онкологические заболевания являются одной 
из основных причин высокой смертности населения 
в мире, которая в 2020 г. по данным Всемирной орга-
низации здравоохранения составила почти 10 млн че-
ловек, общее количество диагностированных в мире 
новых случаев — почти 20 млн, из них 3% (543 045 слу-
чая) выявлены в России. В мире самые высокие по-
казатели заболеваемости характерны для рака мо-
лочной железы, легких, а также толстой и прямой 
кишки, а наибольшие показатели смертности (более 
80% от выявленных случаев) — для рака поджелудоч-
ной железы, печени, пищевода, легких и мозга 1.

Постоянный поиск новых подходов и методов 
для создания эффективных противоопухолевых пре-
паратов связан с наличием различных механизмов 
адаптации опухолевых клеток (например, появле-
ние резистентности к химиотерапевтическим лекар-
ственным препаратам и «ускользание» от иммунного 
ответа, в том числе вследствие появления новых опу-
холевых клонов, синтеза опухолью иммуносупрес-
сивных и блокирующих факторов). В свою очередь, 
внедрение таких инновационных препаратов в прак-
тическое здравоохранение требует осуществления 
индивидуального подхода при экспертной оценке 
результатов их разработки, доклинических и клини-
ческих исследований (ДКИ и КИ соответственно) 
в ходе государственной регистрации.

Изучение применения онколитических виру-
сов (ОЛВ) в терапии онкологических заболеваний 
является одним из передовых направлений в он-
кологии, получившим распространение в послед-
ние 20 лет. В настоящее время препараты на основе 
ОЛВ различных семейств, обладающие способно-
стью избирательно инфицировать и уничтожать 
опухолевые клетки, изменять иммуносупрессивное 
микроокружение опухоли и стимулировать систем-
ный противоопухолевый ответ, находятся на стадии 
ДКИ и КИ в ряде стран [1–8]. Терапия ОЛВ имеет 
ряд преимуществ перед современными противоопу-
холевыми методами лечения:

- ОЛВ могут избирательно реплицироваться 
в опухолевых клетках, не затрагивая здоровые клет-
ки, и/или нести чужеродные гены (терапевтические 
и иммуностимулирующие гены) для специфической 
экспрессии в опухолевых клетках [9–10];

- некоторые ОЛВ могут преодолевать гематоэн-
цефалический барьер для уничтожения опухолевых 
клеток в мозге, например реовирус [7] и парвовирус 
Н-1 (Н-1PV) [11, 12];

- ОЛВ могут повысить чувствительность устой-
чивых к другим видам иммунотерапии опухолевых 
клеток [13].

С целью улучшения основных характеристик 
препаратов на основе ОЛВ — селективности, эф-
фективности и безопасности онколитические ви-
русы подвергают генетической модификации [8, 
14–23] (рис. 1).

В соответствии с нормативной документацией 
зарубежных регуляторных органов, касающейся раз-
работки препаратов на основе ОЛВ, несущих чуже-
родные гены, противоопухолевое действие которых 
опосредуется путем их транскрипции/трансляции 
в организме хозяина, генетически модифицирован-
ные ОЛВ могут быть классифицированы как про-
дукты генной терапии и должны соответствовать 
требованиям руководств Управления по контролю 
за качеством пищевых продуктов и лекарственных 
средств (Food and Drug Administration, FDA) и ре-
комендаций Европейского агентства по лекарствен-
ным средствам (European Medicines Agency, EMA) 
для генной терапии 2.

Особенностями исследований при разработке 
препаратов на основе ОЛВ являются: определение 
селективности ОЛВ, идентификация возможных 
молекулярных вариантов вируса и демонстрация 
генетической стабильности. Для проведения ДКИ 
могут быть использованы иммунодефицитные, 
сингенные, гуманизированные животные, а также 
животные с ксенотрансплантированными опухо-
лями. Основные требования к моделям животных 
для проведения ДКИ препаратов на основе ОЛВ 
включают:

- вид животного должен быть восприимчив 
к вирусной инфекции и репликации ОЛВ;

- используемые модели должны позволять вы-
явить все аспекты иммунного ответа на введение 
ОЛВ, максимально моделируя иммунный ответ 
на ОЛВ у человека;

- в случае генетической модификации ОЛВ мо-
дель животного должна быть чувствительна к экс-
прессируемому трансгену.

При невозможности создания одной модели, 
учитывающей все требования, целесообразно про-
ведение ДКИ на двух или нескольких моделях жи-
вотных (в том числе разных видов).

Дизайн ДКИ препаратов на основе ОЛВ должен 
включать следующие исследования: фармакологи-
ческие (биологическая активность, потенциальный 
механизм действия, определение диапазона доз, пу-
тей и графика введения препарата для начала КИ), 
биораспределение, исследования по выделению 
вируса в окружающую среду с биологическим мате-
риалом, токсикологические исследования (острая, 
хроническая токсичность, обратимость токсических 

1 Global Cancer Observatory: Cancer Today. International Agency for Research on Cancer. https://gco.iarc.fr/today/home
2 Guidance for industry. Design and analysis of shedding studies for virus or bacteria-based gene therapy and oncolytic products. FDA; 2015.

ICH Considerations. Oncolytic viruses. EMEA/CHMP/ICH/607698/2008.
ICH Considerations. General principles to address virus and vector shedding. EMEA/CHMP/ICH/449035/2009.
ICH Considerations. General principles to address the risk of inadvertent germline integration of gene therapy vectors. CHMP/ICH/469991/2006.
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Генетическая модификация ОЛВ / Genetic modifications of OLVs

Повышение 
избирательного 

узнавания 
опухолевых клеток 
Improving tumour 

targeting 

Повышение 
противоопухолевой

эффективности 
Improving 
antitumour 

efficacy

Повышение 
безопасности 

Enhancing safety 

Изучение 
биораспределения, 

репликации 
in vivo 

Study of bio-
distribution, 

replication in vivo 

1. Изменение рецептора для проникновения ОЛВ в опухолевые клетки: 
вставка пептидных мотивов, гликопротеинов из генома других вирусов; 
переключение серотипа; введение в геном ОЛВ генов, кодирующих 
одноцепочечные антитела, нацеленные на опухоль-ассоциированные 
антигены; 
2. Воздействие на сигнальные пути и метаболизм опухолевых клеток: 
введение опухоль-специфических промоторов или микроРНК-
таргетинговых последовательностей для ограничения репликации ОЛВ 
в нормальных клетках 
1. Receptor modification for OLV delivery to tumour cells: insertion of 
peptide motives, glycoproteins from other virus genomes; serotype 
switching, introduction of genes encoding single chain antibodies targeting 
tumour-associated antigens into the OLV; 
2. Effect on signaling pathways and metabolism of tumour cells: insertion of 
tumour-specific promoters or miRNA target sequences for restriction of 
virus replication in normal cells

Введение в геном ОЛВ генов, кодирующих иммуностимулирующие 
молекулы, цитокины, гены белков апоптоза, ферментов, разрушающих 
внеклеточный матрикс или сосудистую систему опухоли 
Introduction of genes encoding immunostimulatory molecules, cytokines, 
pro-apoptotic proteins, enzymes destructing tumour extracellular matrix or 
disrupting tumour vasculature, into the OLV genome 

1. Делеция генов вирулентности;
2. Минимизация воздействия на здоровые клетки за счет повышения 
избирательности действия ОЛВ 
1. Deletion of virulence genes; 
2. Minimising the impact on normal cells by increasing the selectivity of the 
OLV action

1. Включение репортерных генов; 
2. Контроль экспрессии растворимых факторов (репликативный статус) 
1. Insertion of reporter genes; 
2. Control of the expression of soluble factors (replicative status) 

Рис. 1. Цели генетической модификации онколитических вирусов (ОЛВ) для иммунотерапии онкологических заболеваний

Fig. 1. Aims of genetic modification of oncolytic viruses (OLVs) for immunotherapy of oncological diseases

реакций, инсерционный мутагенез, зависимость 
токсических реакций от дозы) 3.

В пилотных КИ препаратов на основе ОЛВ 
часто для определения подходящего пути введе-
ния используется стратегия поэтапного подхода, 
начиная с внутриопухолевого введения, перехо-
дя к местному и затем к системному введению. 
Учитывая возможность репликации ОЛВ в неце-
левых клетках, необходимо предусмотреть воз-
можность противовирусной терапии для контроля 

репликации ОЛВ. Наряду с традиционными фар-
макокинетическими и фармакодинамическими 
исследованиями и исследованиями биологической 
активности необходимо контролировать иммун-
ные реакции организма пациентов, направлен-
ные как против самого ОЛВ, так и против транс-
гена в случае генетической модификации вируса. 
Особое внимание необходимо уделить исследова-
ниям биобезопасности в плане выделения вируса 
в окружающую среду и возможности его передачи 

3 Guidance for industry. Design and analysis of shedding studies for virus or bacteria-based gene therapy and oncolytic products. FDA; 2015.
ICH Considerations. Oncolytic viruses. EMEA/CHMP/ICH/607698/2008.
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другим людям (медицинскому персоналу, род-
ственникам и т. д.) 4.

Цель работы — анализ материалов, касающихся 
особенностей разработки препаратов на основе онко-
литических вирусов, проведения доклинических и кли-
нических исследований, а также их регистрации в КНР.

Был проведен анализ данных, представленных 
в свободном доступе на сайтах производителей пре-
паратов, в публичных докладах и нормативной до-
кументации регуляторных органов КНР, в между-
народных реестрах клинических исследований 
и научных публикациях.

В настоящее время официально разрешены 
к медицинскому применению три препарата на ос-
нове ОЛВ: Gendicine® (SiBiono GeneTech Co., LTD) 
и Oncorine® (Shanghai Sunway Biotech Co., LTD) 
в КНР и IMLYGIC® (BioVex Inc. — Amgen, Inc.) 
в США и Европейском союзе. Еще один препарат 
для лечения меланомы RIGVIR® (LLC «Latima») 
на основе энтеровируса с 2004 до весны 2019 г. был 
разрешен к применению в Латвии, Армении и Грузии 
[24]. Однако в мае 2019 г. Государственное агентство 
по лекарственным средствам Латвии приостановило 
действие регистрационного удостоверения в связи 
с выявленным несоответствием качества препарата, 
а также отсутствием продления государственной ре-
гистрации со стороны компании-разработчика 5.

Одним из первых коммерческих продуктов ген-
ной терапии на основе онколитического вируса 
для применения в онкологии в мире стал Gendicine®, 
разработанный SiBiono GeneTech Co., LTD и одо-
бренный регуляторными органами КНР в 2003 г. 
для лечения злокачественных новообразований го-
ловы и шеи с мутациями гена p53 в сочетании с хи-
миотерапией или лучевой терапией.

Препарат Gendicine® представляет собой репли-
кационно-дефектный аденовирус 5-го серотипа, 
который содержит последовательность гена белка 
p53 человека, являющегося одним из основных онко-
супрессоров в нормальных клетках. Разработка и ис-
следования препарата велись с 1989 г. 6 [25]. Для произ-
водства препарата были получены клетки-продуценты 
линии SBN-cel, произошедшие из HEK 293 (human 
embryonic kidney 293, клетки почки эмбриона чело-
века), обладающие хорошей адгезивной способно-
стью, однородностью морфологии клеток, высокой 
скоростью роста (время удвоения культуры пример-
но на 18 ч меньше, чем у исходной линии HEK 293), 
а также высоким выходом вирусных частиц [25].

В соответствии с порядком разработки препа-
ратов и регистрационной процедуры КНР препарат 

в течение 7 лет (с 1998 до конца 2004 г.) прошел сле-
дующие этапы: проведение КИ начальной фазы, 
КИ II–III фаз, рассмотрение заявки на применение 
нового препарата и затем лицензирование произ-
водства и контроль качества образцов трех серий, 
сертификация производства по правилам надлежа-
щей производственной практики (GMP). В КНР 
существуют два этапа сертификации производства 
на соответствие условиям GMP: на первом этапе 
сертификат выдается со сроком действия 1 год, по-
сле которого подается новая заявка и оформляется 
сертификат на 5 лет. Производство Gendicine® ре-
гламентируется 1100 стандартными операционны-
ми процедурами [25, 26].

Материал, представленный в заявке на прове-
дение КИ I фазы, включал более 17 томов объемом 
около 1000 страниц (более 1200 страниц при перево-
де на английский язык) и рассматривался комисси-
ей экспертов, состоящей из 39 экспертов (10 из ко-
торых были членами Китайской академии наук).

Спецификация на конечный препарат содер-
жит сведения о следующих показателях качества: 
описание (жидкость от светло-белого до прозрач-
ного цвета), стерильность, бактериальные эндо-
токсины, микоплазма, чистота (родственная при-
месь — аденоассоциированный вирус; примеси, 
связанные с технологическим процессом — ДНК 
и белки клеток-продуцентов; бычий сывороточный 
альбумин), концентрация вирусных частиц в мил-
лилитре (1×10 12 ВЧ/мл), размер вирусных частиц 
(диаметр — 90 нм), способность к инфицированию 
(Plaque-Forming Unit, PFU), активность (уровень 
экспрессии гена p53), выявление векторов, способ-
ных к репликации [25, 27].

Опубликованные результаты ДКИ Gendicine® 
представлены в небольшом объеме и включают ис-
следования, описанные в таблице 1. КИ препарата 
Gendicine®, на основании которых он был разрешен 
к медицинскому применению, включали исследо-
вания эффективности и безопасности терапии опу-
холей области головы и шеи при комбинированном 
применении препарата с традиционными подходами 
к терапии (хирургическое лечение, лучевая терапия 
и химиотерапия) [28–30]. По состоянию на 2018 г. 
в КИ приняли участие 2019 человек [27].

Результаты КИ представлены в таблице 2 и сви-
детельствуют о значительном вкладе Gendicine® 
в эффективность лечения онкологических заболе-
ваний и пользе препарата в составе комбинирован-
ной терапии совместно с устоявшимися подходами 
к лечению.

4 Guidance for industry. Design and analysis of shedding studies for virus or bacteria-based gene therapy and oncolytic products. FDA; 2015.
ICH Considerations. Oncolytic viruses. EMEA/CHMP/ICH/607698/2008.
ICH Considerations. General principles to address virus and vector shedding. EMEA/CHMP/ICH/449035/2009.
ICH Considerations. General principles to address the risk of inadvertent germline integration of gene therapy vectors. CHMP/ICH/469991/2006.

5 State Agency of medicines Republic of Latvia. Rigvir marketing authorisation suspended; information for current patients. 2019. https://www.
zva.gov.lv/en/news-and-publications/news/rigvir-marketing-authorisation-suspended-information-current-patients
6 Официальный сайт разработчика препарата Gendicine®. http://www.sibiono.com/en/productinfo.aspx

http://www.sibiono.com/en/productinfo.aspx
http://www.sibiono.com/en/productinfo.aspx
https://www.zva.gov.lv/en/news-and-publications/news/rigvir-marketing-authorisation-suspended-information-current-patients
https://www.zva.gov.lv/en/news-and-publications/news/rigvir-marketing-authorisation-suspended-information-current-patients
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С момента регистрации и по настоящее вре-
мя проводятся также и другие КИ по применению 
Gendicine® в комбинированном лечении других он-
кологических заболеваний: саркомы мягких тканей 
[33, 34], органов женской репродуктивной системы 
[35, 36], гепатоцеллюлярной карциномы печени 
[37–39], немелкоклеточного рака легкого [40].

Таким образом, среди особенностей разработки 
препарата Gendicine® необходимо отметить значи-
тельную ее продолжительность (до момента начала 
регистрационных процедур препарат изучался в те-
чение 14 лет), а также применение препарата в со-
ставе комплексной терапии (химиотерапии или лу-
чевой терапии).

В ноябре 2005 г. регуляторный орган КНР одо-
брил для коммерческого использования другой 
препарат на основе онколитического аденовиру-
са — Oncorine® (также известный как H101) произ-
водства компании Shanghai Sunway Biotech Co., LTD. 
На фармацевтический рынок КНР Oncorine® вышел 
в 2006 г. Продукт был одобрен для совместного при-
менения с химиотерапевтическими препаратами 
(цисплатином и 5-фторурацилом) для лечения тя-
желых форм назофарингеальной карциномы.

Oncorine® — это препарат на основе аденовируса 
5-го серотипа с делетированными E1 и E3 участка-
ми генома 7 [41]. Механизм избирательного действия 
препарата обусловлен модификацией аденовируса 
(делециями Е1 и Е3) и основан на разрушении кле-
ток опухоли, дефектных по гену р53. При попадании 
аденовируса в нормальные клетки с функциониру-
ющим геном p53 его размножение будет предотвра-
щено действием фактора транскрипции p53 [42, 43].

Данные о ранней разработке, производстве, 
контроле качества препарата Oncorine® практиче-
ски полностью отсутствуют в открытых источни-
ках информации. Известно лишь, что производство 
Oncorine® соответствует стандартам GMP, о чем 
свидетельствует сертификат производства по GMP, 
полученный в 2014 г. (первая сертификация была 
проведена в 2006 г.).

Фармакодинамика и фармакокинетика (в том 
числе определение эффективной дозы) препара-
та изучались в ДКИ in vivo на мышах с ксенотран-
сплантированными опухолевыми клетками линий 
С33 А (клетки HPV-негативной карциномы шейки 
матки человека) и НТ-29 (клетки аденокарциномы 
толстой кишки человека). Токсикологические иссле-
дования препарата Oncorine® проводились на мор-
ских свинках и мышах, которые подкожно получа-
ли препарат в дозах 5×10 10, 1×10 11 и 2×10 11 ВЧ/кг. 
Токсических проявлений со стороны сердечно-со-
судистой, дыхательной и нервной систем выявле-
но не было. В исследованиях острой токсичности 

на мышах LD
50

 превышала 5×10 12 ВЧ/кг. В токси-
кологических исследованиях на морских свинках 
при гистологическом исследовании были выявле-
ны небольшие повреждения ультраструктур печени 
и легких при введении Oncorine® подкожно в дозах, 
превышающих 1×10 11 ВЧ/кг [43].

В таблице 3 представлены результаты КИ препа-
рата Oncorine®, проведенных в целях его регистрации.

В настоящее время в официальном реестре 
КИ Китая доступна информация о 9 зарегистри-
рованных КИ препарата Oncorine® (H101), шесть 
из которых находятся на стадии набора пациентов, 
для трех — набора пока нет 8. Целью трех из этих 
КИ (ChiCTR2000033959, ChiCTR1900025377, 
ChiCTR1800017971) является изучение эффектив-
ности совместного применения Oncorine® с имму-
нотерапией (в том числе с ингибиторами контроль-
ных точек), целью КИ NCT03790059, NCT03780049, 
ChiCTR1900025112, ChiCTR-OPC-15006142, 
ChiCTR-OPN-15006746 — изучение совместного 
применения с химиотерапией и/или облучением.

Также имеются сообщения о применении в он-
кологической практике препарата Oncorine® (H101) 
в комбинации с трансартериальной хемоэмболи-
зацией (Transarterial Chemoembolization, TACE) 
для лечения гепатоцеллюлярной карциномы разной 
степени тяжести [47, 48], а также для лечения неопе-
рабельной аденокарциномы поджелудочной железы 
в комбинации с гемцитабином [49].

Таким образом, особенностью клинической раз-
работки препарата Oncorine® (КИ I, II фаз) является 
его исследование не только для пациентов с карци-
номой носоглотки (показание, для которого препарат 
разрешен к медицинскому применению), но и для ле-
чения злокачественных новообразований различных 
локализаций (рак молочной железы, легкого, пищево-
да, желудка, колоректальный рак, меланома и другие). 
Необходимо отметить и тот факт, что разработка пре-
парата Oncorine®, как и препарата Gendicine®, с само-
го начала проводилась только в составе комплексной 
терапии (химиотерапия и лучевая терапия).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Ограниченная эффективность и безопасность 
противоопухолевых препаратов, резистентность 
к проводимому лечению диктуют необходимость 
поиска новых лекарственных препаратов, одним 
из направлений которого является использование 
способности избирательного инфицирования и унич-
тожения опухолевых клеток онколитическими виру-
сами. Бóльшая часть проводимых в настоящее время 
КИ и основной опыт регистрации препаратов данной 
группы принадлежит КНР. Среди особенностей разра-
ботки препаратов на основе ОЛВ в Китае, проведения 

7 Официальный сайт производителя Oncorine®. http://www.sunwaybio.com.cn/en/product.html
8 Chinese clinical trial registry. https://www.chictr.org.cn/searchprojen.aspx
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ДКИ и КИ, а также рассмотрения их регуляторными 
органами КНР с целью регистрации следует отметить:

- процесс разработки препаратов на основе 
ОЛВ в КНР достаточно продолжителен: до момен-
та начала регистрационных процедур может пройти 
более десятка лет;

- производство препаратов на основе ОЛВ осу-
ществляется строго в соответствии со стандартами 
GMP на лицензированных производственных пло-
щадках;

- применение препаратов на основе ОЛВ воз-
можно, прежде всего, в составе комплексной тера-
пии (химиотерапии или лучевой терапии);

- при проведении ДКИ вследствие ограниченных 
возможностей моделей животных (различия в иммун-
ном ответе, недостаточная продолжительность жизни 
для моделей с ксенотрансплантированными опухо-
лями) существуют трудности в подборе оптимальной 
дозы, пути, графика введения препарата, а оконча-
тельно эффективность и безопасность препаратов мо-
гут быть подтверждены только в ходе ранних фаз КИ;

- наряду с токсикологическими, фармакокине-
тическими исследованиями и изучением активности 
препаратов в ДКИ обязательно проведение геноток-
сических исследований с доказательством неспособ-
ности препаратов встраиваться и реплицироваться 
в геноме инфицированных клеток (если применимо);

- КИ на ранних фазах проводятся по несколь-
ким показаниям к применению (опухоли различной 
этиологии).
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Экспериментальные модели клеточных линий для скрининга нефротоксичности
И. А. Мазеркина*, В. А. Евтеев, А. Б. Прокофьев, О. В. Муслимова, Е. Ю. Демченкова

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. Цель работы — обзор клеточных моделей для экспериментальной оценки нефротоксичности ЛС in vitro по дан-
ным литературных источников. Нефротоксичность является причиной отказа от дальнейшей разработки нового ле-
карственного средства в 2% случаев по результатам доклинических исследований in vivo на лабораторных животных 
и в 19% — после исследований III фазы. Прогнозирование токсичности на клеточных моделях позволит сэкономить 
средства при разработке лекарственного средства, а также сократить/избежать исследований на лабораторных живот-
ных. В настоящее время не существует официальных международных рекомендаций по исследованию нефротоксич-
ности in vitro, тема находится в интенсивной разработке. Основной мишенью токсического поражения почек являются 
эпителиальные клетки проксимальных канальцев, поэтому основные исследования направлены на создание клеточных 
линий, характеризующихся стабильными функциональными качествами этих клеток. При моделировании нефроток-
сичности также важным является выбор релевантных методов и конечных точек тестов, которые могли бы учитывать 
возможные механизмы токсического действия. В обзоре рассматриваются существующие линии эпителиальных клеток 
проксимального почечного канальца человека и современные методики оценки цитотоксичности. Дальнейшая пер-
спектива разработки клеточных моделей для скрининга нефротоксичности — оптимизация и стандартизация систем in 
vitro, которые позволили бы на доклиническом этапе прогнозировать нефротоксичность лекарственного средства in vivo.
Ключевые слова: клеточные культуры; нефротоксичность in vitro; эпителиальные клетки проксимальных почечных ка-
нальцев; прогнозирование нефротоксичности
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Abstract. The aim of the study was to review literature data on cell models for experimental assessment of drug nephrotoxicity 
in vitro. Because of nephrotoxicity, 2% of new investigational medicinal products are discarded at the stage of preclinical in vivo 
studies in laboratory animals, and 19%—after phase III clinical trials. Prediction of toxicity in cell models could make drug deve-
lopment more cost-effective and help to reduce/avoid animal testing. At present, there are no official international guidelines for 
assessment of nephrotoxicity in vitro, but there is a lot of research underway. The main toxicity target in kidneys is renal proximal 
tubule epithelial cells, therefore the main research is focused on the development of renal proximal tubule epithelial cell lines with 
stable functional characteristics. Another important aspect in nephrotoxicity modeling is the choice of relevant test methods and 
end points which would reflect potential toxicity mechanisms. The paper reviews existing human renal proximal tubule epithelial 
cell lines and current test methods for assessing cytotoxicity. Promising areas for future development of cell models for nephroto-
xicity assessment— are optimisation and standardisation of in vitro systems that would help to make preclinical predictions of drug 
nephrotoxicity in vivo.
Key words: cell cultures; nephrotoxicity in vitro; renal proximal tubule epithelial cells; nephrotoxicity prediction

For citation: Mazerkina IA, Evteev VA, Prokofiev AB, Muslimova OV, Demchenkova EYu. Experimental cell line models for 
nephrotoxicity screening. Vedomosti Nauchnogo tsentra ekspertizy stredstv meditsinskogo primeneniya = The Bulletin of the Scientific 
Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 2021;11(3):160–166. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2021-11-160-166
* Corresponding author: Irina A. Mazerkina, mazerkina@expmed.ru 

Основная цель разработки клеточных моделей 
для изучения нефротоксичности лекарственных 
средств (ЛС) in vitro — создание систем, которые 
могли бы на доклиническом этапе прогнозировать 
возможность и условия развития нефротоксич-
ности in vivo. Это актуально при изучении новых 

ЛС, поскольку может сэкономить средства и оста-
новить разработку токсичного ЛС на ранних эта-
пах. Нефротоксичность является причиной отказа 
от дальнейшей разработки нового ЛС только в 2% 
случаев по результатам доклинических исследований 
in vivo на лабораторных животных и в 19% — после 

I. A. Mazerkina et al.

И. А. Мазеркина и др.
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исследований III фазы [1]. Исследования in vivo 
на лабораторных животных воспроизводят ком-
плексность поражения почек при воздействии не-
фротоксических веществ, однако межвидовые 
фенотипические различия крово обращения, мета-
болизма, экспрессии транспортеров не всегда по-
зволяют экстраполировать результаты исследований 
на человека [2]. Недостатком проведения исследо-
ваний in vivo также является высокая себестоимость. 
Кроме того, в настоящее время большое внимание 
уделяется соблюдению этических принципов ис-
следований в рамках концепции 3R (Reduction, 
Refinement, Replacement): уменьшение количества 
тестируемых животных, модификация методик, на-
правленная на минимизацию страдания и стресса 
животных, и замена тестов на животных на иссле-
дования на волонтерах и модели in vitro и in silico [3]. 
Таким образом, в настоящее время являются акту-
альными разработка и совершенствование моделей 
для изучения лекарственной токсичности in vitro, 
достоинствами которых являются снижение стои-
мости исследований и соблюдение этических прин-
ципов.

Европейское агентство по лекарственным 
средствам (European Medicines Agency, EMA) 
и Управление по контролю за качеством продуктов 
питания и лекарственных средств США (Food and 
Drug Administration, FDA) при разработке новых 
ЛС в случае выведения почками более 25% веще-
ства рекомендуют проводить исследования in vitro 
для определения почечного транспорта посред-
ством транспортеров органических анионов ОАТ1 
и ОАТ3, однако не существует официально реко-
мендованных клеточных моделей для исследования 
нефротоксичности in vitro. Основным требованием, 
предъявляемым к клеточным системам при иссле-
дованиях in vitro, является наличие экспрессии тех 
же транспортеров, с которыми предполагается взаи-
модействие in vivo1. Данный подход позволяет опре-
делить, является ли данное ЛС субстратом и/или 
ингибитором ОАТ, и прогнозировать возможность 
межлекарственного взаимодействия.

Развитие клеточного моделирования нефро-
токсичности ЛС включает несколько аспектов 
и направлений. С одной стороны, это создание 
и стандартизация клеточных культур, обладающих 
органоспецифичными и видоспецифичными свой-
ствами зрелых почечных клеток человека. Другой 
важный аспект — это выбор информативных крите-
риев оценки цитотоксичности ЛС с учетом его меха-
низма действия.

Цель работы — обзор клеточных моделей, ис-
пользуемых при экспериментальной оценке нефро-
токсичности ЛС in vitro, по данным литературных 
источников.

КЛЕТОЧНЫЕ ЛИНИИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ НЕФРОТОКСИЧНОСТИ

Поскольку основные транспортные и концен-
трационные процессы происходят в проксималь-
ном отделе почечных канальцев, в большинстве 
клеточных моделей нефротоксичности воспроиз-
водятся функция и свойства эпителиальных кле-
ток проксимального отдела почечного канальца. 
Эпителиальные клетки дистальных почечных ка-
нальцев относятся к кубическому эпителию и обра-
зуют плотный слой с поляризацией на базолатераль-
ную поверхность, контактирующую с интерстицием 
и кровью, и апикальную поверхность с щеточной 
каемкой со стороны просвета почечного канальца.

За канальцевую секрецию и реабсорбцию ЛС 
и многих экзогенных и эндогенных веществ отве-
чают экспрессированные в эпителиальных клет-
ках проксимальных почечных канальцев транс-
мембранные белки-транспортеры. Транспортеры 
относятся к двум большим семействам: семей-
ство транспортеров растворенных веществ (solute 
carrier transporters, SLC) и семейство аденозинтри-
фосфат-связывающих кассетных транспортеров 
(ATP-binding cassette transporters, ABC). Наличие 
мембранного клеточного потенциала обуславлива-
ет различие при переносе ионизированных молекул 
ЛС в клетку и из нее, поэтому в транспорте одно-
го вещества участвует не менее двух транспортеров. 
В процессе канальцевой секреции транспортеры, 
расположенные на базолатеральной поверхности 
эпителиальных клеток, осуществляют захват ЛС 
в клетку из крови (инфлюкс), а транспортеры, рас-
положенные на апикальной поверхности, — вы-
брос ЛС из клетки в просвет канальца (эффлюкс) 
[4, 5]. Со стороны щеточной каемки располагают-
ся белки-рецепторы мегалин и кубилин, которые 
участвуют в процессе обратного захвата путем эн-
доцитоза низкомолекулярных белков и некоторых 
ЛС [6]. Процесс транспорта против электрического 
градиента является энергозатратным и поэтому бо-
лее чувствительным к ишемии [7]. Клетки эпителия 
проксимального почечного канальца характеризу-
ются наличием большого количества митохондрий, 
которые не только обеспечивают энергозатратные 
процессы ресурсами, но также участвуют в актива-
ции апоптоза [8].

Необходимые свойства клеточных систем  
для исследования нефротоксичности

Методики, использующиеся при исследовании 
накопления ЛС внутри клетки или мембранных 
микропузырьков, подходят для оценки взаимодей-
ствия ЛС с транспортерами — это дает информацию 
о возможном межлекарственном взаимодействии 
на уровне транспортеров. Ингибирование почечных 

1 Guideline on the investigation of drug interactions. CPMP/EWP/560/95/Rev. 1 Corr. 2**. EMA; 2012.
Clinical drug interaction studies — Cytochrome P450 enzyme  and transporter mediated drug interactions. Guidance for industry. FDA; 2020.
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транспортеров может привести к накоплению ЛС 
в клетке [9] или интерстиции в токсичных дозах [10].

Определение прямого токсического дей-
ствия на клетки, выращенные на плашках, 
для исследования органоспецифической токсично-
сти малоинформативно. Z. Lin и соавт. провели мас-
штабное исследование цитотоксичности с примене-
нием 273 гепатотоксичных, 191 кардиотоксичного 
и 85 нефро токсичных веществ на различных линиях 
клеток: HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома), 
H9c2 (миокард эмбриона) и NRK-52E (проксималь-
ный почечный каналец). Исследование показало, 
что абсолютное большинство веществ оказывало 
сходное действие независимо от типа клеток, то есть 
прямое цитотоксическое воздействие на клетки 
само по себе не может оцениваться как органоспе-
цифическое [11].

Для оценки нефротоксичности клетки долж-
ны обладать функциональными свойствами, мак-
симально приближенными к таковым in vivo. 
Для комплексной оценки нефротоксичности видо-
специфические клетки выращивают на специаль-
ных полупроницаемых мембранах в виде монослоя, 
добиваясь характерных плотных межклеточных свя-
зей, поляризации клеток на базолатеральную и апи-
кальную поверхности. Для подтверждения валидно-
сти таких систем проводятся тесты по определению 
морфологических показателей: наличие плотных 
межклеточных связей, ресничек, а также по опре-
делению функциональных свойств: активность 
транспортеров, наличие обусловленного рецепто-
рами мегалин/кубилиновой системы эндоцитоза, 
экспрессия и функция метаболических энзимов, 
продукция цитокинов, лактатдегидрогеназы (ЛДГ), 
аденозинтрифосфата (АТФ) и других маркеров. 
В некоторых случаях, например при выращивании 
клеток почечного эпителия из стволовых клеток, 
определяют маркеры, характеризующие их зрелость 
и принадлежность к почечному эпителию [12, 13].

Видо- и органоспецифичные клеточные линии 
для исследования нефротоксичности

Линии рекомбинантных клеток НЕК 293 (human 
embryonic kidney 293). Широко использовались 
для оценки взаимодействия ЛС с транспортерами, 
однако поскольку в клетках HEK 293 содержатся 
нейрональные маркеры, предполагается, что дан-
ные клетки не являются клетками почечного эпи-
телия [14] и поэтому не подходят под категорию 
органоспецифичных клеток для исследования не-
фротоксичности.

Клетки НК-2 (human kidney-2). Были получе-
ны путем иммортализации с помощью генов ви-
руса папилломы человека, при росте демонстри-
руют специфические маркеры эпителиальных 
клеток проксимальных почечных канальцев [15], 
однако для экспрессии некоторых транспортеров, 

например ОАТ и транспортеров органических ка-
тионов (organic cation transporter, ОСТ), требуется 
их дополнительная трансфекция [16]. Также была 
показана слабая экспрессия мегалина — рецептора, 
который участвует в обратном захвате путем эндо-
цитоза аминогликозидов. В результате клетки НК-2 
оказались нечувствительны к токсическому дей-
ствию гентамицина [17].

Первичные клетки проксимальных почечных ка-
нальцев человека HPTC (Human Proximal Tubular Cells). 
Получают непосредственно от доноров. В работе 
Y. Li и соавт. было показано преимущество исполь-
зования первичных донорских клеток по сравнению 
с НК-2. Исследовались 41 ЛС с известной нефро-
токсичностью, и модель с использованием HPTC 
показала прогностическую ценность на уровне 
76–85% [18]. В HPTC определяется экспрессия ОАТ, 
транспортера органических катионов/карнитина 2 
OCTN-2 (organic cation / carnitine transporter-2), бел-
ка, ассоциированного с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (multidrug resistance-associated 
protein, MRP), P-гликопротеина, белка резистент-
ности рака молочной железы (breast cancer resistance 
protein, BCRP). Дополнительно в этих клетках экс-
прессированы различные метаболические фермен-
ты: гамма-глутамилтрансфераза (ГГТ), гамма-глу-
тамилцистеин синтетаза, глутатион-S-трансфераза 
и другие [19]. К недостаткам первичных донорских 
клеток относятся большая межиндивидуальная ва-
риабельность, ограниченная способность к размно-
жению и склонность к потере дифференцировки 
и потере экспрессии транспортеров при пассажах.

Клетки, подобные эпителиальным клеткам прок-
симального почечного канальца, полученные из стволо-
вых клеток эмбриона человека (HPTC-like cells). Была 
разработана методика выращивания из эмбрио-
нальных клеток человека клеток, подобных клеткам 
проксимального почечного канальца [13], с кото-
рыми было проведено исследование токсичности 
41 ЛС. При сравнении была отмечена более низкая 
по сравнению с HPTC чувствительность клеток, 
полученных из стволовых клеток, однако сохраня-
лось преимущество по сравнению с линией НК-2. 
К недостаткам HPTC-like cells относится низкая 
экспрессия мегалина, следствием чего является  
ложноотрицательный результат на нефротоксич-
ность с гентамицином. К достоинствам эпители-
альных клеток, выращенных из стволовых клеток, 
можно отнести их большую доступность и сохране-
ние свойств при пассажах [12].

Клетки проксимального канальца человека, им-
мортализованные с помощью человеческой обратной 
транскриптазы теломеразы RPTEC/TERT1 (human 
telomerase reverse transcriptase, hTERT). Были полу-
чены М. Wieser и соавт. [20] и обладают морфоло-
гическими и функциональными характеристиками 
эпителиальных клеток проксимального канальца 
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человека, имея микроворсинки, плотные контак-
ты, активность ГГТ, эндоцитоз, функционирующие 
транспортеры. Бессмертные RPTEC/TERT1 могут 
прожить не менее 90 удвоений популяции.

Условно иммортализованные эпителиальные 
клетки проксимальных почечных канальцев ciPTEC 
(conditionally immortalized human proximal tubule cell). 
Клетки, полученные из мочи добровольцев с транс-
фекцией hTERT и чувствительного к температуре 
антигена SV40T, благодаря которому клетки раз-
множаются при 33 °C и созревают при 37 °C [21]. 
Эти клетки также обладают морфологическими 
и функциональными характеристиками эпители-
альных клеток проксимального почечного каналь-
ца, однако из-за быстрого снижения экспрессии 
ОАТ1 и ОАТ3 была предложена их дополнительная 
трансфекция [22].

Псевдоиммортализованные первичные клетки 
эпителия проксимальных почечных канальцев челове-
ка SA7K. Получены из первичных клеток эпителия 
проксимальных почечных канальцев человека пу-
тем трансфекции фактора, выключившего белок 
клеточного цикла (cell cycle protein), в результате 
чего данные клетки получили пролонгированную 
способность к размножению. Клетки SA7K характе-
ризуются экспрессией основных транспортеров, со-
поставимой с таковой у первичных эпителиальных 
клеток почечных канальцев при ранних пассажах, 
а также чувствительностью к некоторым известным 
нефротоксикантам. Данная линия клеток предла-
гается также для исследования нефротоксичности 
при многократном лекарственном воздействии [23].

Влияние условий культивирования  
на функциональные свойства клеток

Существенную роль в изменении функцио-
нальных свойств клеток играют способы и усло-
вия их культивирования. Культивирование в виде 
монослоя на полупроницаемых мембранах (2.5D) 
позволило более точно оценить влияние захваты-
вающих и поглощающих транспортеров на транс-
порт ксенобиотиков. Другое перспективное на-
правление — симуляция напряжения сдвига потока, 
которое испытывают клетки со стороны потока 
жидкости в канальце в физиологических условиях. 
Осуществляется подобная симуляция различными 
способами, в том числе ротацией или покачивани-
ем системы. Была показана связь напряжения сдви-
га потока с формированием ресничек и уровнем 
экспрессии некоторых транспортеров, усилением 
транспорта альбуминов мегалин/кубилиновой си-
стемой, реорганизацией актина и клеточного ске-
лета [24]. Другое направление — выращивание трех-
мерных культур в специальных средах. P. F. Secker 
и соавт. показали, что при выращивании клеток 
RPTEC/TERT1 в специальной среде формиру-
ются высоко дифференцированные стабильные 

трубочки, у которых экспрессия транспортеров 
превосходила экспрессию в 2D-культуре [25]. 
Недостатком 3D-культур является их малая воспро-
изводимость и сложность стандартизации результа-
тов оценки.

ОЦЕНКА НЕФРОТОКСИЧНОСТИ НА КЛЕТОЧНЫХ МОДЕЛЯХ

Для оценки токсического действия in vitro важ-
но знать не только последствия в виде морфоло-
гических и функциональных изменений клетки, 
но и механизм токсического действия, поскольку 
он неодинаков у различных соединений.

Механизмы нефротоксичности

Мишенью для повреждения может стать лю-
бой из процессов, происходящих в эпителиальных 
клетках проксимального канальца: инфлюкс, эф-
флюкс, эндоцитоз, внутриклеточный метаболизм. 
Нефротоксичность некоторых ЛС может иметь од-
новременно несколько механизмов. Например, не-
фротоксичность цисплатина обусловлена повреж-
дением митохондрий и клеточных ядер, активацией 
апоптоза, образованием активных форм кислорода 
и воспалением [26]. Еще один механизм токсич-
ности — ингибирование транспортеров как част-
ный случай межлекарственного взаимодействия. 
Ингибирование на уровне эффлюксных транспор-
теров может привести к токсическому накоплению 
вещества в эпителиальной клетке [9], если же ин-
гибирование происходит на уровне инфлюксных 
транспортеров, токсические вещества могут нака-
пливаться в интерстиции [10].

Конечные точки при оценке нефротоксичности  
на клеточных моделях

Результат исследований на клеточных культурах 
во многом зависит от информативности используе-
мых конечных точек, поэтому методы исследования 
играют не меньшую роль, чем культуры, на которых 
эти исследования проводятся.

Развитие и освоение новых методик оценки из-
менений, происходящих под действием нефроток-
сикантов, тесно связаны с развитием и возможно-
стями современных технологий. Наряду с простыми 
методиками ручного подсчета живых и мертвых 
клеток используются методики визуализации вы-
сокого разрешения, ядерно-магнитный резонанс, 
иммуноферментный анализ, гистохимические ис-
следования и другие. Ниже кратко перечислены 
наиболее широко используемые.

Оценка жизнеспособности. Заключается в под-
счете живых и мертвых клеток и вычислении доли 
живых клеток в общем количестве. Наиболее рас-
пространены методы, основанные на проникно-
вении красителей в клетку при нарушении це-
лостности мембраны (накопление трипанового 
синего) либо при изменении метаболической ак-
тивности клеток (самый известный метаболический 
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краситель — MTT, бромид 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолия), также использу-
ют флуоресцентные метаболические красители. 
Преимуществом выбора флуоресцентных красите-
лей является возможность использования для реги-
страции результатов простого метода — флуориме-
трии [27, 28].

Оценка апоптоза. Определяются морфологиче-
ские изменения клеток при апоптозе (фазово-кон-
трастная микроскопия): сжатие клетки, конденсация 
хроматина, формирование полостей в цитоплазме 
и формирование апоптотических телец; активность 
каспаз, количественная оценка нуклеосом (иммун-
ноферментный анализ); регистрация апоптоза ме-
тодом двойного окрашивания аннексин/V-ФИТЦ 
(флуоресцеин изотиоцианат) [29].

Оценка изменения электрофизиологических пока-
зателей. Изменения электрофизиологических пока-
зателей, происходящие при нарушении целостности 
клеточного монослоя, определяются измерением 
трансэпителиального электрического сопротивле-
ния (transepithelial electrical resistance, TEER) [30] 
либо электрического импеданса [31] и характери-
зуют жизнеспособность клеток. Определение ми-
тохондриального мембранного потенциала — ко-
личественная оценка мембранного потенциала 
митохондрий с использованием флуоресценции 
для оценки нарушений целостности мембраны [32], 
поскольку это нарушение может быть результатом 
токсического воздействия.

Оценка метаболических изменений. Определение 
ЛДГ, выявление остаточного лактата [33], глутатион-
S-трансферазы (GST) и др. [19]. Также проводят 
оценку оксидитативного стресса путем определения 
активных форм кислорода [34].

Исследование транскриптома. Оценка изме-
нения генной регуляции при воздействии токси-
ческих факторов. L. Aschauer и соавт. на клетках 
RPTEC/TERT1 изучали транскриптомные профили 
при повторяющемся воздействии известных нефро-
токсических веществ и гипоксии и показали, что из-
менение транскриптома, то есть регуляция генов, 
является специфичным показателем для некоторых 
нефротоксикантов [35].

Появились работы с определением in vitro био-
маркеров острого почечного повреждения (ОПП), 
что является перспективным направлением ран-
ней клинической диагностики этого состояния. 
В 2009 г. Консорциумом по тестовому прогнози-
рованию безопасности (Predictive Safety Testing 
Consortium, PSTC) молекула почечного поврежде-
ния (kidney injury molecule-1, KIM-1), фактор три-
листника 3 (urinary trefoil factor 3, TFF-3), бета-2 
микроглобулин (urinary beta-2 microglobulin, B2M), 
цистатин C (CysC), альбумин мочи (uALB), об-
щий белок мочи (uTP) и кластерин (CLU) были 
квалифицированы как маркеры первостепенной 

важности для исследования почечного поврежде-
ния на крысах [36].

В исследовании Y. Li и соавт., изучавших нефро-
токсичность на первичных эпителиальных клетках 
проксимальных почечных канальцев, отмечалась 
исходно повышенная экспрессия мезенхимального 
маркера виментина (mesenchymal marker vimentin, 
VIM), KIM-1 и липокалина, ассоциированного 
с желатиназой нейтрофилов (neutrophil gelatinase-
associated lipocalin, NGAL). Максимальную чув-
ствительность к токсическому воздействию 
продемонстрировало повышение экспрессии про-
воспалительных цитокинов интерлейкина-6 и ин-
терлейкина-8 [18]. В недавнем исследовании X. Qiu 
и соавт. было изучено 18 биомаркеров почечного по-
вреждения на клетках RPTEC/TERT1. Авторами по-
казано повышение регуляции кластерина, цистатина 
С, GSTπ и тканевого ингибитора металлопротеиназ 
TIMP-1 при воздействии цисплатина, циклоспори-
на, аристолохиевой кислоты и гентамицина [37].

Таким образом, проводится постоянное совер-
шенствование методик определения нефротоксич-
ности in vitro. Улучшение характеристик клеточных 
систем и приближение их к физиологическим свой-
ствам in vivo позволяет применять в исследованиях 
некоторые биомаркеры острого почечного повреж-
дения и показатели, использующиеся в клиниче-
ской медицине.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Конечная цель разработки моделей для оценки 
нефротоксичности in vitro — создание информа-
тивных, высокопроизводительных и хорошо вос-
производимых методик. Отмечается значительный 
прогресс в этом направлении: разработаны кле-
точные линии, длительно сохраняющие функции 
эпителиальной клетки проксимального почечного 
канальца, расширяется панель методик комплекс-
ной оценки токсического действия и методы биоин-
форматической оценки и прогноза. Вопросы стан-
дартизации методик во многом решаются наличием 
банков клеточных культур и производством специ-
альных тестовых систем. Дальнейшее накопление 
опыта в этой области позволит выйти на уровень 
рутинных исследований нефротоксичности in vitro 
и выявлять побочные эффекты ЛС на более ранних 
этапах, до исследований in vivo.
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АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Совет Евразийской экономической комиссии предложил внести изменения в утвержденные Решением Совета 
Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 78 Правила регистрации и экспертизы лекарствен-
ных средств для медицинского применения (далее — Правила). Соответствующее решение Совета Евразийской 
экономической комиссии проходит процедуру общественного обсуждения. С принятием этого документа будет 
расширен доступ пациентов к незарегистрированным лекарственным препаратам при угрозах возникновения 
чрезвычайных ситуаций, а также к группам лекарственных средств высокотехнологической терапии, орфанным 
препаратам. В частности, предлагается сократить сроки рассмотрения регистрационных досье при проведении 
процедуры взаимного признания и обеспечения возможности внесения изменений в досье в процессе его экспер-
тизы государством признания. Также появится возможность подачи документов на регистрацию лекарственных 
средств в дистанционном режиме в условиях эпидемиологических ограничений.

Предлагается дополнить раздел об установлении пострегистрационных мер Правил специальными процедура-
ми и приложениями по регистрации лекарственных препаратов в исключительных случаях, условной регистрации 
и ускоренной экспертизе. Также планируется расширить условия доступа ввозимых в государство — член Союза 
незарегистрированных лекарственных препаратов для оказания медицинской помощи по жизненным показани-
ям конкретного пациента либо оказания медицинской помощи ограниченному контингенту пациентов с редкой 
или особо тяжелой патологией.

Публикуется по: Е. Сидорова. Совет ЕЭК предложил сократить сроки рассмотрения регистрационных досье лекарств.  
Фармацевтический вестник от 16 августа 2021 1.

1 https://pharmvestnik.ru/content/news/Sovet-EEK-predlojil-sokratit-sroki-rassmotreniya-registracionnyh-dose-lekarstv.html
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https://doi.org/10.1007/978-1-4939-6346-1_2
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https://doi.org/10.1016/j.tiv.2011.05.018
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Выбор конечных точек для клинических исследований 
офтальмологических препаратов

М. О. Комарова

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. Эффективные методы лечения некоторых социально значимых офтальмологических заболеваний до настоя-
щего времени отсутствуют. Разработка терапевтических методов лечения таких заболеваний осложняется трудностью 
диагностирования и выбора конечных точек клинических исследований. Цель работы — анализ существующих под-
ходов к выбору конечных точек клинических исследований препаратов, применяющихся для лечения офтальмологи-
ческих заболеваний. При проведении клинических исследований эффективности новых лекарственных препаратов 
наряду с клиническими конечными точками используют суррогатные конечные точки. Используемые на настоящий 
момент суррогатные конечные точки не всегда релевантны и не отражают в полной мере динамику состояния пациента 
при заболеваниях глаз, отличающихся длительным и прогрессирующим течением. На основании данных научной ли-
тературы проведен анализ подходов к выбору конечных точек в исследованиях офтальмологических препаратов, пред-
назначенных для лечения глаукомы, увеита, синдрома сухого глаза, возрастной макулярной дегенерации. Показано, 
что выбор суррогатных конечных точек для проведения клинического исследования должен учитывать особенности 
конкретного заболевания. Для оценки динамики изменения зрительных функций в большинстве случаев необходим 
комплексный подход, позволяющий получить наиболее полную характеристику состояния органа зрения при этом за-
болевании. В работе проанализирована возможность использования потенциальных суррогатных конечных точек для 
исследований наиболее распространенных глазных заболеваний и показано, что ни одна из них на настоящий момент 
не рекомендована для применения в ходе клинических исследований или в рутинной клинической практике.
Ключевые слова: первичная конечная точка; суррогатная конечная точка; глаукома; внутриглазное давление; возраст-
ная макулярная дегенерация; синдром сухого глаза; увеит
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Selection of Endpoints for Clinical Studies of Ophthalmic Drugs
M. O. Komarova

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

Abstract. Until now, there have been no effective treatments for some ophthalmic diseases that have high social significance. 
Development of therapeutic approaches to such diseases may be complicated due to challenges in diagnosis and selection of clinical 
trial endpoints. The aim of the study was to analyse current approaches to selection of endpoints in clinical trials of ophthalmic 
drugs. Clinical efficacy studies of new medicinal products use surrogate endpoints in addition to clinical endpoints. However, 
currently used surrogate endpoints are not always relevant and do not fully reflect changes in the status of patients with chronic or 
progressive diseases. The study analysed published approaches to the selection of endpoints in clinical studies of ophthalmic drugs 
intended for the treatment of glaucoma, uveitis, dry eye syndrome, and age-related macular degeneration. It was demonstrated that 
the choice of surrogate endpoints in a clinical trial should take into account specific aspects of a particular disease. The assessment 
of dynamic patterns of changes in visual functions generally requires a complex approach for a comprehensive characterisation 
of the eye condition in a particular disease. The paper analyses the possibility of using potential surrogate endpoints in studies of 
the most common eye diseases, and highlights that none of them has been recommended for use in clinical trials or routine clinical 
practice.
Key words: primary endpoint; surrogate endpoint; glaucoma; intraocular pressure; age-related macular degeneration; dry eye 
syndrome; uveitis
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Одним из наиболее важных этапов планирова-
ния клинического исследования является выбор по-
казательной конечной точки — заранее выбранного 
варианта исхода, для которого возможно проведе-
ние статистического анализа и определение эффек-
та терапевтического вмешательства.

Для ряда офтальмологических заболеваний 
в настоящее время отсутствуют эффективные ме-
тоды фармакотерапии, поэтому разработка новых 
препаратов, позволяющих купировать патологиче-
ский процесс или замедлить его прогрессирование, 
является актуальной. Общепринятые в исследовани-
ях эффективности офтальмологических препаратов 
конечные точки могут не отражать в полной мере 
клинический эффект исследуемого вида вмешатель-
ства или быть труднодостижимыми, что ведет к уве-
личению длительности клинических исследований 
и количества включенных в исследование пациен-
тов. В свою очередь, увеличение длительности иссле-
дования отсрочит получение доступа к инновацион-
ной терапии пациентам с тяжелыми заболеваниями. 
Сократить длительность клинических исследований 
и существенно снизить их стоимость позволяет при-
менение суррогатных конечных точек [1].

Цель работы — анализ существующих подходов 
к выбору конечных точек клинических исследова-
ний препаратов, применяющихся для лечения оф-
тальмологических заболеваний.

ОСОБЕННОСТИ ВЫБОРА КОНЕЧНЫХ ТОЧЕК 
В ОФТАЛЬМОЛОГИЧЕСКИХ КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ

Для оценки эффекта исследуемой терапии на ос-
нове эпидемиологических, терапевтических, пато-
физиологических или других научных данных в кли-
нических исследованиях наиболее часто используют 
такой параметр, как суррогатная конечная точка. 
С помощью суррогатных конечных точек можно по-
лучить комплексную информацию о прогрессирова-
нии заболевания, степени риска развития осложне-
ний и прогнозировании дальнейшего течения. Выбор 
определенного набора суррогатных конечных точек 
дает возможность подобрать оптимальную страте-
гию диагностического поиска и оценки эффектив-
ности лечения. Такой подход соответствует задачам 
персонализированной медицины, предполагающей 
индивидуальный подбор терапии на основании уни-
кальной клинической, генетической, геномной ин-
формации о каждом пациенте [2].

В клинических исследованиях препаратов 
для терапии офтальмологических заболеваний 
применяются следующие суррогатные конечные 
точки: динамика изменения максимально корри-
гированной остроты зрения, динамика проявле-
ния симптомов заболеваний, динамика изменения 
уровня внутриглазного давления (ВГД). Для неко-
торых заболеваний общепринятые конечные точ-
ки оказываются нерелевантны. Так, использование 

в качестве конечной точки при исследовании про-
тивоглаукомных препаратов динамики изменения 
корригированной остроты зрения не отражает про-
явлений заболевания, так как пациент при глаукоме 
при сохранном центральном зрении может испыты-
вать затруднения при ориентировании в простран-
стве и при выполнении рутинных действий ввиду 
значительного сужения полей зрения [3].

Выбор конечных точек для оценки эффектив-
ности применения лекарственного препарата в ходе 
клинической разработки должен быть тщательно 
обоснован. Особое внимание необходимо уделить 
подтверждению взаимосвязи выбранной конечной 
точки с клиническими особенностями исследуемого 
заболевания. Конечные точки могут быть оценены 
объективными методами, как, например, острота 
зрения, или носить субъективный характер: к этой 
группе можно отнести оценку пациентом динами-
ки своего состояния, в том числе симптомов забо-
левания. Для ряда заболеваний, к которым можно 
отнести, например, синдром сухого глаза (ССГ), 
в качестве суррогатной конечной точки могут быть 
рассмотрены биомаркеры (их наличие и/или дина-
мика изменения).

При выборе суррогатной конечной точки сле-
дует исходить из цели ее применения. Она может 
служить заменой стандартных методов оценки зри-
тельной функции (оценка полей зрения или остро-
ты зрения) или оценки функционального состоя-
ния зрения (например, чтение или ориентирование 
в пространстве) [3].

Применение суррогатной конечной точки долж-
но быть обосновано в случае, если она используется 
для выбора определенной популяции пациентов 
(например, пациенты с потенциально более выра-
женной восприимчивостью к терапии). Еще одна 
область возможного использования суррогатной 
конечной точки — ограничение количества субъек-
тов исследования или продолжительности исследо-
вания в том случае, если исследуемая терапия пред-
положительно позволяет добиться более быстрого 
клинического эффекта, чем стандартные методы.

Ниже будут рассмотрены конечные точки, ко-
торые могут использоваться в клинических иссле-
дованиях препаратов для лечения наиболее рас-
пространенных и влияющих на качество жизни 
офтальмологических заболеваний (глаукома, воз-
растная макулярная дегенерация, увеит, синдром 
сухого глаза).

КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ 
ПРОТИВОГЛАУКОМНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Первичная открытоугольная глаукома представ-
ляет собой группу нейродегенеративных заболева-
ний с характерными изменениями в слое гангли-
озных клеток сетчатки, диске зрительного нерва, 
которые сопровождаются сужением полей зрения.



169

О
БЗ

О
РЫ

 /
 R

EV
IE

W
S

Выбор конечных точек для клинических исследований офтальмологических препаратов
Selection of Endpoints for Clinical Studies of Ophthalmic Drugs

Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 3
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 3

На сегодняшний день сложилось мнение, 
что уровень внутриглазного давления (ВГД) — ос-
новной критерий, использующийся при оценке сте-
пени риска глаукомного поражения. Однако превы-
шение верхней границы установленной нормы ВГД 
не всегда свидетельствует о диагнозе, поскольку 
у пациентов с нормотензивной глаукомой измене-
ния диска зрительного нерва и полей зрения отме-
чаются и при показателях ВГД, соответствующих 
норме [4]. Также отсутствует прямая корреляция 
между повышенным ВГД и исходами заболевания. 
У некоторых пациентов при наличии высоких по-
казателей офтальмотонуса могут отсутствовать гла-
укомные изменения в течение многих лет [5].

Достоверно показано, что повышение ВГД ока-
зывает отрицательное влияние на ширину полей 
зрения, однако проведение местной гипотензивной 
терапии при глаукоме не гарантирует отсутствия 
дальнейшего сужения полей зрения. В ряде случа-
ев гипотензивный эффект препарата ярко выражен, 
но развивающиеся на фоне его приема нежелатель-
ные явления снижают воздействие на клинический 
результат терапии. И наоборот, лекарственные сред-
ства, которые характеризуются менее выраженным 
гипотензивным эффектом, могут оказывать поло-
жительное влияние на поля зрения вследствие на-
личия дополнительных механизмов действия [6]. 
Несмотря на то что измерение ВГД широко приме-
няется для оценки эффективности противоглауком-
ных препаратов, в литературе отсутствуют данные 
о валидации этого параметра в качестве суррогатной 
конечной точки.

Одним из стандартных методов исследования 
при глаукоме наряду с оценкой ВГД является компью-
терная периметрия. Анализ результатов производится 
на основании индексов, которые позволяют получить 
информацию о суммарной потере светочувствитель-
ности, влиянии катаракты на результат исследования, 
степени влияния на поля зрения локальных дефектов 
и другие параметры. Высокая корреляция результа-
тов, полученных при проведении у больных глауко-
мой оптической когерентной томографии, с данными 
компьютерной периметрии и конфокальной офталь-
москопии подтверждается многочисленными иссле-
дованиями (см., например, [7, 8]). Однако проведение 
только компьютерной периметрии, без применения 
дополнительных методов исследования, не позволяет 
в полной мере осуществлять контроль за динамикой 
зрительных функций у больных глаукомой, а приме-
няемые в ходе исследования индексы на сегодняш-
ний день не подходят для использования как сурро-
гатные конечные точки для оценки глаукоматозной 
нейродегенерации, поскольку позволяют получить 
лишь ограниченные данные о динамике заболевания 
у конкретного пациента.

Конфокальная сканирующая лазерная офталь-
москопия относится к дополнительным методам 

диагностики пациентов с глаукомой. Метод позво-
ляет получить трехмерное изображение структур 
заднего отрезка глазного яблока, а также объектив-
ные, подлежащие измерению данные об анатоми-
ческих структурах глазного дна: диаметре и глуби-
не экскавации диска зрительного нерва, площади 
и объеме нейроретинального пояска, толщине слоя 
нервных волокон сетчатки. Получение достоверных 
данных с помощью конфокальной сканирующей 
лазерной офтальмоскопии затруднено, поскольку 
в ходе проведения обследования требуется вручную 
выделять границы диска зрительного нерва и оце-
нивать стереометрические параметры, основываясь 
на базисной плоскости. Размеры дисков зрительных 
нервов отличаются высокой индивидуальной вари-
абельностью, следствием чего является значитель-
ный разброс в оценке данных как у здоровых людей, 
так и у пациентов с изменениями полей зрения, 
что не позволяет рекомендовать показатели, полу-
ченные с помощью данного метода исследования, 
в качестве конечных точек.

Таким образом, оценка динамики изменения 
зрительных функций при глаукоме в рамках клини-
ческих исследований требует комплексного подхода 
и не приемлет выбора единой конечной точки, по-
зволяющей оптимизировать диагностический по-
иск и получить исчерпывающую характеристику со-
стояния органа зрения при этом заболевании.

КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ ПРЕПАРАТОВ, 
ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ТЕРАПИИ УВЕИТОВ

Внутриглазное воспаление (увеит) является од-
ной из ведущих причин слепоты: на его долю при-
ходится от 5 до 20% случаев в развитых странах 
и 25% в развивающихся странах [9]. Заболевания, 
при которых воспалительный процесс локализуется 
в сосудистой оболочке глаза, представляют собой 
серьезную терапевтическую проблему, учитывая не-
однородность заболеваний спектра увеита и необ-
ходимость в индивидуально подобранной терапии. 
Патогенетические особенности увеитов различной 
этиологии имеют минимальные различия, несмотря 
на многообразие триггеров внутриглазного воспале-
ния [10, 11].

Стандартная противовоспалительная или имму-
нодепрессивная терапия при увеитах характеризует-
ся высокой эффективностью, но ее существенными 
недостатками являются отсутствие специфичности 
и частое возникновение системных побочных эф-
фектов. С развитием экспериментальной и клеточ-
ной биологии появились сведения о нескольких 
ассоциированных с увеитом биомаркерах, напри-
мер об определенных гаплотипах главного ком-
плекса гистосовместимости (HLA). Показано так-
же, что ряд увеитов ассоциированы с выработкой 
специфических цитокинов. Таким образом, цито-
кины признаны потенциальными биологическими 
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маркерами некоторых внутриглазных воспали-
тельных заболеваний, однако особенности их при-
менения в диагностике и лечении увеитов требуют 
дальнейшего изучения [11]. Выявлена потенциаль-
ная взаимосвязь наличия биомаркеров и течения 
специфических форм увеита, однако отсутствуют 
убедительные доказательства причинно-следствен-
ной связи между ними. До сих пор не определено, 
является ли выявление воспалительных цитокинов 
маркером наличия заболевания [12].

Необходимо отметить, что основной проблемой 
широкого диагностического поиска, основанного 
на выявлении биомаркеров во внутриглазной жидко-
сти, является высокая стоимость таких исследований. 
Именно это обстоятельство ограничивает подбор ин-
дивидуального лечения при системных заболеваниях, 
одним из проявлений которых является увеит.

В клинических исследованиях препаратов, пред-
назначенных для лечения передних увеитов, оценка 
эффективности терапии проводится на основании 
наличия и динамики изменений признаков воспа-
лительной реакции в передней камере глаза. В слу-
чае задних увеитов главным показателем эффектив-
ности терапии является помутнение стекловидного 
тела, так как именно этот симптом отражает ин-
тенсивность воспаления и в большинстве случаев 
может использоваться в качестве основной конеч-
ной точки. Однако при промежуточном или заднем 
увеите степень помутнения стекловидного тела 
не обязательно коррелирует с тяжестью течения за-
болевания. Многие формы увеита могут протекать 
без снижения остроты зрения или с минимальными 
ее изменениями, поэтому признано, что параметр 
«максимально корригированная острота зрения» 
нечувствителен и не может являться подходящей 
первичной конечной точкой эффективности в ис-
следованиях лекарственных препаратов, предназна-
ченных для лечения увеита.

Таким образом, в отношении увеитов сохраня-
ется потребность в введении в практику клиниче-
ских исследований конечных точек, которые могли 
бы обеспечить всестороннюю оценку течения вну-
триглазного воспаления, например комплексных 
показателей, включающих как структурные изме-
нения (отек желтого пятна, воспалительные изме-
нения сосудов сетчатки), так и оценку симптомов 
непосредственно пациентом.

КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ ПРЕПАРАТОВ, 
ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ТЕРАПИИ ВОЗРАСТНОЙ МАКУЛЯРНОЙ 

ДЕГЕНЕРАЦИИ

Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) яв-
ляется одним из заболеваний, ведущих к прогрес-
сирующему и необратимому снижению зритель-
ных функций. Клиническая картина заболевания 
разнообразна и может включать следующие при-
знаки: образование друз, изменения в пигментном 

эпителии сетчатки (гипопигментация или гипер-
пигментация), географическая атрофия пигментно-
го эпителия (ГА) и хориокапиллярного слоя, неова-
скулярная макулопатия, субретинальный фиброз. 
Характерным симптомом макулярной дегенерации 
являются выраженные нарушения центрального 
зрения: снижение остроты зрения, изменение цве-
товосприятия, искажение предметов. Изменения 
периферического зрения нехарактерны, поэтому 
пациент не теряет способности ориентироваться 
в пространстве [12, 13].

При выборе конечных точек при исследовании 
препаратов для лечения сухой формы ВМД, сопро-
вождающейся ГА, наиболее подходящими были при-
знаны анатомические параметры, например измене-
ние площади ГА или объема друзы [12]. В некоторых 
исследованиях II и III фазы с участием пациентов 
с ГА в качестве основного критерия оценки было вы-
брано увеличение области атрофического поражения 
[13]. Прогностическое значение влияния площади 
области ГА на зрительную функцию подтверждено 
данными научной литературы, поэтому оценка рас-
пространенности ГА может быть использована в ка-
честве первичной конечной точки при изучении эф-
фективности лекарственного препарата.

Вторичные клинически значимые критерии 
эффективности терапии ВМД могут включать мак-
симально корригированную остроту зрения, кон-
трастную чувствительность, скорость чтения, пери-
метрию.

Оценка функциональных характеристик зрения 
имеет не менее важное значение для клинических ис-
следований, направленных на получение дополни-
тельной информации о соотношении риска и поль-
зы терапии у пациентов с нарушением центрального 
зрения. В 2016 г. Европейским агентством по лекар-
ственным средствам было опубликовано письмо 
об использовании таких параметров, как скорость 
чтения и индекса функциональной независимости 
чтения (Functional Reading Independence Index, FRI) 
в качестве одного из критериев оценки эффектив-
ности лекарственных средств, предназначенных 
для лечения пациентов с ГА1. Индекс функциональ-
ной независимости чтения дает возможность полу-
чить представление о взаимосвязи между размерами 
ГА и функциональным состоянием зрения и изучить 
потенциальное влияние лечения на скорость чтения. 
Однако применение индекса в практике клиниче-
ских исследований требует получения дополнитель-
ных сведений о его чувствительности и точности, 
а также проведения долгосрочной оценки влияния 
лучше видящего глаза на полученные результаты.

Скорость чтения также может быть использо-
вана как один из инструментов для подтверждения 
лечебного эффекта в отношении уменьшения пло-
щади географической атрофии. В настоящее время 
ведутся исследования возможностей применения 
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1 Letter of support for reading speed and functional reading independence (FRI) index in geographic atrophy. EMA/727910/2016. ЕМА; 2016.

этого диагностического маркера, однако требуется 
время для того, что получить представление о па-
раметрах индекса FRI, таких как критерии клини-
чески значимого изменения, влияние вариабель-
ности, взаимосвязь между расположением очага 
поражения и скоростью чтения, степень влияния 
сопутствующих факторов, выявление потенциаль-
ных эффектов обучения, адекватность стандартиза-
ции, согласованность с другими функциональными 
показателями1.

Результаты оценки зрительных функций 
по опроснику National Eye Institute 25-Item Visual 
Function Questionnare (NEI VFQ-25) широко ис-
пользуются в клинических исследованиях офталь-
мологических препаратов в качестве многокомпо-
нентной конечной точки [13]. Так, в исследовании 
ANCHOR использование опросника NEI VFQ-25 
помогло установить, что лечение неоваскулярной 
ВМД с помощью интравитреального введения ин-
гибитора фактора роста сосудистого эндотелия 
ранибизумаба позволяет добиться более значимо-
го улучшения зрительных функций по сравнению 
с фотодинамической терапией [14]. В 2000 г. был 
разработан опросник для изучения качества жизни 
пациентов с ВМД — Macular Degeneration Quality 
of Life (MacDQoL) [15, 16]. В отличие от ранее при-
менявшихся опросников он учитывает изменения 
каждого оцениваемого параметра в связи с разви-
тием макулодистрофии. Были доказаны надежность 
MacDQoL и его корреляция с объективными пока-
зателями зрительных функций, такими как острота 
зрения для дали и для близи, контрастная чувстви-
тельность [15].

В исследовании J.A. Sahel и соавт. [17] с помо-
щью опросника оценивали влияние остроты зрения 
лучше и хуже видящего глаза на качество жизни 
пациентов с возрастной макулярной дегенераци-
ей. Было установлено, что качество жизни опре-
деляется остротой зрения обоих глаз, как лучше, 
так и хуже видящего. Кроме того, было показано, 
что и MacDQoL, и NEI-VFQ-25 как специализи-
рованные офтальмологические опросники демон-
стрируют корреляцию с тяжестью ВМД.

Однако применение опросника NEI VFQ-25 
возможно не для всех показаний и не характеризу-
ется специфичностью по отношению к конкретной 
патологии, что не позволяет рассматривать его ре-
зультаты в качестве суррогатной конечной точки.

В 2016 г. получил одобрение проект MACUSTAR 
[18]. Целью исследования является определение 
и валидация диагностических параметров, которые 
могут быть использованы для обнаружения мало-
заметных изменений течения различных стадий 
возрастной макулярной дегенерации. Проведение 
клинических исследований в рамках проекта пред-
полагает длительное (в течение 3 лет) медицинское 

сопровождение более 700 пациентов с возрастной 
макулярной дегенерацией и контроль течения за-
болевания, включающий применение методов ви-
зуализации структур глазного дна, оценку остроты 
зрения, учет результатов опросников, заполняемых 
пациентами. Получение указанной информации 
позволит оценить как возможность отследить из-
менения, которые могут иметь прогностическое 
значение, так и взаимосвязь между полученными 
данными и качеством жизни пациента. Еще одним 
направлением поиска в рамках исследования явля-
ется выявление факторов риска, наличие которых 
вызывает более быстрое прогрессирование заболе-
вания у ряда пациентов.

КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ ПРЕПАРАТОВ, 
ПРЕДНАЗНАЧЕННЫХ ДЛЯ ТЕРАПИИ СИНДРОМА СУХОГО ГЛАЗА

Синдром сухого глаза (ССГ) представляет собой 
воспалительное заболевание, характеризующееся 
дискомфортом в глазах, нарушениями зрения, не-
стабильностью слезной пленки, повышенной осмо-
лярностью слезы и воспалением. Диагностика ССГ 
затруднена в связи с многофакторным характером 
заболевания [19, 20]. Разработка фармакологиче-
ских методов лечения также затруднена вследствие 
отсутствия объективных показателей для оценки 
результатов клинических исследований новых ви-
дов терапии. Поскольку воспаление является клю-
чевым компонентом синдрома, исследования слез-
ной жидкости, направленные на поиск конечных 
точек для клинических исследований, включали 
определение маркеров слезы, свидетельствующих 
о воспалительном характере заболевания, таких 
как цитокины/хемокины, факторы роста, муцины, 
нейромедиаторы и липиды.

Протеомный подход для обнаружения конеч-
ных точек, отражающих динамику изменения сим-
птомов, составляющих ССГ, в слезной жидкости 
с помощью 2D-электрофореза и дифференциально-
го гель-электрофореза, был использован S.V. Aluru 
и соавт. [21]. Авторы обнаружили, что выработка 
протеина 4, богатого пролином лизоцима (LPRR4), 
значительно подавляется при некоторых типах ССГ. 
На основании различий в экспрессии и корреляции 
уровней LPRR4 в слезной жидкости с тяжестью за-
болевания этот белок был предложен в качестве по-
тенциального биомаркера ССГ [21].

Было обнаружено, что содержание лизоцима 
и лактоферрина снижается у пациентов с синдро-
мом Шегрена и/или глаукомой (с сопутствующим 
хроническим медикаментозно индуцированным 
ССГ) с более высокой специфичностью (95%) и чув-
ствительностью (72%) лактоферрина по сравнению 
с лизоцимом. За последние десятилетия получило 
значительное развитие использование тест-системы 
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для идентификации цитокинов, хемокинов и хемо-
киновых рецепторов в качестве биомаркеров слез-
ной жидкости. Повышение уровней IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, IL-21, интер-
ферона-гамма (IFN-γ), фактора некроза опухоли 
альфа (TNF-α), CXCL9, CXCL10, CXCL11, IL-1Ra, 
CCL5/RANTES характерно для пациентов с различ-
ными формами ССГ [22].

Отмечается корреляция между количественным 
содержанием цитокинов и хемокинов и тяжестью 
ССГ при ассоциированном с синдромом Шегрена 
ССГ в сравнении с аналогичными показателями 
у пациентов с ССГ, не ассоциированным с синдро-
мом Шегрена. Для пациентов с ССГ характерна 
также повышенная экспрессия протеазы MMP-9, 
участвующей в индукции повреждения глазной по-
верхности и воспалительной передаче сигналов [23].

Необходимо отметить, что повышение актив-
ности MMP-9 не специфично для ССГ, поскольку 
при акантамебном и герпетическом кератите, а так-
же у пациентов с глазными формами розацеа также 
отмечается повышение ее содержания. В то же вре-
мя было показано, что уровни MMP-9 коррелиру-
ют с тяжестью заболевания и могут применяться 
для оценки его течения [23].

Таким образом, показатели качественного соста-
ва и количественного содержания различных био-
маркеров в слезной жидкости могут быть использова-
ны для проведения дифференциальной диагностики 
между Шегрен-ассоциированными и другими пато-
генетическими вариантами ССГ, а также для опреде-
ления степени тяжести процесса. Однако отсутствие 
стандартизации, сложность проведения анализа 
и малый объем слезной жидкости, доступный для за-
бора пробы, ограничивают применение указанных 
методов как в рутинной клинической практике, так 
и в ходе разработки новых методов терапии ССГ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Широко применяемые в клинических исследо-
ваниях офтальмологических препаратов конечные 
точки (динамика изменения максимально корри-
гированной остроты зрения, динамика изменения 
уровня внутриглазного давления, динамика из-
менения полей зрения) могут быть не релевантны 
в связи с недостаточной специфичностью при наи-
более распространенных глазных заболеваниях. 
Поиск информации в научной литературе позволил 
выявить перспективные конечные точки для таких 
заболеваний, как синдром сухого глаза (биомар-
керы слезной жидкости), возрастная макулярная 
дегенерация (скорость чтения и индекс функцио-
нальной независимости чтения). Однако указанные 
конечные точки на настоящий момент не нашли 
применения в рамках клинических исследований, 
что не позволяет оптимизировать процедуру оценки 
эффективности и безопасности новых офтальмоло-
гических лекарственных препаратов и расширить 
терапевтические подходы к лечению прогрессирую-
щих заболеваний органа зрения, существенно влия-
ющих на качество жизни пациентов.
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АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

О рекомендации Экспертного комитета по лекарственным средствам
Евразийской экономической комиссии № 14 от 21 июля 2021 г.

До перехода на Фармакопею ЕАЭС в документах по качеству допускаются ссылки на фармакопеи стран 
Союза — к такому решению пришли члены Экспертного комитета по лекарственным средствам, утвердив реко-
мендации по указанию ссылок на фармакопеи в нормативном документе по качеству лекарственного препарата 
при проведении экспертизы регистрационного досье. Документ принят с учетом обращений представителей фар-
мацевтического бизнеса.

Согласно принятому документу, в разделе «Методы (методики) испытаний» спецификации нормативного 
документа по качеству в случае отсутствия необходимой статьи в Фармакопее ЕАЭС следует указывать ссылки 
на соответствующие статьи всех государственных фармакопей государств — членов Евразийского экономического 
союза (а также фармакопей, которые разрешены к использованию в государствах — членах Евразийского эко-
номического союза в соответствии с законодательством этих государств), в которых планируется обращение ле-
карственного препарата. Заявителям и экспертным организациям следует руководствоваться согласованным под-
ходом в отношении указания ссылок на общие и частные фармакопейные статьи, не включенные в Фармакопею 
ЕАЭС.
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Анализ витамина А в поливитаминных препаратах
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Резюме. Витамин А в поливитаминных лекарственных препаратах представлен преимущественно в виде эфиров рети-
нола: ретинола ацетата, ретинола пальмитата, а также бетакаротена — предшественника (димера) ретинола, содержа-
щегося в растениях и способного превращаться в ретинол в клетках печени. В составе лекарственных средств ретинол 
анализируется преимущественно методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) с предваритель-
ной очисткой и выделением витамина методом жидкостной экстракции. Однако в научной литературе встречаются 
и другие способы подготовки пробы и анализа этих соединений. Важным аспектом является также разделение вита-
мина А с другими жирорастворимыми витаминами, которые наряду с витамином А входят в состав поливитаминных 
препаратов. Цель работы — анализ и обобщение данных литературы о современных методах определения витамина 
А и его производных в лекарственных препаратах. Проведен анализ номенклатуры препаратов, содержащих витамин 
А и зарегистрированных в Российской Федерации, а также методов анализа, используемых согласно нормативной до-
кументации производителей этих препаратов. Показано, что наиболее распространенным методом анализа эфиров 
ретинола является ВЭЖХ в изократическом режиме элюирования на октадецилсилильных сорбентах в обращенно-фа-
зовом режиме, реже на аминопропилсилильных сорбентах в нормально-фазовом режиме элюирования. Бетакаротен 
в лекарственных средствах определяется преимущественно методом спектрофотометрии.
Ключевые слова: ВЭЖХ; ретинол; бетакаротен; ретинола ацетат; ретинола пальмитат; лекарственные формы; норма-
тивная документация производителей лекарственных средств
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Abstract. Vitamin A is present in multivitamin products mainly in the form of retinol esters: retinyl acetate, retinyl palmitate, 
and beta carotene—retinol precursor (dimer) found in plants, which is capable of converting into retinol in liver cells. Retinol is 
determined in medicinal products primarily by high performance liquid chromatography (HPLC), with preliminary purification 
and vitamin isolation by liquid-liquid extraction. However, scientific literature also describes other methods of sample preparation 
and analysis of such compounds. An important issue is differentiation of vitamin A from other fat-soluble vitamins often included 
as components in multivitamin products. The aim of the study was to analyse and summarise data on current methods used 
for determination of vitamin A and its derivatives in medicinal products. The authors analysed the range of vitamin A products 
authorised in the Russian Federation, and the test methods described in their product specification files. The study demonstrated 
that the test method most often used for determination of retinol esters was HPLC with isocratic elution mode using octadecylsilyl 
packing in the reverse-phase mode, and, less frequently, aminopropylsilyl packing in the normal phase mode. Determination of 
beta carotene in medicinal products is most often performed using spectrophotometry.
Key words: HPLC; retinol; beta carotene; retinyl acetate; retinyl palmitate; dosage forms; product specification files
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Симптомы дефицита витамина А были описаны 
еще в папирусе Эберса (1500 г. до н. э.) и Лондонском 
медицинском папирусе. Однако первые иссле-
дования витаминов, их свойств и биологической 
активности появились только в конце XIX века. 
В 1906–1913 гг. проводились исследования, позво-
лившие обнаружить в спиртовом экстракте молока, 
сливочном масле и яичном желтке жирораствори-
мый фактор, стимулирующий рост эксперимен-
тальных животных [1]. В результате дальнейших ис-
следований структуры каротиноидов и ретиноидов 
и витамино-зависимых процессов в организме была 
показана роль ретиналя в образовании зрительных 
пигментов. В конце 1940-х гг. O. Isler и соавт. син-
тезировали полностью транс-ретинол [цит. по 1], 
что позволило широко использовать его как в пи-
щевых продуктах, так и в лекарственных препара-
тах. Для изучения метаболизма витамина А и его 
количественного определения используются раз-
личные химические и физико-химические методы 
анализа [2, 3].

Цель работы — анализ и обобщение данных 
литературы о современных методах определения 

витамина А и его производных в лекарственных 
препаратах.

Для достижения поставленной цели необходи-
мо было установить, в каких лекарственных формах 
встречается витамин А в поливитаминных препа-
ратах, а также провести анализ литературы и нор-
мативной документации производителей (отече-
ственных/зарубежных), выпускающих препараты, 
содержащие витамин А.

Витамин А — группа близких по химическому 
строению веществ, которая включает ретинол (ви-
тамин A

1
, аксерофтол, полностью транс-ретинол) 

и другие ретиноиды, обладающие сходной биологи-
ческой активностью: дегидроретинол (витамин A

2
), 

ретиналь (ретинен, альдегид витамина A
1
) и ретино-

евую кислоту [1]. В природе витамин А в основном 
встречается в виде сложного эфира — ретинола, хо-
рошо растворимого в органических растворителях 
и не растворимого в водных растворах. Структура 
и названия основных соединений группы витамина 
А представлены на схеме.

Провитамин А состоит из каротиноидов, в том 
числе α-каротина и β-криптоксантина, кото-
рые синтезируются исключительно растениями. 
Основным провитамином А является бетакаротен 
(β-каротин):

CH3

CH3

CH3 CH3

CH3 CH3

CH3

H3

CH3

CH3

C

.
Из него в клетках слизистой оболочки кишечни-

ка и печени в результате окислительного расщепле-
ния при воздействии фермента каротиндиоксиге-
назы образуется ретинол. Бетакаротен нерастворим 
в воде, но растворяется в органических раствори-
телях (как и ретинол) и зарегистрирован в качестве 
пищевой добавки Е160a [4]. Известно около 500 ка-
ротиноидов (α- и β-каротин, лютеин, ликопин, зе-
аксантин и т. п.), которые находят применение в ме-
дицине [5].

Бетакаротен является мощным антиокси-
дантом, характеризуется иммуностимулирую-
щим и адаптогенным действием [6]. При приеме 
внутрь бетакаротен усваивается организмом все-
го на 25–33% и превращается в ретинол только 
1/7 часть всосавшегося каротина. Один эквива-
лент ретинола равен 6 мкг бетакаротена, где 1 мкг 
= 3,33 МЕ [7]. Как было отмечено Д. Д. Панковым 
и соавт., в отличие от лекарственных препаратов, 
из пищи усваивается не более 15–20% витамина. 
Ни один из продуктов не может восполнить де-
фицит витамина А, поэтому в случае его дефици-
та необходим его дополнительный прием в виде 
лекарственных препаратов [8]. Однако во многих 
исследованиях была выявлена неоднозначная роль 
применения высоких доз бетакаротена. Показано 

ретинол 5,6-эпоксиретинол
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CH2
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отсутствие влияния синтетического бетакаротена 
на снижение риска сердечно-сосудистых заболе-
ваний или рака у людей с полноценным питанием. 
Повышенный риск развития рака легких у куриль-
щиков связывают, в том числе, с применением бе-
такаротена в составе пищевых добавок [6, 9, 10].

Ретинол (истинный витамин А) в чистом виде 
нестабилен, поэтому производится и используется 
в виде полностью транс-ретинола ацетата и полно-
стью транс-ретинола пальмитата (табл. 1). Как слож-
ные эфиры эти соединения обладают более высокой 
стабильностью и лучшей растворимостью в жирах 
и в липофильных компонентах препаратов. Эфиры 
ретинола могут быть также включены в желатино-
вую матрицу, которая защищает их от окисления 
на какой-то период времени, даже если они подвер-
глись термическому воздействию.

Для анализа витамина А и его аналогов в лекар-
ственных препаратах является пригодным методом 
и широко применяется нормально-фазовая и/или 
обращенно-фазовая высокоэффективная жидкост-
ная хроматография (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым 
(аналитическая длина волны — 325 нм), флуориме-
трическим или масс-спектрометрическим детекто-
ром [1, 11, 12].

При нормально-фазовом варианте ВЭЖХ элю-
ируют сначала гидрофобные соединения, а за-
тем — более полярные соединения, тогда как в об-
ращенно-фазовом варианте наблюдается обратный 
порядок элюирования. Изомеры ретинола лучше 
всего разделяются методом нормально-фазовой 
хроматографии, тогда как эфиры ретинола луч-
ше разделяются при использовании обращен-
но-фазового варианта. Каротиноиды также могут 
быть успешно проанализированы методом ВЭЖХ 
со спектрофотометрическим детектором, как пра- 

вило, при длине волны 450 нм; ретиноиды — 
при длинах волн, соответствующих максимуму их 
спектра поглощения.

К другим возможным методам анализа ретинола 
и его эфиров следует отнести флуориметрию, осно-
ванную на регистрации интенсивности их зеленова-
то-желтой флуоресценции [13]. Поскольку и другие 
природные соединения способны флуоресцировать 
(например, витамин K

1
), для обеспечения необхо-

димой специфичности методики обычно использу-
ют хроматографическое разделение смеси с помо-
щью ВЭЖХ или других методов.

Газовая хроматография с масс-спектрометрией 
была использована на селективных капилляр-
ных колонках для изучения кинетики ретинола, 
в частности распределения дейтерированного ре-
тинола в организме [14]. Кроме того, при исследо-
вании бетакаротена, меченного углеродом-13, масс-
спектрометрия изотопных отношений позволила 
получить важную информацию о его метаболизме 
у человека.

Колориметрическое/спектрофотометрическое 
определение [2, 15, 16] основано на измерении 
оптической плотности окрашенного комплекса, 
образующегося в результате дегидратации вита-
мина А в присутствии кислот Льюиса при длине 
волны 620 нм и снижении поглощения при 325 нм 
при инактивации витамина А УФ-излучением. 
Для ряда лекарственных препаратов используются 
именно спектрофотометрические методики коли-
чественного определения эфиров ретинола и бета-
каротена.

Биологические тесты анализа ретинола опи-
саны в научной литературе и используются, когда 
не удается выбрать другие подходящие химические 
или физико-химические методы. Ряд биологических 

Таблица 1. Свойства и характеристики транс-ретинола и его эфиров (по R. B. Rucker и соавт. [1], с изменениями)

Table 1. Properties and characteristics of trans-retinol and its esters (adapted from R. B. Rucker et al. [1])

Свойства
Properties

Ретинол
Retinol

Ретинола ацетат
Retinyl acetate

Ретинола пальмитат
Retinyl palmitate

Формула
Formula

C
20

H
30

O C
22

H
32

O
2

C
36

H
60

O
2

Молекулярная масса
Molecular weight 

286,44 328,48 524,84

Температура плавления, °С
Melting point, °С

63–64 57–59 28–29

Удельный показатель поглощения (E
1
 
см

1% ) в 2-пропаноле
Specific absorbance (E

1
 
cm

1%
) in 2-propanol

1820 1530 960

Максимум поглощения в 2-пропаноле, нм
Maximum absorbance in 2-propanol, nm

325 326 326

Флуоресценция:
Fluorescence:

Длина волны возбуждения, нм
Excitation wavelength, nm
Длина волны эмиссии, нм
Emission wavelength, nm

325 325 325

470 470 470
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методов основан на реакции роста эксперимен-
тальных животных в ответ на поступление витами-
на А в организм животного, однако эти процедуры 
в настоящее время используются редко. Для изме-
рения биологической активности и токсичности ре-
тиноидов могут использоваться системы клеточных 
культур [1].

Поскольку, согласно данным литературы, наи-
более распространенным методом анализа и разде-
ления ретинола и его эфиров является ВЭЖХ, были 
проанализированы условия определения ретинола 
в исследованиях, проводимых с различными целя-
ми (табл. 2).

Кроме того, были проанализированы норматив-
ные документы, регламентирующие анализ витами-
на А в премиксах методом ВЭЖХ (табл. 3).

Также были проанализированы методы и усло-
вия проведения испытаний для витамина А методом 
ВЭЖХ, описанные в монографиях Европейской 
фармакопеи и Фармакопеи США (табл. 4). Было 
установлено, что в данных источниках под вита-
мином А также подразумеваются ретинола ацетат 
и пальмитат. Бетакаротен анализируется отдельно 
как самостоятельная субстанция.

Согласно исследованиям, описанным в боль-
шинстве проанализированных источников, 

Таблица 2. Условия анализа ретинола, описанные в публикациях

Table 2. Retinol determination conditions described in scientific literature

Авторы и
год выхода 
публикации

Authors and date 
of publication

Цель исследования
Aim of the study

Условия ВЭЖХ
HPLC conditions

D. D. Bankson, 
R. M. Russell,
J. A. Sadowski, 
1986 [17]

Совместный анализ четырех 
основных эфиров ретинола в виде 
единого пика с последующим пере-
счетом на ретинола ацетат
Simultaneous analysis of the four 
major retinol esters coeluting as a 
single peak with subsequent recal-
culation with reference to retinyl 
acetate

НФ: LiChrosorb Si 60 125×4 мм, 5 мкм (нормально-фазовая 
хроматография);
предколонка LiChrosorb Si 60 30×4 мм, 10 мкм;
ПФ А: диоксан–гексан (5:1000);
ПФ Б: диоксан (градиентное элюирование с линейным увеличе-
нием доли ПФ Б после 1 мин анализа);
скорость ПФ: 2,5 мл/мин;
детектор: УФ, 325 нм
Column: LiChrosorb Si 60 125×4 mm, 5 μm (normal-phase chro-
matography); pre-column: LiChrosorb Si 60 30×4 mm, 10 μm;
Mobile phase А: dioxane–hexane (5:1000);
Mobile phase B: dioxane (gradient elution with a linear increase in 
the proportion of Mobile phase B starting from minute 1 after 
the injection);
Flow rate: 2.5 mL/min;
Detector: UV, 325 nm

E. J. Johnson,
S. D. Krasinski, et 
al., 1992 [18]

Определение ретинола отдельно 
от его эфиров
Determination of retinol separately 
from its esters

Условия аналогичны использованным в работе [18]
The same conditions as above [18]

S. Scalia,
G. Ruberto,
F. Bonina, 1995 
[19]

Выделение ретинола, токоферола 
и их эфиров (ацетата или пальми-
тата) из матриц таблеток с ис-
пользованием сверхкритической 
жидкостной экстракции. Экстрак-
ция лекарственной формы в среде 
углекислого газа при температуре 
40 °C и давлении 250 атм.
Isolation of retinol and tocopherol 
and their acetate or palmitate esters 
from tablets using supercritical 
fluid extraction. Carbon dioxide 
extraction of the dosage form at 
40 °C and at the pressure of 250 atm.

НФ: Lichrospher CH‑8, 250×4 мм, 5 мкм;
ПФ: метанол–ацетонитрил (75:25);
скорость ПФ: 1,3 мл/мин;
концентрация каждого витамина: 10 мг/мл;
растворитель: тетрагидрофуран; детектор: УФ, витамин Е — 
280 нм, витамин А — 325 нм
Column: Lichrospher CH-8, 250×4 mm; 5 μm;
Mobile phase: methanol–acetonitrile (75:25);
Flow rate: 1.3 mL/min;
Concentration of each vitamin: 10 mg/mL;
Solvent: tetrahydrofurane;
Detector: UV, 280 nm — vitamin E, 325 nm — vitamin A

L. H. Wang,
S. H. Huang, 
2002 [20]

Разделение и определение витами-
нов A, E, K и D в сыворотке крови 
теленка, косметических и лекар-
ственных средствах, лекарствен-
ных растениях
Separation and determination 
of vitamins A, E, K, and D in bovine 
serum, cosmetic products, pharma-
ceutical products, Chinese herbs 

НФ: Hypersil ODS 250×4,6 мм, 5 мкм;
ПФ: ацетонитрил–дихлорметан–метанол (60:20:20);
скорость ПФ: 1,0 мл/мин;
детектор: УФ, 325 и 267 нм;
время анализа: 12–14 мин;
объем пробы: 25 мкл
Column: Hypersil ODS 250×4.6 mm, 5 μm;
Mobile phase: acetonitrile–dichlormethane–methanol (60:20:20)
Flow rate: 1.0 mL/min,
Detector: UV, 325 and 267 nm;
Run time: 12–14 min;
Injection volume: 25 μL
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Авторы и
год выхода 
публикации

Authors and date 
of publication

Цель исследования
Aim of the study

Условия ВЭЖХ
HPLC conditions

L. A. Kozhanova,
G. A. Fedorova,
G. I. Baram, 2002 
[21]

Определение витаминов A и E 
в поливитаминных препаратах 
(в присутствии витаминов B

1
 и B

2
, 

никотиновой кислоты, никоти-
намида, пантотеновой кислоты, 
фолиевой кислоты, витаминов B

6
, 

B
12

, K
3
, D

2
 и D

3
,

 
биотина)

Determination of vitamins A and 
E in multivitamin products (which 
also contain vitamins B

1
 and B

2
, 

nicotinic acid, nicotinamide, panto-
thenic acid, folic acid, vitamins B

6
, 

B
12

, K
3
, D

2
 and D

3
, biotin)

НФ: Nucleosil 100–5 C18 75×2 мм, 5 мкм;
ПФ: ацетонитрил–вода (95:5); скорость ПФ: 100 мкл/мин;
температура колонки: 35 °C;
объем пробы: 2–10 мкл;
детектор: УФ, 260, 270, 280, 290, 300 и 320 нм
Column: Nucleosil 100–5 C18 75×2 mm, 5 μm;
Mobile phase: acetonitrile–water (95:5); Flow rate: 100 μL/min;
Column temperature: 35 °С;
Injection volume: 2–10 μL;
Detector: UV, 260, 270, 280, 290, 300, and 320 nm

Q. Midttun,
P. M. Ueland, 
2011 [22]

Определение ретинола, эргокаль-
циферола, колекальциферола 
и α-токоферола в плазме крови 
человека 
Determination of retinol, ergo-
calciferol, cholecalciferol, and 
α-tocopherol in human plasma 

НФ: Ascentis Express C18 50×4,6 мм, 2,7 мкм;
ПФ А: 0–4 мин 2,5 мМ аммония формиата в метаноле;
ПФ Б: 4,1–5,0 мин метанол–вода (80:20);
температура колонки: 55 °C;
время удерживания ретинола 1,69 мин;
скорость ПФ: 1,1 мл/мин;
детектор: МС/МС с электрораспылением
Column: Ascentis Express C18 50×4.6 mm, 2.7 μm;
Mobile phase А: 0–4 min 2.5 mM ammonium formate in methanol;
Mobile phase B: 4.1–5.0 min methanol–water (80:20);
Column temperature: 55 ×С; 
Retention time: retinol = 1.69 min;
Flow rate: 1.1 mL/min;
Detector: electrospray MS/MS

Z. Temova-
Rakuza,
E. Srecnik,
R. Roskar, 2017 
[23]

Одновременное определение вита-
минов D

3
, токоферола ацетата, K

1
, 

β‑каротина, ретинола пальмитата 
и кофермента Q10
Simultaneous determination of vi-
tamin D

3
, tocopherol acetate, K

1
, 

β-carotene, retinyl palmitate, and 
coenzyme Q10 

НФ: Luna C18 150×4,6 мм, 5 мкм;
ПФ: ацетонитрил–тетрагидрофуран–вода (50:45:5);
скорость ПФ: 1 мл/мин;
объем пробы: 20 мкл;
детектор: УФ, 270 нм;
время анализа: 8 мин
Column: Luna C18 150×4.6 mm, 5 μm;
Mobile phase: acetonitrile–tetrahydrofuran–water (50:45:5);
Flow rate: 1 mL/min,
Injection volume: 20 μL;
Detector: UV, 270 nm;
Run time: 8 min

R. Cruz Quiroz, 
N. Chotyakul et 
al., 2020 [24]

Анализ аскорбиновой кислоты, 
ретинола, β-каротина 
и α-токоферола в цельном молоке 
после термической обработки под 
давлением (PATP)
Analysis of ascorbic acid, retinol, 
β-carotene, and α-tocopherol in 
whole milk subjected to pressure-
assisted thermal processing (PATP)

НФ: Phenomenex Luna C18 150×4,6 мм, 5 мкм; 
предколонка: 4×2 мм, 5 мкм;
ПФ: ацетонитрил–метанол (65:35);
скорость ПФ: 1 мл/мин;
температура колонки: 35 °C;
объем пробы: 100 мкл для α‑токоферола, ретинола и β‑каротина;
детектор: УФ, 245, 296, 326 и 450 нм;
время анализа: 30 мин
Column: Phenomenex Luna C18 150×4.6 mm, 5 μm; 
pre-column: 4×2 mm, 5 μm;
Mobile phase: acetonitrile–methanol (65:35);
Flow rate: 1 mL/min;
Column temperature: 35 °C;
Injection volume: 100 μL for α-tocopherol, retinol, and β-carotene;
Detector: UV, 245, 296, 326, and 450 nm;
Run time: 30 min

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; НФ — неподвижная фаза; ПФ — подвижная фаза; УФ — уль-
трафиолетовый; МС — масс-спектрометр.
Note. HPLC—high performance liquid chromatography; UV—ultraviolet; MS—mass spectrometer.

Продолжение таблицы 2
Table 2 (continued)
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Таблица 3. Условия анализа ретинола методом ВЭЖХ согласно государственным стандартам (ГОСТ)

Table 3. Conditions of retinol HPLC determination described in the national standards

Наименование и номер 
ГОСТ

National standard

Наименование методики по ГОСТ
Test procedure included in the standard

Условия ВЭЖХ
HPLC conditions

ГОСТ 32043–2012 1 
Премиксы. Методы 
определения витаминов 
А, D, Е
GOST 32043–2012 1 
Premixes. Methods for 
determination of vita-
mins A, D, E

Определение витаминов А (ретинола ацетата), Е 
(токоферола ацетата) методом обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ
Determination of vitamins A (retinyl acetate) and E 
(tocopherol acetate) by reversed phase HPLC

НФ: колонка хроматографическая одного из раз-
меров: 2×64, 2×80 или 2×120 мм, с числом тео-
ретических тарелок не менее 4000, заполненная 
одним из следующих сорбентов: Силасорб С18, 
Силасорб SРН С18, Сепарон С18;
ПФ: ацетонитрил–пропанол–вода (42:50:8);
скорость ПФ: 0,15 мл/мин;
объем пробы: 6 мкл;
детектор: УФ, 328 нм
Column: 2×64, 2×80, or 2×120 mm, number of 
theoretical plates not less than 4,000, packed with 
one of the following packing materials: Silasorb С18, 
Silasorb SPH C18, Separon С18;
Mobile phase: acetonitrile–propanol–water 
(42:50:8);
Flow rate: 0.15 mL/min;
Injection volume: 6 μL;
Detector: UV, 328 nm

Омыление анализируемой пробы премикса во-
дно-спиртовым раствором калия гидроксида, 
экстракции витаминов А (ретинола ацетата), D 
(эргокальциферола), Е (токоферола ацетата) 
гексаном с анализом нормально-фазовой ВЭЖХ 
и пересчетом содержания витамина D

2
 (эргокаль-

циферола) на D3 (холекальциферол)
Saponification of the tested premix sample with 
hydroalcoholic solution of potassium hydroxide, 
extraction of vitamins A (retinyl acetate), D (er-
gocalciferol), E (tocopherol acetate) with hexane, 
analysis by normal phase HPLC, and subsequent 
recalculation of vitamin D

2
 (ergocalciferol) content 

with reference to D
3
 (cholecalciferol)

НФ: Сепарон SGX 150×3 мм, 7 мкм;
ПФ: гексан–этанол (99,5:0,5);
скорость ПФ: 0,5–2,0 мл/мин;
объем пробы: 3–20 мкл;
детектор: УФ, витамины А, Е — 289 нм, витамин 
D

2
– 254 нм

Column: Separon SGX 150×3 mm, 7 μm;
Mobile phase: hexane–ethanol (99.5:0.5);
Flow rate: 0.5–2.0 mL/min;
Injection volume: 3–20 μL;
Detector: UV, 289 nm — vitamins А, Е, 254 nm — 
vitamin D

2

ГОСТ 26573.1–93 2

Премиксы. 
Методы определения 
витамина А
GOST 26573.1–93 2 
Premixes. Methods for 
determination of vita-
min A 

Определение витамина А методом обращенно-фа-
зовой ВЭЖХ после экстрагирования из премикса 
смесью 2-пропанол—вода (97:3)
Determination of vitamin A by reversed phase 
HPLC after extraction from premix with 2-propa-
nol–water (97:3) 

НФ: колонка хроматографическая одного из раз-
меров: 2×64, 2×80 или 2×120 мм с числом тео-
ретических тарелок не менее 4000, заполненная 
одним из следующих сорбентов: Силасорб С18, 
Силасорб SPH С18, Сепарон С18;
ПФ: ацетонитрил–2-пропанол–вода (42:50:8);
скорость ПФ: 0,15 мл/мин;
объем пробы: 6 мкл;
детектор: УФ, 328 нм
Column: 2×64, 2×80, or 2×120 mm, number of 
theoretical plates not less than 4,000, packed with 
one of the following packing materials: Silasorb C18, 
Silasorb SPH C18, Separon C18;
Mobile phase: acetonitrile–2-propanol–water 
(42:50:8);
Flow rate: 0.15 mL/min;
Injection volume: 6 μL;
Detector: UV, 328 nm

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; НФ — неподвижная фаза; ПФ — подвижная фаза; УФ — уль-
трафиолетовый.
Note. HPLC—high performance liquid chromatography; UV—ultraviolet.

для анализа ретинола и его эфиров предлагается 
использовать метод обращенно-фазовой ВЭЖХ; 
в качестве неподвижной фазы, как правило, ис-
пользуется октадецилсилильный, октилсилиль-
ный, реже аминопропилсилильный силика-
гель. В качестве подвижной фазы — неводная 
фаза, как изократическое элюирование, так 

и градиентное элюирование, причем для разделе-
ния жирорастворимых витаминов А, D, Е, К воз-
можно использование изократического режима. 
Также в результате анализа источников можно от-
метить преимущества сверхкритической жидкост-
ной экстракции в пробоподготовке и выделении 
витамина А.

1  ГОСТ 32043-2012. Премиксы. Методы определения витаминов А, D, E. М.: Стандартинформ; 2013.
2 ГОСТ 26573.1-93. Премиксы. Методы определения витамина А. М.: Стандартинформ; 1994.
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Таблица 4. Условия анализа ретинола согласно Европейской фармакопее и Фармакопее США

Table 4. Retinol determination conditions described in the European Pharmacopoeia and the United States Pharmacopoeia

Фармакопея
Pharmacopoeia

Название монографии и характеристика 
лекарственных препаратов

Monographs
and product characteristics

Условия ВЭЖХ
HPLC conditions

Фармакопея 
США 3

United States 
Pharmacopeia 3

«Витамин А, жидкость для перорального 
применения» — эмульсии, суспензии или 
растворы, содержащие ретинола ацетат 
или ретинола пальмитат, в количестве, эк-
вивалентном 90,0–120,0% от заявленного 
содержания ретинола (C

20
H

30
O)

“Vitamin A Oral Liquid Preparation”, 
an emulsion, suspension, or solution 
that contains retinyl acetate or retinyl 
palmitate in an amount equivalent to 90.0–
120.0% of the labeled amount of retinol
(C

20
H

30
O)

НФ: силикагель аминопропилсилильный для хроматогра-
фии, 150×4,6 мм, 3 мкм;
ПФ: гексан;
скорость ПФ: 1 мл/мин;
объем пробы: 40 мкл;
детектор: УФ, 325 нм
Column: aminopropylsilyl silica gel for chromatography, 
150×4.6 mm, 3 μm;
Mobile phase: hexane;
Flow rate: 1 mL/min;
Injection volume: 40 μL;
Detector: UV, 325 nm 

«Таблетки витамина А»
содержат ретинола ацетат или ретинола 
пальмитат в количестве, эквивалентном 
95,0–120,0% от заявленного содержания 
ретинола (C

20
H

30
O)

“Vitamin A Tablets”
contain retinyl acetate or retinyl palmitate in 
an amount equivalent to 95.0–120.0% of the 
labeled amount of retinol (C

20
H

30
O)

Вариант 1: изократическое элюирование в условиях, опи-
санных для жидких форм витамина А.
Вариант 2: градиентное элюирование
НФ: силикагель октадецилсилильный для хроматографии, 
100×4,6 мм, 3 мкм;
ПФ А: метанол–вода (90:10);
ПФ Б: метанол–2-пропанол (55:45), линейное увеличение 
доли ПФ Б от 0 до 100% за первые 8 мин анализа;
скорость ПФ: 1 мл/мин;
объем пробы: 20 мкл;
детектор: УФ, 325 нм
Procedure 1: isocratic elution under the conditions described 
for liquid forms of vitamin A.
Procedure 2: gradient elution.
Column: octadecylsilyl silica gel for chromatography 
100×4.6 mm, 3 μm;
Mobile phase А: methanol–water (90:10);
Mobile phase B: methanol–2-propanol (55:45), a linear in-
crease in the proportion of Mobile phase B from 0 to 100% in 
the first 8 minutes after the injection;
Flow rate: 1 mL/min;
Injection volume: 20 μL;
Detector: UV, 325 nm

Европейская 
фармакопея 4

European 
Pharmacopoeia 4

«Концентрат витамина А (масляная фор-
ма) синтетический»;
«Концентрат витамина А (солюбили-
зат/эмульсия) синтетический»;
«Концентрат витамина А (порошок) синте-
тический»
“Vitamin A concentrate (oily form), syn-
thetic”;
“Vitamin A concentrate 
(solubilisate/emulsion) synthetic”;
“Vitamin A concentrate (powder form), 
synthetic”

НФ: силикагель октадецилсилильный для хроматографии, 
125×4,0 мм, 5 мкм;
ПФ: вода–метанол (5:95);
скорость ПФ: 1 мл/мин;
объем пробы: 10 мкл;
детектор: УФ, 325 нм;
время удерживания ретинола около 3 мин;
время анализа: 1,5-кратное от времени удерживания пика 
ретинола
Column: octadecylsilyl silica gel for chromatography, 
125×4.0 mm, 5 μm;
Mobile phase: water–methanol (5:95);
Flow rate: 1 mL/min;
Injection volume: 10 μL;
Detector: UV, 325 nm;
Retention time: retinol about 3 min;
Run time: 1.5 times the retention time of retinol 

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; НФ — неподвижная фаза; ПФ — подвижная фаза; УФ — уль-
трафиолетовый.
Note. HPLC—high performance liquid chromatography; UV—ultraviolet.

3  United States Pharmacopeia. 42nd ed. Rockville, MD; 2019.
4 European Pharmacopoeia. 10th ed. Strasbourg: EDQM; 2019.
5  https://grls.rosminzdrav.ru

В исследование были включены 54 лекарствен-
ных препарата, зарегистрированных в Российской 
Федерации5, содержащих витамин А и/или бетака-
ротен (оказывает А-витаминоподобное действие 
и применяется также для профилактики и лечения 

дефицита витамина А). Из них 43 препарата со-
держали ретинола ацетат или ретинола пальмитат. 
Преимущественно препараты относились к группе 
«Поливитамины» и «Поливитамины+Минералы» 
(табл. 5).

https://grls.rosminzdrav.ru
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Таблица 5. Формы витамина А в препаратах, зарегистрированных в Российской Федерации

Table 5. Vitamin A forms used in medicinal products authorised in the Russian Federation

Форма витамина А в препарате
Vitamin A form used in the product

Количество препаратов
Number of products

Бетакаротен
Beta carotene 11

Ретинола ацетат
Retinyl acetate 18

Ретинола пальмитат
Retinyl palmitate 15

Ретинола ацетат + Бетакаротен
Retinyl acetate + Beta carotene

8 (из них в 3 препаратах оба компонента нормируются суммарно)
8 (the total content of the two components is controlled in 3 out of 8 products)

Ретинола ацетат и/или ретинола пальмитат
Retinyl acetate and/or retinyl palmitate 2

Таблица 6. Многокомпонентные лекарственные препараты, содержащие витамин А, и их лекарственные формы

Table 6. Multi-component products containing vitamin A, and their dosage forms

Лекарственная форма
Dosage form

Количество наименований препара-
тов, содержащих эфиры ретинола 

и бетакаротен
Number of products containing retinol 

esters and beta carotene

Количество наименований препа-
ратов содержащих только ретинола 

ацетат/пальмитат
Number of products containing only 

retinyl acetate/palmitate

Драже
Dragee 3 3

Капли для приема внутрь
Oral drops 1 1

Лиофилизат для приготовления раствора для 
внутривенного введения
Lyophilisate for solution for intravenous administration

1 1

Капсулы
Capsules 10 2

Мазь для наружного применения
Cutaneous ointment 2 2

Раствор для местного и наружного применения
Solution for topical administration 1 1

Сироп для детей
Syrup for children 1 1

Таблетки, покрытые пленочной оболочкой
Film-coated tablets 17 16

Таблетки жевательные
Chewable tablets 7 6

Таблетки, покрытые оболочкой
Coated tablets 9 9

Таблетки шипучие
Effervescent tablets 1 1

При анализе номенклатуры препаратов, содер-
жащих витамин А, было установлено, что наиболее 
распространенной лекарственной формой являются 
«таблетки, покрытые пленочной оболочкой». Реже 
всего встречается витамин А в составе лекарствен-
ных форм: «капли для приема внутрь», «лиофилизат 
для приготовления растворов для внутривенного 
введения», «раствор для местного и наружного при-
менения», «таблетки шипучие» (табл. 6).

Были проанализированы нормативные доку-
менты производителей зарегистрированных на тер-
ритории Российской Федерации поливитаминных 
препаратов, содержащих эфиры ретинола и бетака-
ротен. В этой группе препаратов наиболее широко 

представлены витамины отечественного производ-
ства и США. Реже встречаются витамины произ-
водства Сербии, Словении, Великобритании, Гер-
мании, Швейцарии, Турции, Белоруссии, Италии 
и Франции (табл. 7).

В результате анализа нормативной документа-
ции производителей препаратов витамина А было 
выявлено, что ретинола ацетат/пальмитат в по-
ливитаминных препаратах определяют преиму-
щественно методом обращенно-фазовой ВЭЖХ 
(с одновременным определением токоферола аце-
тата); бетакаротен определяют преимущественно 
методом спектрофотометрии в видимой области 
(табл. 8).
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Таблица 7. Страны, в которых производятся препараты витамина А, зарегистрированные на отечественном рынке

Table 7. Countries that produce multivitamin products containing vitamin A, which are authorised in the Russian Federation

Страны, витамины которых представ-
лены на отечественном рынке

Countries that produce vitamins which 
are authorised in Russia

Количество наименований препаратов, со-
держащих эфиры ретинола и бетакаротен

Number of products containing retinol esters 
and beta carotene

Количество наименований препаратов, 
содержавших только эфиры ретинола

Number of products containing only 
retinol esters

Россия / Russia 34 34

США / USA 13 9

Словения / Slovenia 7 6

Белоруссия / Republic of Belarus 5 1

Великобритания / United Kingdom 4 2

Италия / Italy 3 3

Германия / Germany 2 2

Сербия / Serbia 1 1

Швейцария / Switzerland 1 1

Турция / Turkey 1 1

Франция / France 1 1

Таблица 8. Методы определения витаминов группы А в препаратах, зарегистрированных в Российской Федерации

Table 8. Test methods used for vitamin A determination in products authorised in Russia

Метод определения
Test method

Анализируемое вещество
Test substance

Бетакаротен
Beta carotene

Ретинола ацетат/пальмитат
Retinyl acetate/palmitate

СФМ/колориметрия
Spectrophotometry/colorimetry 13 8/1

ВЭЖХ
HPLC 3 22

ВЭЖХ или СФМ
HPLC or spectrophotometry – 3

ВЭЖХ, одновременно с токоферола ацетатом
HPLC, with simultaneous determination of tocopherol acetate 2 17

ВЭЖХ, одновременно с колекальциферолом
HPLC, with simultaneous determination of cholecalciferol – 1

ВЭЖХ, одновременно с токоферола ацетатом и колекальциферолом
HPLC, with simultaneous determination of tocopherol acetate and cholecalciferol – 3

ВЭЖХ, одновременно с бутилгидрокситолуолом и бутилгидроксианизолом
HPLC, with simultaneous determination of butylhydroxytoluene and butylhy-
droxyanisole

– 1

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; СФМ — спектрофотометрия.
Note. HPLC—high performance liquid chromatography;

Так как наиболее распространенным методом 
анализа эфиров ретинола является ВЭЖХ, были 
проанализированы соответствующие ВЭЖХ-ме-
тодики определения эфиров ретинола в препаратах 
(табл. 9) и выявлены следующие особенности:

- наиболее распространенным режимом элюи-
рования при анализе эфиров ретинола в поливита-
минных препаратах является изократический;

- из возможных сорбентов преимущественно ис-
пользуется силикагель октадецилсилильный (С18);

- наиболее часто используемой подвижной фа-
зой является метанол;

- помимо обращенно-фазового варианта хро-
матографии достаточно часто используется нор-
мально-фазовая хроматография с сочетанием 
амино пропилсилильного силикагеля в качестве 

неподвижной фазы и гексана в качестве подвижной 
фазы.

ВЫВОДЫ

1. На основании проведенных информа-
ционно-аналитических исследований уста-
новлено, что лекарственные препараты на ос-
нове ретинола ацетата, ретинола пальмитата 
представлены преимущественно в лекарственной 
форме «таб летки» отечественно го и зарубежного про-
изводства и относятся к группам: «Поливитамины», 
«Поливитамины+минералы», «По ли витами ны+про-
чие препа раты».

2. Наиболее часто используемым анали-
тическим методом для установления подлин-
ности и содержания ретинола и его эфиров 
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Таблица 9. Наиболее частые сочетания неподвижной и подвижной фаз, используемые при анализе эфиров ретинола 
методом ВЭЖХ согласно нормативной документации производителей лекарственных средств

Table 9. The most frequent combinations of HPLC stationary and mobile phases used for retinol esters determination, according 
to product specification files

Неподвижная и подвижная фазы
Stationary phase

Mobile phase

Изократическое элюирование
Isocratic elution

Градиентное элюирование
Gradient elution

НФ: силикагель аминопропилсилильный
ПФ: гексан
Stationary phase: aminopropylsilyl silica gel
Mobile phase: hexane

9 –

НФ: С8
ПФ: метанол–вода (98:2)
Stationary phase: С8
Mobile phase: methanol-water (98:2)

1 –

НФ: С18
ПФ: метанол–вода (98:2)
Stationary phase: С18
Mobile phase: methanol-water (98:2)

2 –

НФ: С18
ПФ: метанол
Stationary phase: С18
Mobile phase: methanol

14 –

НФ: С18
ПФ: 2-пропанол–ацетонитрил (1:1)
Stationary phase: С18
Mobile phase: 2-propanol–acetonitrile (1:1)

4 –

НФ: С8
ПФ: ацетонитрил–метанол–диоксан–вода (700:300:40:55)
Stationary phase: С8
Mobile phase: acetonitrile–methanol–dioxane–water 
(700:300:40:55)

3 –

НФ: Силикагель 60
ПФ: диоксан-1-октанол-гексан (2:1:97)
Stationary phase: silica gel 60
Mobile phase: dioxane–1-octanol–hexane (2:1:97)

1 –

НФ: С18; С8
ПФ: сочетания липофильных растворителей с водой и буфер-
ными растворами
Stationary phase: С18; С8
Mobile phase: combinations of lipophilic solvents with water and 
buffers

– 9

Примечание. ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; НФ — неподвижная фаза; ПФ — подвижная фаза.
Note. HPLC—high performance liquid chromatography.

является обращенно-фазовая высокоэффективная 
жидкостная хроматография (возможно одновре-
менное определение с токоферола ацетатом); бе-
такаротен в лекарственных средствах определяется 
преимущественно методом спектрофотометрии.

3. При анализе условий определения ретино-
ла методом ВЭЖХ было выявлено, что чаще всего 
применяется изократический режим элюирования, 
среди сорбентов преимущественно используется 
силикагель октадецилсилильный (С18).

4. Полученные результаты могут быть исполь-
зованы при подготовке проектов фармакопейных 
статей на лекарственные препараты из группы 
«Поливитамины», «Поливитамины+минералы», 
содержащие ретинол.
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Анализ фолиевой кислоты в поливитаминных препаратах  
методом обращенно-фазовой ВЭЖХ

А. С. Алексеева1,*, М. В. Гаврилин3, Т. Б. Шемерянкина1, М. С. Смирнова1, 
Е. П. Федорова1, Т. М. Каргина1, О. О. Новиков2, С. А. Ковалева2, Н. Н. Бойко2

1 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

2 Федеральное государственное автономное образовательное учреждение высшего образования  
«Российский университет дружбы народов»,

Миклухо-Маклая ул., д. 6, Москва, 117198, Российская Федерация
3 Общество с ограниченной ответственностью «Фармакор Продакшн»,
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Резюме. Поливитаминные препараты, содержащие фолиевую кислоту, значительно различаются по своему составу. 
Предлагаемые производителями методы и условия анализа фолиевой кислоты также различаются, в связи с чем не-
обходима унификация методик анализа фолиевой кислоты для близких по составу препаратов. Цель работы: сравнение 
результатов апробации методик анализа фолиевой кислоты в поливитаминных препаратах методом обращенно-фазо-
вой высокоэффективной жидкостной хроматографии в изократическом режиме подачи подвижной фазы. Материалы 
и методы: хроматограф жидкостный Agilent 1260 Infinity II LC с диодно-матричным детектором, аналитическая длина 
волны 280 нм. Колонки хроматографические с неподвижной фазой на основе силикагеля с привитыми группами С8 
и С18. Режим подачи подвижной фазы — изократический. Модельные смеси, содержащие фолиевую кислоту, циа-
нокобаламин, железа сульфат и калия йодид. Результаты: наименьшие значения относительного стандартного откло-
нения площади пика фолиевой кислоты (RSD = 0,09%) и фактора асимметрии пика (A

s 
= 1,04) отмечены при ана-

лизе модельной смеси «железа сульфат+фолиевая кислота+цианокобаламин» на колонке 250×4,0 мм с силикагелем 
октилсилильным (С8) эндкепированным с использованием в качестве подвижной фазы смеси метанол — фосфатный 
буферный раствор pH 6,6 (12:88) при температуре 25 °С. Показана возможность одновременного определения примеси 
птероевой кислоты в данных условиях анализа и осаждения мешающих ионов железа при использовании в качестве 
растворителя пробы раствора, содержащего этилендиаминтетрауксусную кислоту, с рН 9,5. Выводы: при выборе опти-
мальной унифицированной методики анализа фолиевой кислоты в комплексных препаратах можно рекомендовать 
метод обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. Для проверки пригодности хроматогра-
фической системы рекомендуется использовать раствор, содержащий фолиевую и птероевую кислоты.
Ключевые слова: фолиевая кислота; ВЭЖХ; поливитаминные препараты; фактор асимметрии; относительное стан-
дартное отклонение; эффективность хроматографической колонки
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Determination of Folic Acid in Multivitamin Preparations by Reversed Phase HPLC
A. S. Alekseeva1,*, M. V. Gavrilin3, T. B. Shemeryankina1, M. S. Smirnova1, E. P. Fedorova1, 

T. M. Kargina1, O. O. Novikov2, S. A. Kovaleva2, N. N. Boyko2
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2 Peoples’ Friendship University of Russia
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Abstract. A great variety of components in multivitamin preparations containing folic acid, and a variety of test methods and 
conditions of folic acid determination proposed by manufacturers, require alignment of test procedures for products with similar 
composition. The aim of the study was to compare the results of experimental verification of folic acid determination procedures 
which use reversed phase high-performance liquid chromatography (RP HPLC) with isocratic elution mode. Materials and me-
thods: The Agilent 1260 Infinity II LC system with a diode array detector (280 nm), isocratic elution mode, C8- and C18-bonded 
silica gel chromatographic columns, model mixtures containing folic acid, cyanocobalamin, ferrous sulfate, and potassium iodide, 
were used in the study. Results: The lowest relative standard deviation of the folic acid peak area (RSD=0.09%), and the lowest 
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Разработка и совершенствование методов опре-
деления витаминов является актуальной задачей, 
от решения которой зависит качество и безопас-
ность фармацевтической продукции [1].

Фолиевая кислота является водорастворимым 
витамином, который участвует в ряде ключевых 
клеточных процессов, в частности синтезе пирими-
дина, нуклеопротеинов, в регуляции активности ге-
нов, является кофактором метаболизма гомоцисте-
ина, повышение уровня которого связано с рисками 
возникновения сердечно-сосудистых заболеваний, 
прогрессированием хронических болезней почек, 
тяжелой формы прогрессирующего атеросклероза 
[2, 3]. Исследования показали, что высокое потре-
бление фолатов с пищей ведет к повышению риска 
развития колоректальных аденом [4, 5]. Фолаты 
играют важную роль в предупреждении формирова-
ния дефектов нервной трубки у эмбриона [6], также 
фолиевая кислота используется в терапии и диа-
гностике некоторых онкологических заболеваний, 
включая опухоли легких и яичников [7, 8].

Фолиевая кислота входит в состав 44 поливита-
минных препаратов, зарегистрированных в Рос сий-
ской Федерации. Среди лекарственных форм, пред-
ставленных на отечественном рынке, содержащих 
фолиевую кислоту, наиболее распространенными 
являются таблетки, покрытые пленочной оболоч-
кой (14 наименований), таблетки, покрытые обо-
лочкой (10). Также фолиевая кислота в поливитами-
нах присутствует в виде таблеток жевательных (9), 
капсул (5), таблеток (2), драже, сиропа, лиофилиза-
та для приготовления раствора для инфузий и лио-
филизата для приготовления раствора для внутри-
венного введения (по 1 наименованию).

При выборе методики для анализа фолиевой 
кислоты в поливитаминных препаратах следует учи-
тывать физико-химические свойства этого вещества 
и его нестабильность [9]. В воде фолиевая кислота 
практически нерастворима, в кислых и щелочных 
растворах растворима, в органических раствори-
телях нерастворима. В щелочной среде ее стабиль-
ность выше, чем в кислой, поэтому стандартные 
образцы производных фолиевой кислоты принято 
использовать в виде щелочных растворов [9].

Фолиевая кислота в водном растворе ведет себя 
как слабая кислота. В диапазоне pH от 4 до 12 структу-
ра молекулы находится в равновесии между амидом 
(кислотная форма) и фенолятом (основная форма). 
A. Thomas и соавт. в 2002 г. было отмечено, что кис-
лотно-щелочной баланс соединений птерина, таких 
как фолиевая кислота, смещается (>99%) при pH 
4,9–5,5 в сторону образования кислотной формы, 
а при pH 10,0–10,5 в сторону образования основной 
формы. В кислой среде под действием света и высо-
кой температуры фолиевая кислота подвергается де-
струкции. Термоустойчивость фолатов значительно 
варьирует. Так, стабильность тетрагидрофолиевой 
и 5-метилтетрагидрофолиевой кислот при нагрева-
нии значительно повышается при добавлении аскор-
биновой кислоты [3, 9]. Авторами работы [3] проана-
лизированы результаты исследований стабильности 
фолиевой кислоты. Указано, что в 1951 г. A. Biamonte 
и G. Schneller описали стабильность фолиевой кис-
лоты в растворах, содержащих одно или несколько 
соединений из витаминов группы B, при pH от 3 до 7. 
Два десятилетия спустя, в 1975 г., J. O′Broin и соавт. 
описали стабильность фолиевой кислоты в различ-
ных буферных системах, установили период полу-
распада при разложении фолиевой кислоты при pH 5 
или выше при температуре окружающей среды и об-
наружили, что период полураспада составляет более 
700 ч, однако резко снижается до 24–64 ч при значе-
ниях pH ниже 4. Тогда же было отмечено, что разло-
жение фолиевой кислоты при pH 6 и 8 значительно 
снижалось при использовании фосфатного буфер-
ного раствора, но не других буферных композиций 
(цит. по [3]).

Выбор метода анализа для определения водорас-
творимых витаминов обусловлен рядом требований: 
пределом обнаружения метода в зависимости от со-
держания определяемых компонентов, допускаемой 
погрешностью, временными затратами, стоимостью 
анализа. Безусловно, предпочтение отдается мето-
дам, требующим минимальной пробоподготовки 
при максимальной информативности получаемых 
результатов. Таким требованиям удовлетворяет ме-
тод обращенно-фазовой высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ), который является 

asymmetry factor (A
s
=1.04) for folic acid were observed for the model mixture “ferrous sulfate+folic acid+cyanocobalamin” and 

the following test conditions. Column: 250×4.0 mm, silica gel for chromatography, octylsilyl (C8), endcapped; mobile phase: 
methanol–phosphate buffer (12:88), pH 6.6; column temperature: 25 °С. The study demonstrated the feasibility of using these 
conditions for determination of pteroic acid impurity with simultaneous precipitation of interfering ferrous ions, using ethylene-
diaminetetraacetic acid solution, pH 9.5, as a solvent. Conclusions: RP HPLC can be recommended as an optimal aligned test 
procedure for determination of folic acid in combination products. It is recommended to use a solution containing folic and 
pteroic acids for system suitability testing.
Key words: folic acid; HPLC; multivitamin preparations; asymmetry factor; relative standard deviation; column efficiency

For citation: Alekseeva AS, Gavrilin MV, Shemeryankina TB, Smirnova MS, Fedorova EP, Kargina TM, Novikov OO, Kova-
leva SA, Boyko NN. Determination of folic acid in multivitamin preparations by reversed phase HPLC. Vedomosti Nauchnogo 
tsentra ekspertizy sredstv meditsinskogo primeneniya = Тhе Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Pro-
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перспективным для анализа многокомпонентных 
смесей, содержащих водорастворимые витамины 
[3, 9, 10].

Методики определения водорастворимых вита-
минов на основе обращенно-фазовой ВЭЖХ разра-
ботаны как для градиентного, так и для изократиче-
ского режимов хроматографирования. Выполнение 
анализа при градиентном элюировании требует до-
полнительного времени для установления равнове-
сия в хроматографической системе при повторном 
анализе. При разделении смесей большого количе-
ства водорастворимых витаминов оптимальным ва-
риантом, как было показано, является градиентное 
элюирование [11]. Однако для небольшого коли-
чества определяемых компонентов в смеси доста-
точно использовать изократическое элюирование, 
что может быть применимо и при разработке мето-
дик разделения водорастворимых витаминов мето-
дом обращенно-фазовой ВЭЖХ [12]. При анализе 
научных публикаций было выявлено, что для опре-
деления фолиевой кислоты могут применяться ко-
лонки Spherisorb ODS (250×4,6 мм, 5 мкм), Hypersil 
ODS (150×4,6 мм, 3 мкм) [13], Microsorb-MV C18 
(150×4,6 мм, 3 мкм) [14] при температуре 25 °C [14] 
или 30 °C [13]. Диапазон длин волн, при которых 
проводилось обнаружение фолиевой кислоты, — 
280–290 нм [13, 14]. В качестве подвижной фазы 
использовалась смесь 24% водного раствора мета-
нола (об./об.) и буферного раствора (3,5 мМ калия 
дигидрофосфата и 3,2 мМ дикалия гидрофосфата), 
pH 6,8, содержащего 5 мМ дигидрофосфата тетрабу-
тиламмония в качестве ион-парного агента [14].

Цель работы — сравнение результатов апро-
бации методик анализа фолиевой кислоты 
в поливитаминных препаратах методом обращен-
но-фазовой высокоэффективной жидкостной хро-
матографии в изократическом режиме подачи под-
вижной фазы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Объектами исследования были методики ана-
лиза, применяемые для контроля качества лекар-
ственных средств, содержащих фолиевую кислоту. 
Для сравнения этих методик были проанализиро-
ваны модельные смеси, соответствующие по соста-
ву поливитаминным лекарственным препаратам, 
зарегистрированным в Российской Федерации. 
Смеси содержали фармацевтические субстанции 
фолиевой кислоты (Sigma-Aldrich кат. № 1286005) 
(от 0,4 до 5 мг), цианокобаламина (Sigma-Aldrich 
кат. № C3000000) (от 2 до 10 мкг), железа сульфата 
(Sigma-Aldrich кат. № F7002) в количестве 112,6 мкг 
и калия йодида (Sigma-Aldrich кат. № 207969 
ReagentPlus®) в количестве 262 мг.

Для проведения анализа модельных смесей ис-
пользовали:

- хроматограф жидкостный Agilent 1260 Infinity 
II LC (Agilent Technologies) с диодно-матричным 
детектором, аналитическая длина волны 280 нм, 
режим подачи подвижной фазы — изократический. 
Используемое оборудование было надлежащим об-
разом квалифицировано [15];

- хроматографические колонки:
1) 250×4,6 мм, силикагель октадецилсилильный 

(С18) деактивированный по отношению к основа-
ниям, для хроматографии, размер частиц 5 мкм, 
размер пор 130 Å;

2) 250×4,0 мм, силикагель октилсилильный (С8) 
эндкепированный, для хроматографии, размер ча-
стиц 5 мкм, размер пор 100 Å;

3) 150×4,6 мм, силикагель октадецилсилильный 
(С18) эндкепированный, для хроматографии, раз-
мер частиц 5 мкм, размер пор 100 Å;

- стандартный образец фолиевой кислоты 
USP, чистота 98,9% (Sigma-Aldrich кат. № 1286005). 
Стандартный образец птероевой кислоты (при-
месь D фолиевой кислоты) (Sigma-Aldrich кат. 
№ Y0001243);

- метанол и ацетонитрил квалификации 
для ВЭЖХ. Калия дигидрофосфат, натрия гидрок-
сид и ортофосфорная кислота концентрированная 
квалификации х.ч.;

- фосфатный буферный раствор рН 6,0 ± 0,6, 
содержащий калия дигидрофосфат 13,6 г/л.

Условия определения фолиевой кислоты в ана-
лизируемых композициях поливитаминных препа-
ратов методом обращенно-фазовой ВЭЖХ при изо-
кратической подаче подвижной фазы представлены 
в таблице 1.

В качестве критериев пригодности хроматогра-
фической системы использовали следующие пара-
метры: фактор асимметрии пика фолиевой кислоты 
(A

s
) не менее 0,80, но не более 1,50; относительное 

стандартное отклонение площади пика (RSD) не бо-
лее 2,0%; число теоретических тарелок (N) не менее 
1000; время удерживания вещества.

Статистическую обработку результатов анали-
за проводили согласно ОФС.1.1.0013.15 «Стати-
стическая обработка результатов химического экс-
перимента»1. Анализировали по две навески смесей 
в 6 повторностях каждую.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты апробации условий анализа фоли-
евой кислоты на модельных смесях представлены 
на рисунках 1–7.

Параллельно с модельными смесями были про-
анализированы растворы стандартного образца 
фолиевой кислоты и стандартного образца птеро-
евой кислоты, которые являлись одновременно 
растворами для проверки пригодности хроматогра-
фической системы (рис. 2, 5, 7). Предусмотренное 
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в методике анализа для модельной смеси «железа 
сульфат+фолиевая кислота+цианокобаламин» ис-
пользование стандартного образца птероевой кис-
лоты, который прибавляют к раствору стандартного 
образца фолиевой кислоты (рис. 5), отличает эту ме-
тодику от двух других. Птероевая кислота является 
примесью D фармацевтической субстанции фолие-
вой кислоты и может использоваться как для оцен-
ки пригодности хроматографической системы, так 
и для одновременной оценки примесей в препарате, 
что позволяет повысить информативность анализа. 
На эту возможность, безусловно, следует обратить 
внимание при выборе унифицированной методики 
для анализа фолиевой кислоты.

На хроматограммах наблюдается, что время 
удерживания фолиевой кислоты в усло виях анали-
за для модельной смеси «калия йодид+фолиевая 
кислота+цианокобаламин» (C18 250×4,6 мм, 5 мкм, 
сорбент деактивированный по отношению к основа-
ниям) составляет 3,4 мин, для модельной смеси «же-
леза сульфат+фолиевая кислота+цианокобаламин» 
(C8, 250×4,0 мм, 5 мкм, сорбент эндкепированный 

— 9 мин), для модельной смеси «фолиевая 
кислота+цианокобаламин» (C18, 150×4,6 мм, 5 мкм, 
сорбент эндкепированный) — 8,07 мин. Вероятно, 
на время удерживания фолиевой кислоты критическое 
влияние оказывает тип сорбента хроматографической 
колонки. Удерживание на колонке с октадецилсилиль-
ным силикагелем (С18) в определенной мере больше, 
чем на колонке с октилсилильным силикагелем (С8). 
Использование силикагеля, деактивированного по от-
ношению к основаниям, приводит к уменьшению вре-
мени удерживания фолиевой кислоты.

Средние значения критериев пригодности хро-
матографической системы и время удерживания 
вещества в исследуемых условиях, представлены 
в таблице 2.

Для всех трех вариантов условий анализа вы-
полняются критерии пригодности хроматографи-
ческой системы для определения фолиевой кисло-
ты в комплексных поливитаминных препаратах. 
Наименьшее значение относительного стандарт-
ного отклонения площади пика (RSD = 0,09%) 
и фактора асимметрии пика (A

s 
= 1,04) для фолиевой 

Таблица 1. Условия определения фолиевой кислоты в анализируемых композициях поливитаминных препаратов
Table 1. Test conditions for determination of folic acid in multivitamin preparations

Параметры методики
Parameter

Условия анализа модельных смесей следующего состава:
Test conditions for the model mixtures with the following composition:

 Калия йодид+фолиевая 
кислота+цианокобаламин

Potassium iodide+Folic 
acid+Cyanocobalamin 

Железа сульфат+фолиевая 
кислота+цианокобаламин

Ferrous sulfate+Folic 
acid+Cyanocobalamin 

Фолиевая кислота+ 
цианокобаламин

Folic acid+Cyanocobalamin

Подвижная фаза
Mobile phase

Ацетонитрил — 0,05 М калия 
дигидрофосфата буферный 

раствор (рН 6,0) 5:95
Acetonitrile–0.05 M potassium 

dihydrogen phosphate buffer 
(pH 6.0), 5:95

Метанол —
0,1 М калия дигидрофосфата 

буферный раствор
(рН 6,6) 12:88

Methanol–0.1 M potassium dihy-
drogen phosphate buffer (pH 6.6), 

12:88

Ацетонитрил —
0,05 М калия дигидрофосфата 

буферный раствор (рН 6,0) 5:95
Acetonitrile–0.05 M potassium 

dihydrogen phosphate buffer 
(pH 6.0), 5:95

Концентрация фолиевой 
кислоты в анализируемом 

растворе
Folic acid concentration in 

the test solution

0,016 мг/мл,
ступенчатое разбавление
сначала в 0,1 М растворе 
натрия гидроксида, затем

в подвижной фазе
0.016 mg/mL,

stepwise dilution in 0.1 M 
sodium hydroxide and in the 

mobile phase

0,052 мг/мл,
ступенчатое разбавление

сначала
в растворе этилендиаминтетраук-
сусной кислоты 0,372% (рН 9,5), 

затем в подвижной фазе
0.052 mg/mL,

stepwise dilution in 0.372% ethyl-
enediaminetetraacetic acid (pH 9.5) 

and in the mobile phase

0,0176 мг/мл,
ступенчатое разбавление

сначала
в 0,1 М растворе натрия ги-

дроксида, затем в подвижной 
фазе

0.0176 mg/mL,
stepwise dilution in 0.1 M 

sodium hydroxide and in the 
mobile phase

Параметры колонки
Column parameters

С18
250×4,6 мм, 5 мкм
250×4.6 mm, 5 μm

С8
250×4,0 мм, 5 мкм
250×4.0 mm, 5 μm

С18
150×4,6 мм, 5 мкм
150×4.6 mm, 5 μm

Модификация сорбента
Stationary phase

Деактивация по отношению 
к основаниям

Base deactivated
Эндкепинг
Endcapped

Эндкепинг
Endcapped

Объем вводимой пробы, мкл
Injection volume, μL 20 10 20

Температура, °С
Temperature, °С 25 25 25

Скорость подвижной 
фазы, мл/мин

Flow rate, mL/min
1,0 0,6 1,0

Время анализа, мин
Run time, min 5 15 20
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Рис. 1. Хроматограмма модельной смеси «калия йодид+фолиевая кислота+цианокобаламин». Условия анализа: колонка раз-
мером 250×4,6 мм, силикагель октадецилсилильный (С18) деактивированный по отношению к основаниям, 5 мкм; подвижная 
фаза: ацетонитрил — 0,05 М KH2PO4 (5:95); детектирование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 3,4 мин.
Fig. 1. Chromatogram of the model mixture “Potassium iodide+Folic acid+Cyanocobalamin”. Column: 250×4.6 mm, silica gel for 
chromatography, octadecylsilyl (C18), base-deactivated, 5 μm. Mobile phase: acetonitrile–0.05 М KH2PO4 (5:95). Detection at 280 nm. 
The retention time of folic acid is about 3.4 min.
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Рис. 2. Хроматограмма раствора стандартного образца фолиевой кислоты. Условия анализа: колонка 250×4,6 мм, силика-
гель октадецилсилильный (С18) деактивированный по отношению к основаниям, 5 мкм; подвижная фаза: ацетонитрил — 
0,05 М KH2PO4 (5:95); детектирование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 3,4 мин.
Fig. 2. Chromatogram of the folic acid reference standard. Column: 250×4.6 mm, silica gel for chromatography, octadecylsilyl (C18), 
base-deactivated, 5 μm. Mobile phase: acetonitrile–0.05 М KH2PO4 (5:95). Detection at 280 nm. The retention time of folic acid is 
about 3.4 min.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0

50

100

150

200 9,
01

4

Время, мин / Time, min

 О
тк

ли
к,

 у
сл

. е
д.

R
es

po
ns

e,
 m

A
U

Рис. 3. Хроматограмма модельной смеси: «железа сульфат+фолиевая кислота+цианокобаламин». Условия анализа: колонка 
250×4,0 мм силикагель октилсилильный (С8) эндкепированный, 5 мкм; подвижная фаза: метанол — 0,1 М KH2PO4 (12:88); 
детектирование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 9,0 мин.
Fig. 3. Chromatogram of the model mixture “Ferrous sulfate+Folic acid+Cyanocobalamin”. Column: 250×4.0 mm, silica gel for chro-
matography, octylsilyl (C8), endcapped, 5 μm. Mobile phase: methanol–0.1 М KH2PO4 (12:88). Detection at 280 nm. The retention 
time of folic acid is about 9.0 min.



190

А. С. Алексеева и др.
A. S. Alekseeva et al.

О
РИ

ГИ
Н

АЛ
ЬН

Ы
Е 

СТ
АТ

ЬИ
 /

 O
R

IG
IN

AL
 A

RT
IC

LE
S

Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 3 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
0

50

100

150

200

8,
98

8

Время, мин / Time, min

 О
тк

ли
к,

 у
сл

. е
д.

R
es

po
ns

e,
 m

A
U

Рис. 4. Хроматограмма раствора стандартного образца фолиевой кислоты. Условия анализа: колонка 250×4,0 мм силика-
гель октилсилильный (С8) эндкепированный, 5 мкм; подвижная фаза: метанол — 0,1 М KH2PO4 (12:88); детектирование 
280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 9,0 мин.
Fig. 4. Chromatogram of the folic acid reference standard. Column: 250×4.0 mm, silica gel for chromatography, octylsilyl (C8), end-
capped, 5 μm. Mobile phase: methanol–0.1 М KH2PO4 (12:88). Detection at 280 nm. The retention time of folic acid is about 9.0 min.
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Рис. 5. Хроматограмма раствора для проверки пригодности хроматографической системы. Условия анализа: колонка 
250×4,0 мм силикагель октилсилильный (С8) эндкепированный, 5 мкм; подвижная фаза: метанол — 0,1 М KH2PO4 (12:88); 
детектирование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 9,0 мин, время удерживания птероевой кислоты — 
около 12,0 мин.
Fig. 5. Chromatogram of the system suitability solution. Column: 250×4.0 mm, silica gel for chromatography, octylsilyl (C8), endcapped, 
5 μm. Mobile phase: methanol–0.1 М KH2PO4 (12:88). Detection at 280 nm. The retention time of folic acid is about 9.0 min, the reten-
tion time of pteroic acid—12.0 min.
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Рис. 6. Хроматограмма модельной смеси: «фолиевая кислота+цианокобаламин». Условия анализа: колонка 150×4,6 мм сили-
кагель октадецилсилильный (С18) эндкепированный, 5 мкм; подвижная фаза: ацетонитрил — 0,05 М KH2PO4 (5:95); детек-
тирование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 8,1 мин.
Fig. 6. Chromatogram of the model mixture “Folic acid+Cyanocobalamin”. Column: 150×4.6 mm, silica gel for chromatography, octa-
decylsilyl (C18), endcapped, 5 μm. Mobile phase: acetonitrile–0.05 М KH2PO4 (5:95). Detection at 280 nm. The retention time of folic 
acid is about 8.1 min.

кислоты наблюдается в условиях, используемых 
для разделения смеси «железа сульфат+фолиевая 
кислота+цианокобаламин». В дан ных условиях воз-
можно одновременное определение птероевой кис-
лоты (родственной примеси D фармацевтической 
субстанции фолиевой кислоты), что не требует от-
дельных условий и колонки для контроля данной 

примеси в препарате, а также значительно сокраща-
ет время и реактивы.

Еще одним преимуществом этой методики яв-
ляется состав растворителя для испытуемого об-
разца (раствор, содержащий этилендиаминтетраук-
сусную кислоту с рН 9,5), использование которого 
позволяет избавиться от мешающих ионов железа, 
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в той или иной форме присутствующих в качестве 
действующего вещества в некоторых поливитамин-
ных препаратах в сочетании с фолиевой кислотой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнение условий анализа фолиевой кисло-
ты методом обращенно-фазовой ВЭЖХ показало, 
что все рассмотренные варианты позволяют опре-
делять фолиевую кислоту в изократическом режиме 
подачи подвижной фазы для представленных мо-
дельных смесей. Выявлено, что методика, предпола-
гающая использование в качестве подвижной фазы 
смеси «метанол — фосфатный буферный раствор» 
рН 6,6 (12:88) при температуре 25 °С, колонки раз-
мером 250×4,0 мм с силикагелем октилсилильным 
(С8) эндкепированным (размер частиц 5 мкм) об-
ладает рядом преимуществ: наименьшие значения 
относительного стандартного отклонения площади 
пика (RSD = 0,09%) и фактора асимметрии пика (A

s
 = 

1,04) фолиевой кислоты, возможность определения 
в этой же системе примеси D фармацевтической суб-
станции фолиевой кислоты, наличие этилендиамин-
тетрауксусной кислоты в составе растворителя (рН 
9,5). При выборе оптимальной унифицированной 
методики для анализа фолиевой кислоты в препара-
тах можно рекомендовать вышеуказанные условия.
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Рис. 7. Хроматограмма раствора стандартного образца фолиевой кислоты. Условия анализа: колонка 150×4,6 мм силика-
гель октадецилсилильный (С18) эндкепированный, 5 мкм; подвижная фаза: ацетонитрил — 0,05 М KH2PO4 (5:95); детекти-
рование 280 нм; время удерживания фолиевой кислоты — около 8,1 мин.
Fig. 7. Chromatogram of the folic acid reference standard. Column: 150×4.6 mm, silica gel for chromatography, octadecylsilyl (C18), 
endcapped, 5 μm. Mobile phase: acetonitrile–0.05 М KH

2
PO

4
 (5:95). Detection at 280 nm. The retention time of folic acid is about 

8.1 min.

Таблица 2. Средние значения критериев пригодности хроматографической системы для стандартного образца фолие-
вой кислоты в рассмотренных условиях анализа (n = 6, P = 95%)

Table 2. Mean values of the system suitability criteria for the folic acid reference standard under the given test conditions (n = 6, 
P = 95%)

Наименование модельной смеси
Model mixture 

Относительное стандартное 
отклонение площади пика 

(RSD), %
Relative standard deviation of 

the peak area

Фактор асимме-
трии пика (A

s
)

Asymmetry factor

Число теоретических 
тарелок (N)

Plate number

Время удержи-
вания фолиевой 

кислоты, мин
Folic acid retention 

time

«Калия йодид+фолиевая 
кислота+цианокобаламин»

Potassium iodide+folic 
acid+cyanocobalamin

0,72 1,08 ± 0,05 31410 ± 1302 3,42 ± 0,02

«Железа сульфат+фолиевая 
кислота+цианокобаламин»

Ferrous sulfate+folic 
acid+cyanocobalamin

0,09 1,04 ± 0,01 8166 ± 16 9,00 ± 0,01

«Фолиевая 
кислота+цианокобаламин»
Folic acid+cyanocobalamin

0,10 1,13 ± 0,01 2220 ± 50 8,07 ± 0,01

Примечание. n — количество хроматограмм; P — доверительная вероятность.
Note. n—number of chromatograms; P—confidence probability.
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Определение критических фаз экспериментальной части научно-исследовательской 
работы с использованием лабораторных животных: анализ рисков

С. В. Ходько*, М. Н. Макарова, В. Г. Макаров, С. С. Салынов, Н. В. Родионова
Акционерное общество «Научно-производственное объединение «ДОМ ФАРМАЦИИ»,

Заводская ул., д. 3, к. 245, г.п. Кузьмоловский, Всеволожский район,
Ленинградская область, 188663, Российская Федерация

Резюме. Критические фазы (этапы) доклинического исследования — процедуры или виды деятельности, точное и 
правильное исполнение которых является необходимым условием качества, достоверности и надежности получаемых 
результатов исследования. Российскими и зарубежными стандартами предусмотрено определение критических фаз 
каждого отдельного исследования службой обеспечения качества на основании проверки протокола (плана) иссле-
дования. Цель работы: определение критических фаз, характерных для большинства доклинических исследований, и 
оценка возникающих рисков путем инспектирования. Материалы и методы: исследование проведено путем анализа 
видов и последствий отказов, были проанализированы данные по численным показателям рисков по каждой крити-
ческой фазе доклинического исследования, определенные экспертами службы обеспечения качества АО «НПО «ДОМ 
ФАРМАЦИИ». Результаты: установлено, что потенциальным отказом при всех установленных критических фазах яв-
ляется неверное выполнение процедуры, а последствием — получение некачественных данных. Совокупность неверно 
выполненных процедур по двум и более критическим фазам может представлять собой неприемлемый риск и вести к 
полной потере или невозможности обработки данных и, как следствие, к необходимости повторения исследования. 
Выводы: наибольший риск выявлен для таких критических фаз, как приготовление и введение готовых доз исследуе-
мых объектов, выполнение физиологических тестов, сбор образцов биоматериала и работа с образцами биоматериала в 
смежных подразделениях. Обобщая полученные данные по рискам всех критических фаз, можно сделать вывод о том, 
что воздействие на риск должно представлять собой регулярные инспекции со стороны службы качества и руководи-
теля исследования. Риск каждой критической фазы возможно сделать несущественным, регулируя частоту инспекций.
Ключевые слова: критические фазы; доклиническое исследование; риск-менеджмент; система менеджмента качества; 
испытательный центр
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Determination of the Critical Phases of the Experimental Research Using 
Laboratory Animals: Risk Analysis

S. V. Khodko*, M. N. Makarova, V. G. Makarov, S. S. Salynov, N. V. Rodionova
Joint Stock Company “Scientific and Production Association ‘HOME OF PHARMACY’”,

3/245 Zavodskaya St., Kuzmolovsky urban-type settlement, Vsevolozhsky district,  
Leningrad region 188663, Russian Federation

Abstract. Critical phases (stages) of preclinical studies are those procedures or types of research activities whose accurate 
and correct implementation is a prerequisite for obtaining valid and reliable results. Russian and foreign standards require 
determination of the critical phases of each individual study by quality assurance staff based on checking the study protocol 
(plan). The aim of the study was to identify critical phases typical for most preclinical studies, and assess the potential risks 
during inspections. Materials and methods: the study was carried out by analysing the types and consequences of failures. 
Numerical parameters of risks were analysed for each critical phase of the preclinical study identified by quality officers of 
the Joint Stock Company “Scientific and Production Association ‘HOME OF PHARMACY’”. Results: it was discovered 
that incorrect implementation of a procedure constituted a potential failure at all the identified critical phases, and a 
potential consequence was acquisition of low-quality data. A combination of incorrectly implemented procedures at two 
or more critical phases could pose an unacceptable risk and lead to complete loss of data or failure to process data, and, as 
a result, the need to repeat the study. Conclusions: the highest risk was identified for such critical phases as preparation and 
administration of final doses of test samples, performance of physiological tests, collection of biological material samples, 
and handling of biological material samples by other relevant departments. Summarising the data obtained on the risks 
of all the critical phases, it can be concluded that risk action should take the form of regular inspections by the quality 
assurance staff and the study director. By adjusting the frequency of inspections, the risk of each critical phase can be made 
insignificant.
Key words: critical phases; preclinical study; risk management; quality management system; testing centre
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Правилами надлежащей лабораторной практи-
ки Евразийского экономического союза (далее — 
Правила НЛП ЕАЭС), утвержденными Решением 
Совета Евразийской экономической комиссии, 
критические фазы определяются как «процедуры 
или виды деятельности в рамках исследования, 
точное и правильное исполнение которых является 
необходимым условием для качества, достоверно-
сти и надежности получаемых результатов иссле-
дования»1.

Регламентирующие документы по определению 
критических фаз исследований отсутствуют, так 
как и российскими, и зарубежными стандартами2 
предусмотрено определение критических фаз каж-
дого отдельного исследования сотрудниками службы 
обеспечения качества (СОК), которые, безусловно, 
должны иметь необходимый опыт и квалификацию. 
Критические фазы СОК определяют на основании 
проверки плана (протокола) исследования, и именно 
эти критические фазы должны быть проинспектиро-
ваны с оформлением соответствующей документа-
ции. Проведение процедур критических фаз дизайна 
исследования, управления, проведения и отчетности 
должно быть регламентировано системой стандарт-
ных операционных процедур (СОП) конкретного 
испытательного центра. Вопросы проведения крити-
ческих фаз, помимо руководящих документов, осве-
щены и в научных публикациях российских и зару-
бежных авторов [1–3].

В стандарте ISO 9001:20153 сделан значимый 
акцент на риск-ориентированное мышление. 
Особую роль в обеспечении качества доклини-
ческих исследований играет система управления 
рисками, которая способствует получению до-
стоверных данных об исследуемом лекарствен-
ном средстве, что позволяет обеспечить его 
максимальную безопасность для человека. Хотя 
риск снижения качества является лишь одним 
из элементов общего риска при проведении до-
клинических исследований, он рассматривается 
как наиболее существенный для здоровья и безо-
пасности участников дальнейших клинических 
исследований [4].

В целом риск-ориентированный подход для до-
клинических исследований позволяет:

- выявить «слабые места» системы менеджмен-
та качества испытательного центра, например 
в контексте регламентирующих стандартов, когда 

отсутствует четкое описание, кем и как должна быть 
выполнена процедура;

- идентифицировать риски, как возникающие 
спонтанно, так и те, которые известны изначально;

- документировать идентифицированные риски 
и ознакомить с этими документами персонал, уча-
ствующий в проведении исследования.

Основной целью риск-ориентированного под-
хода в системе менеджмента качества испытатель-
ных центров, выполняющих доклинические иссле-
дования, является минимизация рисков, управление 
ими и повышение качества исследований.

В соответствии с Правилами:
- программа обеспечения качества должна содер-

жать описание систем и способов контроля исследо-
ваний, в том числе должен быть определен характер 
планирования и проведения инспекций СОК, осно-
ванный на контроле критических этапов исследования;

- участие СОК в разработке СОП и планов ис-
следований подразумевает, в числе прочего, опреде-
ление критических этапов исследования;

- СОК должна быть полностью осведомлена 
о том, что представляют собой критические фазы 
исследований;

- руководство по проведению инспекций раз-
рабатывается совместно руководителем исследо-
вания, ведущими исследователями и персоналом, 
участвующим в исследовании.

СОК испытательного центра, выполняющего 
доклинические исследования, в соответствии с тре-
бованиями Правилам НЛП ЕАЭС обязана прово-
дить инспекции отдельных исследований. Однако 
отсутствует регламентация процедуры инспектиро-
вания, детализация перечня этапов исследования, 
периодичность и описание документации резуль-
татов их контроля. Каждый испытательный центр 
должен определить порядок проведения этих про-
цедур самостоятельно, обеспечив при этом полную 
прослеживаемость исследования и гарантируя кон-
троль правильности выполнения на всех этапах.

Цель работы — определение критических фаз, ха-
рактерных для большинства доклинических исследо-
ваний, анализ возникающих рисков и оценка возмож-
ности управления рисками путем инспектирования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

На основании многолетнего опыта проведе-
ния токсикологических, фармакодинамических 

1 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 81 «Об утверждении Правил надлежащей лабораторной 
практики Евразийского экономического союза в сфере обращения лекарственных средств».
2 Good laboratory practice (GLP). Training manual. UNDP/World Bank/WHO; 2001.

Good laboratory practice (GLP). Quality practices for regulated non-clinical research and development. Handbook. UNDP/World Bank/
WHO; 2001.

Quality practices in basic biomedical research. Handbook. UNDP/World Bank/WHO; 2006.
Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 3 ноября 2016 г. № 81 «Об утверждении Правил надлежащей лаборатор-

ной практики Евразийского экономического союза в сфере обращения лекарственных средств».
3 ISO 9001:2015. Национальный стандарт Российской Федерации. Системы менеджмента качества. Требования (Quality management 
systems. Requirements). М.: Стандартинформ; 2020.
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и фармакокинетических исследований нами опре-
делены следующие критические фазы эксперимен-
тальной части исследования.

Регистрация массы тела. Практически каж-
дое неблагоприятное воздействие на организм мо-
жет вызывать изменение массы тела животных. 
Критичность данной манипуляции в доклиниче-
ских исследованиях очевидна и подтверждена мно-
гими публикациями о важности показателя массы 
тела для оценки полученных результатов [5, 6].

Формирование экспериментальных групп (рандо-
мизация или стратификация). Рандомизация — это 
процесс случайного распределения объектов в груп-
пы с целью исключить всякую необъективность 
и связанное с ней вероятное смещение оценки. 
Применение рандомизации обеспечивает репре-
зентативность выборки, а также устранение веро-
ятности систематической ошибки исследования. 
Стратификация — метод формирования выборки, 
при котором совокупность всех участников, соот-
ветствующих критериям включения в исследова-
ние, разделяют на группы (страты) на основе одной 
или нескольких характеристик (обычно масса тела), 
потенциально влияющих на изучаемый исход, 
а затем из каждой из этих групп (страт) независимо 
проводят отбор участников в экспериментальную 
и контрольную группы. Отсутствие предпочтений 
исследователя при выборе животных для форми-
рования экспериментальных групп является обяза-
тельным условием доклинического исследования 
и должно проводиться согласно СОП испытатель-
ного центра с использованием ранее определенной 
методики [7–9].

Приготовление готовых доз исследуемых объектов 
для введения. Приготовление из готовой лекарствен-
ной формы суспензии, эмульсии, раствора и т.д., 
что позволит ввести экспериментальным живот-
ным исследуемый объект путем, указанным в пла-
не (протоколе) исследования. Этому этапу уделено 
крайне мало внимания как со стороны исследова-
телей и заказчиков, так и в научных публикациях, 
однако именно от правильного приготовления ис-
следуемых объектов зависит возможность коррект-
ной оценки их воздействия на организм животно-
го. На этом этапе определяется, в том числе, была 
ли проведена тестовая пробоподготовка, чтобы быть 
уверенными, что препарат удастся ввести животно-
му (пройдет ли он через внутрижелудочный зонд, 
например), стабильна ли приготовленная суспензия 
и т.д. [10–12].

Введение исследуемых объектов. Является важ-
нейшим этапом доклинического исследования 
для оценки влияния исследуемых объектов на ор-
ганы-мишени и организм в целом. При контроле 
корректности проведения этапа имеет значение 
определение объемов доз, выбранных для введения 
экспериментальных животным, безболезненность 

манипуляции для животного и правильность вы-
полнения самой процедуры введения [13].

Клинический осмотр и наблюдение. Эти проце-
дуры являются основой для постановки диагноза, 
описания картины интоксикации, от правильности 
их выполнения зависит полнота картины эффектов 
лекарственного средства в отношении организма 
животного [14, 15].

Постановка физиологических тестов. Отражает 
влияние исследуемого объекта на поведенческую 
и ориентировочно-исследовательскую активность 
животного и позволяет максимально полно оценить 
влияние лекарственного средства на организм [14].

Сбор образцов биоматериала. В зависимости 
от вида лабораторных исследований процедура мо-
жет варьироваться, этот этап является неотъемлемой 
частью проведения доклинических исследований 
лекарственных средств, необходимой для оценки 
состояния органов-мишеней и организма в целом. 
Условия сбора материала напрямую определяют ка-
чество дальнейшего анализа [6, 16, 17].

Передача образцов биоматериала и их транспор-
тировка между подразделениями, заказчику или суб-
подрядчику. Критичность данного этапа заключает-
ся в том, что в ряде случаев необходимо тщательно 
следить за временем передачи образцов, также важ-
на степень ответственности персонала, как переда-
ющего, так и принимающего образцы.

Индукция патологии. Важнейший этап ис-
следования при оценке специфической фарма-
кологической активности исследуемых объектов. 
От правильности формирования эксперименталь-
ной патологии целиком и полностью зависит воз-
можность оценки фармакологического эффекта 
препарата.

Работа с образцами биоматериала в смежных 
подразделениях. Крайне важно отслеживать работу 
с образцами биологического материала после того, 
как они были переданы для определенных видов ис-
следования в смежные подразделения. Необходимо 
отслеживать время выполнения анализа, правиль-
ность выполнения анализа, правильность и со-
хранность маркировки образцов; условия хранения 
образцов, в том числе при заморозке; получение 
и документирование первичных данных и т.д.

Проведение эвтаназии. В научно-исследова-
тельской практике одним и ключевых этапов экс-
перимента и одновременно гуманной точкой экс-
перимента нередко является эвтаназия животных 
с последующим патологоанатомическим и гисто-
логическим исследованием органов. Для получения 
достоверных данных очень важна стандартизация 
процедуры вскрытия и извлечения органов лабора-
торных животных [18–23].

На основании этих данных мы предприняли 
попытку выразить в численных значениях риск 
по каждой критической фазе доклинического 
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исследования. Данный анализ позволит отнести 
каждый из этапов доклинического исследования 
к определенной категории риска и выработать ре-
комендации по частоте контроля критических фаз.

Для анализа рисков критических фаз был при-
менен метод анализа видов и последствий отказов 
(Failure Mode and Effects Analysis, FMEA) [4]. FMEA 
представляет собой методологию проведения ана-
лиза и выявления наиболее критических шагов про-
изводственных процессов с целью управления каче-
ством продукции.

Оценка рисков в соответствии с FMEA вклю-
чала в себя три составляющих, экспертная оцен-
ка которых осуществлялась по 5-балльной шкале: 
тяжесть вреда (S), вероятность возникновения (O) 
и вероятность выявления (D) опасности.

Балл тяжести вреда (последствий опасности) 
(S) — оценка значимости данного дефекта в зави-
симости от его возможных последствий (табл. 1). 
В случае доклинических исследований тяжесть вре-
да должна быть определена как ошибка в интерпре-
тации полученных данных и выводов по оценке эф-
фектов лекарственного средства.

Балл вероятности возникновения опасности 
(О) — оценка вероятности возникновения данного 
дефекта. Описание для каждого балла и вероятности 
возникновения опасности в таблице 2 представлено 
экспертами на основании анализа чек-листов ин-
спекций доклинических исследований, выполнен-
ных в АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» за последние 
5 лет (1050 чек-листов).

Данная балльная шкала оценки вероятности 
возникновения опасности для каждого испытатель-
ного центра может отличаться и зависит от множе-
ства факторов, в том числе степени вовлеченности 
сотрудников службы качества в процесс контроля 

отдельных исследований; квалификации и опыт-
ности сотрудников службы качества; длительности 
работы испытательного центра.

Балл вероятности обнаружения опасности (D) — 
оценка, соответствующая вероятности обнаружения 
дефекта.

Описание балльной шкалы вероятности обнару-
жения опасности представлено экспертами на осно-
вании того, что ошибка может быть выявлена самим 
сотрудником, сотрудниками того же подразделения 
с аналогичной или более высокой квалификацией 
и сотрудниками СОК. Также ошибка может быть 
достаточно очевидной (явной), менее очевидной 
(неявной) и намерено скрываемой.

Комплексный риск — количественная оценка 
дефекта (приоритетное число риска), рассчитывали 
как произведение трех составляющих риска S, O и D. 
Категорию риска, т.е. оценку допустимости риска, про-
водили путем сравнения степени риска с принятыми 
критериями риска по методу FMEA (см. таблицу 4).

Экспертами в ходе оценки рисков высту-
пили трое сотрудников СОК АО «НПО «ДОМ 
ФАРМАЦИИ», имеющие подтвержденную квали-
фикацию «Внутренний/ведущий аудитор системы 
менеджмента качества ISO 9001:2015» и опыт рабо-
ты в доклинических исследованиях не менее 5 лет.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам оценки рисков было установ-
лено, что потенциальным отказом (источником 
вреда) при всех установленных критических фазах 
является неверное выполнение процедуры, а по-
следствием — получение некачественных данных. 
Представленные в таблице 5 данные являются ре-
зультатом коллегиальной оценки, проведенной экс-
пертами СОК АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ».

Таблица 1. Балльная шкала оценки тяжести вреда (последствий опасности) — S

Table 1. Rating scale for harm severity (hazard consequences) assessment—S

Баллы
Scores

Тяжесть вреда
Harm severity 

Описание
Description

1 Очень низкая
Very low

Ошибка носит технический характер и не влияет на выводы по действию лекарствен-
ного средства

A technical error that does not affect the conclusions made about the drug action 

2 Низкая
Low

Вносит незначительные искажения в полученные результаты, но не влияет на выводы 
по действию лекарственного средства

An error introduces minor distortions into the results obtained, but does not affect the 
conclusions on the drug action

3 Серьезная
Severe

Вносит искажения в полученные результаты, но в целом не влияет на выводы по 
действию лекарственного средства

An error introduces distortions into the results obtained, but in general does not affect 
the conclusions on the drug action

4 Критическая
Critical

Вносит существенные искажения по действию лекарственного средства и может при-
вести к неверным выводам по действию лекарственного средства

An error introduces significant distortions in the drug action and may result in incorrect 
conclusions on the drug action

5 Катастрофическая
Catastrophic

Приводит к неверным выводам и заключению по действию лекарственного средства
An error leads to wrong conclusions and decision on the drug action

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%87%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%BE_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B4%D1%83%D0%BA%D1%86%D0%B8%D0%B8
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9A%D0%B0%D1%87%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%B2%D0%BE_%D0%BF%D1%80%D0%BE%D0%B4%D1%83%D0%BA%D1%86%D0%B8%D0%B8
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Таблица 2. Балльная шкала оценки вероятности возникновения опасности — O

Table 2. Rating scale for hazard likelihood assessment—O

Баллы
Scores

Вероятность возникновения
Likelihood % Описание

Description

1 Практически невозможно
Highly unlikely ≤2 Ошибка не встречалась за последние 5 лет деятельности организации

No such error during the last 5 years 

2 Редко
Unlikely 3–10 Ошибка встречалась от 1 до 3 раз за последние 5 лет деятельности организации

1–3 such errors during the last 5 years 

3 Время от времени
Occasional 11–20 Ошибка встречалась от 4 до 7 раз за последние 5 лет деятельности организации

4–7 such errors during the last 5 years

4 Часто
Likely 21–50 Ошибка встречалась от 8 до 12 раз за последние 5 лет деятельности организации

8–12 such errors during the last 5 years

5 Очень часто
Very likely 51–100 Ошибка встречалась от 13 до 18 раз за последние 5 лет деятельности организации

13–18 such errors during the last 5 years

Таблица 3. Балльная шкала оценки вероятности выявления опасности — D

Table 3. Rating scale for assessing the probability of hazard detection—D

Баллы
Scores

Вероятность обнаружения
Detection probability % Описание

Description

1 Высокая
High >98

Ошибка легко выявляется как самим сотрудником, допустившим ошибку, так и 
коллегами, (или сотрудниками того же подразделения и той же квалификации), 

руководителем подразделения и сотрудником службы обеспечения качества
The error is easily detectable both by the employee who made it, and by their col-

leagues (or employees of the same department and the same qualification), Head of 
the department, and quality officers

2 Удовлетворительная
Satisfactory 96–98

Ошибка выявляется коллегами (или сотрудниками того же подразделения и той 
же квалификации), руководителем подразделения и сотрудником службы обе-

спечения качества
The error is detectable by the colleagues (or employees of the same department and 

the same qualification), Head of the department, and quality officers

3 Средняя
Average 85–95

Ошибка выявляется руководителем подразделения, сотрудником этого же под-
разделения с более высокой квалификацией и сотрудником службы обеспечения 

качества
The error is detectable by the Head of the department, colleagues of higher qualifi-

cation, and quality officers

4 Низкая
Low 80–85

Ошибка трудно выявляется при рутинной проверке сотрудником службы обе-
спечения качества

The error is poorly detectable during routine inspections by the quality assurance staff

5 Очень низкая
Very low <80

Ошибка трудно выявляется при целевой проверке сотрудником службы обе-
спечения качества

The error is poorly detectable during targeted inspections by the quality assurance staff

Таблица 4. Категории рисков

Table 4. Categories of risks

Приоритетное число 
риска, баллы

Risk priority number, 
scores

Категория риска
Risk category

Детализация понятия категории риска
Details of the risk category concept

≤10 Несущественный риск
Insignificant risk

Не влияет на ход деятельности организации и достоверность полученных данных
Does not affect the organisation’s activities or the reliability of the obtained data 

11–40 Приемлемый риск
Acceptable risk

Может изменить ход деятельности организации, но не влияет на достоверность 
получаемых данных

May have an impact on the organisation’s activities, but does not affect the reliability 
of the obtained data 

41–70 Значительный риск
Significant risk

Может привести к ухудшению качества (изменить ход деятельности организации) 
или к значительным изменениям функциональности приборов/оборудования/систем
May lead to deterioration of quality (impact on the organisation’s activities) or significant 

changes in the performance characteristics of instruments/equipment/systems

≥71 Неприемлемый риск
Unacceptable risk

Может привести к ухудшению качества (изменить ход деятельности организа-
ции), повлиять на достоверность получаемых данных по ключевым показателям
May lead to deterioration of quality (impact on the organisation’s activities), affect 

the reliability of the data obtained for key parameters 
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Неверное выполнение большей части крити-
ческих фаз характеризуется приемлемым риском; 
процедур приготовления и введения готовых доз 
исследуемых объектов, выполнения физиологиче-
ских тестов, сбора образцов биоматериала и рабо-
ты с образцами биоматериала в смежных подраз-
делениях — значительным риском. Следует учесть, 
что совокупность неверно выполненных процедур 
по двум и более критическим фазам может увели-
чить степень риска до неприемлемого и привести 
к полной потере данных или невозможности их об-
работки и, как следствие, к необходимости полно-
стью воспроизвести исследование.

Воздействие на риск должно представлять собой 
регулярные инспекции со стороны СОК и руководи-
теля исследования, что подразумевает присутствие 
этих сотрудников во время выполнения критических 
фаз исследования. Проведение инспекций позволит 
снизить риск каждой критической фазы до катего-
рии несущественного за счет снижения тяжести по-
следствий, вероятности возникновения опасности 
или увеличения вероятности выявления опасности.

В таблице 6 представлены экспертные реко-
мендации, основанные на следующем принципе: 
чем выше риск для каждой критической фазы, тем 
более частыми должны быть инспекции со сторо-
ны персонала СОК и руководителя исследования. 
Кратность проверок оценена для типовых дизайна 
и длительности исследования, однако может быть 
применена для любого исследования. При составле-
нии рекомендаций учтена возможность увеличения 
категории риска до неприемлемого в случае двух 
и более некорректно выполненных процедур.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании данных по оценке рисков нами по-
казано, что наиболее высокий риск возникает при на-
рушениях в ходе приготовления и введения готовых 
доз исследуемых объектов, выполнения физиологи-
ческих тестов, сбора образцов биоматериала и работы 
с образцами биоматериала в смежных подразделениях.

Основным инструментом управления рисками 
в ходе выполнения научно-исследовательских работ 
в организации должны быть регулярные инспекции со 

Таблица 5. Результаты оценки рисков

Table 5. Risk assessment results

Причина
(Критические фазы)

Cause
(Critical phases)

Тяжесть вреда 
(последствий опас-

ности) — S
Harm severity 

(hazard consequenc-
es) —S

Вероятность возникно-
вения опасности — O
Hazard likelihood—O

Вероятность вы-
явления опасно-

сти — D
Probability of haz-
ard detection—D

Приоритетное 
число риска (ПЧР = 

S×O×D)
Risk priority number 

(RPN = S×O×D)

Регистрация массы тела
Body weight registration 3 3 4 36

Формирование экспериментальных 
групп

Formation of experimental groups
3 2 2 12

Приготовление готовых доз исследу-
емых объектов для введения

Preparation of final doses of test 
samples for administration

5 3 3 45

Введение исследуемых объектов
Administration of the doses 5 5 2 50

Клинический осмотр и наблюдение
Clinical examination and observation 2 4 4 32

Физиологические тесты
Physiological tests 3 4 4 48

Сбор образцов биоматериала
Collection of biological material 

samples
4 5 3 60

Передача образцов биоматериала 
и их транспортировка

Transfer and transportation of biologi-
cal material samples 

3 4 1 12

Индукция патологии
Induction of pathology 5 3 2 30

Работа с образцами биоматериала 
в смежных подразделениях

Handling of biological material 
samples in other relevant departments

4 5 3 60

Эвтаназия
Euthanasia 4 3 2 24
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стороны службы обеспечения качества и руководителя 
исследования, что позволит испытательным центрам:

- осуществлять управление рисками, возника-
ющими при выполнении исследований путем их 
идентификации и анализа;

- снизить идентифицированные риски, умень-
шая их тяжесть, частоту встречаемости и вероят-
ность возникновения;

- четко и детально планировать доклиническое 
исследование;

- эффективно распределить нагрузку персонала 
службы обеспечения качества в рамках инспекций 
отдельных исследований;

- повысить качество проведения доклинических 
исследований.
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Таблица 6. Рекомендации по кратности проверки критических фаз в зависимости от длительности исследования

Table 6. Recommendations for the frequency of checking the critical phases depending on the study duration 

Критические фазы
Critical phases

Кратность
Frequency

Регистрация массы тела
Body weight registration

Все процедуры*
For each procedure*

Формирование экспериментальных групп
Formation of experimental groups

Все процедуры
For each procedure

Приготовление готовых доз исследуемых объектов для вве-
дения

Preparation of final doses of test samples for administration

Все процедуры (если дизайн исследования предполагает одно-
кратное приготовление).

Еженедельно (если исследование длительное)
For each procedure (if the study design includes one-time preparation).

Weekly (if the study takes time)

Введение исследуемых объектов
Administration of the doses

Все процедуры (если дизайн исследования предполагает одно-
кратное введение).

Еженедельно (если исследование длительное)
For each procedure (if the study design includes a single administration).

Weekly (if the study takes time)

Клинический осмотр
Clinical examination

Еженедельно
Weekly

Физиологические тесты
Physiological tests

Все процедуры
For each procedure

Сбор образцов биоматериала
Collection of biological material samples

Все процедуры
For each procedure

Передача образцов биоматериала
Transfer of biological material samples

Еженедельно
Weekly

Индукция патологии
Induction of pathology

Все процедуры
For each procedure

Работа с образцами биоматериала в смежных подразделениях
Handling of biological material samples in other relevant de-

partments

Все процедуры
For each procedure

Эвтаназия
Euthanasia

Все процедуры
For each procedure

* Проверка должна проводиться в каждом исследовании каждый раз, когда выполняется манипуляция. Обязательным условием яв-
ляется посещение сотрудниками службы обеспечения качества и/или руководителем исследования каждой повторяющейся в ходе 
экспериментальной части манипуляции не менее одного раза. Если выявлено несоответствие какой-либо манипуляции, повторный 
контроль является обязательным.
* A check should be performed for each study, each time the procedure is performed. Quality officers and/or the study director have to check at 
least once each procedure that is repeatedly performed during the experimental part of the research. If a nonconformity is revealed for any proce-
dure, the follow-up control is required.



200

С. В. Ходько и др.
S. V. Khodko et al.

О
РИ

ГИ
Н

АЛ
ЬН

Ы
Е 

СТ
АТ

ЬИ
 /

 O
R

IG
IN

AL
 A

RT
IC

LE
S

Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 3 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 3

ЛИТЕРАТУРА / REFERENCES

1. Макарова МН. Аудит доклинического центра: система коор-
динат. Лабораторные животные для научных исследований. 
2019;(1):66–75. [Makarova MN. Audit of preclinical research center. 
Main directions. Laboratornye zhivotnye dlya nauchnykh issledo-
vaniy = Laboratory Animals for Science. 2019;(1):66–75 (In Russ.)] 
https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-01-05

2. Li Н, Pifat D, Klein G, Petteway S. Strengthening GLP compliance 
through internal audits. Qual Assur J. 2006;10( 4):255–61. https://
doi.org/10.1002/qaj.390

3. Piton A. Risk-based assessment applied to QA GLP audits. How to 
fulfill regulatory requirements while making the best use of our com-
mon sense, knowledge, talents, and resources? Ann Ist Super Sanita. 
2008;44(4):379–84. PMID: 19352000

4. Бурова ЕД, Ходько СВ, Гущина СВ, Макарова МН, Макаров ВГ. 
Управление рисками для обеспечения качества доклиниче-
ских исследований лекарственных средств. Ведомости Науч-
ного Центра экспертизы средств медицинского применения. 
2017;7(1):25–32. [Burova ED, Khodko SV, Gushchina SV, Makaro-
va MN, Makarov VG. Risk management for quality assurance of pre-
clinical research. Vedomosti Nauchnogo tsentra ekspertizy stredstv 
meditsinskogo primeneniya = The Bulletin of the Scientific Centre for 
Expert Evaluation of Medicinal Products. 2017;7(1):25–32 (In Russ.)]

5. Демакова НВ, Краснова МВ, Плиско ГА, Семивеличенко ЕД, Ив-
кин ДЮ, Оковитый СВ. Апробация метода биоимпедансометрии 
как инструмента прижизненной динамической оценки состава 
тела лабораторных животных. Лабораторные животные для 
научных исследований. 2021;(2):54–60. [Demakova NV, Kras-
nova MV, Plisko GA, Semivelichenko ED, Ivkin DYu, Okovityy SV. 
Impedansometry as an estimating method of tertiary endpoint in 
experimental modeling of alimentary impairments. Laboratornye 
zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals for Sci-
ence. 2021;(2):54–60 (In Russ.)] https://doi.org/10.29296/261872
3X-2021-02-07

6. Луговик ИА, Макарова МН. Токсикологические исследования. 
Референтные интервалы массовых коэффициентов внутренних 
органов на выборке, состоящей из 1000 аутбредных крыс. Лабо-
раторные животные для научных исследований. 2021;(1):3–11. 
[Lugovik IA, Makarova MN. Toxicological studies. Reference inter-
vals of mass coefficients of internal organs in a sample of 1000 rats. 
Laboratornye zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Laboratory 
Animals for Science. 2021;(1):3–11 (In Russ.)] https://doi.org/10.29
296/2618723X-2021-01-01

7. Altman DG, Bland JM. How to randomise. BMJ. 1999;319(7211):703–
4. https://doi.org/10.1136/bmj.319.7211.703

8. Bland M. An Introduction to Medical Statistics. 3rd edition. Oxford: Ox-
ford University Press; 2000.

9. Селезнева АИ, Макарова МН, Рыбакова АВ. Методы рандомиза-
ции животных в эксперименте. Международный вестник вете-
ринарии. 2014;(2):84–9. [Selezneva AI, Makarova MN, Rybakova AV. 
Randomization of experimental animals. Mezhdunarodny vestnik vet-
erinarii = International Bulletin of Veterinary Medicine. 2014;(2):84–9 
(In Russ.)]

10. Гущина СВ, Косман ВМ, Макарова МН, Шиков АН. Доклиниче-
ские исследования стабильности суспензий, приготовленных из 
готовых лекарственных препаратов. Фармация. 2017;66(3):27–32. 
[Gushchina SV, Kosman VM, Makarova MN, Shikov AN. Preclinical 
studies of the stability of suspensions prepared from ready-made 
drugs. Farmatsiya = Pharmacy. 2017;66(3):27–32 (In Russ.)]

11. Гущина СВ, Макарова МН, Пожарицкая ОН. Сравнительное ток-
сикологическое изучение носителей для лекарственных средств, 
применяемых в доклинических исследованиях. Международ-
ный вестник ветеринарии. 2015;(3):92–8. [Gushchina SV, Ma-
karova MN, Pozharitskaya ON. A comparative toxicological study of 
the excipients for drugs used in preclinical studies. Mezhdunarodny 
vestnik veterinarii = International Bulletin of Veterinary Medicine. 
2015;(3):92–8 (In Russ.)]

12. Кириченко ДВ. Влияние физико-химических свойств компонен-
тов препарата на выбор носителя для введения лабораторным 
животным. Лабораторные животные для научных исследова-

ний. 2020;(2):76–81. [Kirichenko DV. The effect of physic-chemical 
properties of the components of dosage forms on the selection of 
vehicle for the administration to laboratory animals. Laboratornye 
zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals for Sci-
ence. 2020;(2):76–81 (In Russ.)] https://doi.org/10.29296/261872
3X-2020-02-09

13. Рыбакова АВ, Макарова МН, Кухаренко АЕ, Вичаре АС, Рюф-
фер Ф. Существующие требования и подходы к дозированию 
лекарственных средств лабораторным животным. Ведомости 
Научного центра экспертизы средств медицинского примене-
ния. 2018;8(4):207–17. [Rybakova AV, Makarova MN, Kukharenko 
AE, Vichare AS, Rueffer FR. Current requirements for and approaches 
to dosing in animal studies. Vedomosti Nauchnogo tsentra ekspertizy 
stredstv meditsinskogo primeneniya = The Bulletin of the Scientific 
Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 2018;8(4):207–17 
(In Russ.)] https://doi.org/10.30895/1991-2919-2018-8-4-207-217

14. Енгалычева ГН, Сюбаев РД, Горячев ДВ. Исследования фарма-
кологической безопасности лекарственных средств: экспертная 
оценка полученных результатов. Ведомости Научного центра 
экспертизы средств медицинского применения. 2017;7(2):92–7. 
[Engalycheva GN, Syubaev RD, Goryachev DV. Safety pharmaco-
logy studies of medicinal products: evaluation of results. Vedomosti 
Nauchnogo tsentra ekspertizy stredstv meditsinskogo primeneniya = 
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal 
Products. 2017;7(2):92–7 (In Russ.)]

15. Fentener van Vlissingen JM, Borrens M, Girod A, Lelovas P, Morri-
son F, Saavedra Torres Y. The reporting of clinical signs in laboratory 
animals: FELASA Working Group Report. Lab Anim. 2015;49(4):267–
83. https://doi.org/10.1177/0023677215584249

16. Трофимец ЕИ, Кательникова АЕ, Крышень КЛ. Получение образ-
цов мочи у лабораторных животных (обзор). Лабораторные жи-
вотные для научных исследований. 2021;(1):30–47. [Trofimets EI, 
Katelnikova AE, Kryshen KL. Urine collecting samples from labo-
ratory animals (overview). Laboratornye zhivotnye dlya nauchnykh 
issledovaniy = Laboratory Animals for Science. 2021;(1):30–47 (In 
Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618723X-2021-01-04

17. Матичин АА, Кательникова АЕ, Крышень КЛ. Особенности отбора 
бронхоальвеолярного лаважа у лабораторных животных. Ла-
бораторные животные для научных исследований. 2019;(4):6. 
[Matichin AA, Katelnikova AE, Kryshen KL. Specific techniques of 
bronchoalveolar lavage collecting from laboratory animals. Labora-
tornye zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals 
for Science. 2019;(4):6 (In Russ.)] https://doi.org/10.29296/261872
3X-2019-04-06

18. Коптяева КЕ, Мужикян АА, Гущин ЯА, Беляева ЕВ, Макарова МН, 
Макаров ВГ. Методика вскрытия и извлечения органов лабора-
торных животных (крысы). Лабораторные животные для науч-
ных исследований. 2018;(2):71–93. [Koptyaeva KE, Muzhikyan AA, 
Gushchin YaA, Belyaeva EV, Makarova MN, Makarov VG. Technique 
of dissection and extracting organs of laboratory animals. Message 1 
(Rats). Laboratornye zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Labo-
ratory Animals for Science. 2018;(2):71–93 (In Russ.)] https://doi.org/
10.29296/2618723X-2018-02-08

19. Коптяева КЕ, Мужикян АА, Гущин ЯА, Беляева ЕВ, Макарова 
МН, Макаров ВГ. Методика вскрытия и извлечения органов ла-
бораторных животных. Сообщение 2: мышь. Лабораторные 
животные для научных исследований. 2018;(4):50–73. [Kopty-
aeva KE, Muzhikyan AA, Gushchin YaA, Belyaeva EV, Makarova MN, 
Makarov VG. Technique of dissection and extracting organs of labora-
tory animals. Message 2: Mouse. Laboratornye zhivotnye dlya nauch-
nykh issledovaniy = Laboratory Animals for Science. 2018;(4):50–73 
(In Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618723X-2018-04-05

20. Коптяева КЕ, Гущин ЯА, Беляева ЕВ, Макарова МН, Макаров ВГ. 
Методика вскрытия и извлечения органов лабораторных живот-
ных. Сообщение 3: хомячок. Лабораторные животные для на-
учных исследований. 2019;(1):15–39. [Koptyaeva KE, Gushchin YaA, 
Belyaeva EV, Makarova MN, Makarov VG. Technique of dissection and 
extracting organs of laboratory animals. Message 3: Hamster. Labo-
ratornye zhivotnye dlya nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals 
for Science. 2019;(1):15–39 (In Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618
723X-2019-01-02

https://labanimalsjournal.ru/en/taxonomy/term/157
https://labanimalsjournal.ru/en/taxonomy/term/223
https://journals.scholarsportal.info/search?q=Henry Li&search_in=AUTHOR&sub=
https://journals.scholarsportal.info/search?q=Dominique Pifat&search_in=AUTHOR&sub=
https://journals.scholarsportal.info/search?q=Gerald Klein&search_in=AUTHOR&sub=
https://journals.scholarsportal.info/search?q=Steve Petteway&search_in=AUTHOR&sub=
https://doi.org/10.29296/2618723X-2021-02-07
https://doi.org/10.29296/2618723X-2021-02-07
http://labanimalsjournal.ru/en/taxonomy/term/161
https://doi.org/10.29296/2618723X-2021-01-01
https://doi.org/10.29296/2618723X-2021-01-01
https://doi.org/10.29296/2618723X-2020-02-09
https://doi.org/10.29296/2618723X-2020-02-09
https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-04-06
https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-04-06
https://doi.org/10.29296/2618723X-2018-02-08
https://doi.org/10.29296/2618723X-2018-02-08
https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-01-02
https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-01-02


201

Определение критических фаз экспериментальной части научно-исследовательской работы с использованием лабораторных животных
Determination of the Critical Phases of the Experimental Research Using Laboratory Animals: Risk Analysis

О
РИ

ГИ
Н

АЛ
ЬН

Ы
Е 

СТ
АТ

ЬИ
 /

 O
R

IG
IN

AL
 A

RT
IC

LE
S

Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения 2021. Т. 11, № 3
The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products 2021. V. 11, No. 3

21. Коптяева КЕ, Гущин ЯА, Беляева ЕВ, Макарова МН, Макаров ВГ. 
Методика вскрытия и извлечения органов лабораторных живот-
ных. Сообщение 4: морская свинка, песчанка, дегу. Лаборатор-
ные животные для научных исследований. 2019;(2):5. [Kopty-
aeva KE, Gushchin YaA, Belyaeva EV, Makarova MN, Makarov VG. 
Technique of dissection and extracting organs of laboratory animals. 
Message 4: Guinea pig, gerbil, degu. Laboratornye zhivotnye dlya 
nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals for Science. 2019;(2):5 
(In Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-02-05

22. Коптяева КЕ, Устенко ЖЮ, Беляева ЕВ, Гущин ЯА, Макарова МН, 
Макаров ВГ. Методика вскрытия и извлечения органов лабора-
торных животных. Сообщение 5: кролик, хорек. Лабораторные 
животные для научных исследований. 2019;(3):5. [Koptyaeva KE, 

Ustenko ZhYu, Belyaeva EV, Gushchin YaA, Makarova MN, Ma-
karov VG. Technique of dissection and extracting organs of labora-
tory animals. Message 5: Rabbit, ferret. Laboratornye zhivotnye dlya 
nauchnykh issledovaniy = Laboratory Animals for Science. 2019;(3):5 
(In Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-03-05

23. Беляева ЕВ, Устенко ЖЮ, Гущин ЯА. Методика вскрытия и 
извлечения органов лабораторных животных. Сообщение 6: 
карликовые свиньи. Лабораторные животные для научных 
исследований. 2019;(4):8. [Belyaeva EV, Ustenko ZhYu, Gush-
chin YaA. Technique of dissection and extracting organs of laboratory 
animals. Message 6: minipigs. Laboratornye zhivotnye dlya nauch-
nykh issledovaniy = Laboratory Animals for Science. 2019;(4):8 (In 
Russ.)] https://doi.org/10.29296/2618723X-2019-04-08

ОБ АВТОРАХ / AUTHORS
Ходько Светлана Владимировна, канд. мед. наук. Svetlana V. Khodko, Cand. Sci. (Med.). ORCID: https://orcid.org/0000-0002-6935-075X
Макарова Марина Николаевна, д-р мед. наук, профессор. Marina N. Makarova, Dr. Sci. (Med.), Professor. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-
3176-6386
Макаров Валерий Геннадьевич, д-р мед. наук, профессор. Valery G. Makarov, Dr. Sci. (Med.), Professor. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-
2447-7888
Салынов Сергей Сергеевич. Sergey S. Salynov. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-9579-1508
Родионова Наталья Владимировна. Natalia V. Rodionova. ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2431-240X

Статья поступила 21.07.2021
После доработки 08.09.2021
Принята к печати 20.09.2021

Article was received 21 July 2021
Revised 08 September 2021
Accepted for publication 20 September 2021

АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Минздрав России представил на общественное обсуждение обновленное Положение «Об организации 
клинической апробации методов профилактики, диагностики, лечения и реабилитации и оказания медицинской 
помощи в рамках клинической апробации методов профилактики, диагностики, лечения и реабилитации (в том 
числе положения об организации оказания медицинской помощи в рамках клинической апробации), типовой 
формы протокола клинической апробации методов профилактики, диагностики, лечения и реабилитации». 
В документе регламентирована возможность применения препаратов и медицинских изделий off-label. 
В соответствии с новыми требованиями, медицинская организация должна предоставить ссылки на клинические 
исследования об эффективности и безопасности применения таких лекарственных средств или медицинских 
изделий. В качестве обоснования использования препарата вне зарегистрированных показаний также предлагается 
использовать ссылки на публикации в ведущих отечественных и (или) зарубежных рецензируемых научных 
журналах и изданиях. Уточняется, что во время клинической апробации невозможно проведение клинических 
исследований лекарственных препаратов и клинических испытаний медицинских изделий.

В проекте документа детализируется, что именно входит в экспертную оценку Минздравом России протокола 
клинической апробации. Экспертный совет проверяет научную обоснованность выбранного метода лечения, 
соответствие нормативам указанных препаратов и медицинских изделий, а также обоснованность финансовых 
затрат на апробацию. В остальном предлагаемое к принятию положение не отличается от действующего: проект 
содержит те же правила применения протоколов клинической апробации, сроки их утверждения и критерии 
оценки эффективности. В пояснительной записке к проекту положения отдельно указано: документ «разработан 
с целью совершенствования оказания медицинской помощи» и для «устранения коррупциогенных факторов».

Медицинскую помощь по протоколам клинической апробации разрешено оказывать с 2015 г., когда было 
утверждено положение, действующее и в настоящее время. Протокол направлен на отработку новых методов 
профилактики, диагностики, лечения и реабилитации. Новые методы могут опробовать не только федеральные 
медицинские учреждения, но и научные и образовательные организации в сфере охраны здоровья. В мае 2021 г. 
Минздрав России предложил разрешить использовать препараты и медицинские изделия «вне инструкции» 
при реализации протоколов клинической апробации, но изменения пока приняты не были.

В случае утверждения проекта Положения документ вступит в законную силу с 1 марта 2022 г.

Публикуется по: Д. Камаев. Минздрав разработал обновленное положение о клинической апробации.  
Vademecum от 24 августа 2021 г.1

1 https://vademec.ru/news/2021/08/18/minzdrav-razrabotal-obnovlennoe-polozhenie-o-klinicheskoy-aprobatsii/

https://vademec.ru/news/2021/08/18/minzdrav-razrabotal-obnovlennoe-polozhenie-o-klinicheskoy-aprobatsii/
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Планирование программы клинических исследований препаратов для лечения 
аксиального спондилоартрита

Д. В. Горячев

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. В последнее десятилетие критерии диагностики и классификация спондилоартритов претерпели существен-
ные изменения. Появление новых диагностических методов и накопление информации по прогнозу исхода заболе-
вания привели к выделению отдельной группы спондилоартритов — аксиального спондилоартрита. Выделение этого 
заболевания связано со специфическими механизмами его развития и высокой социальной значимостью. Разработка 
лекарственных препаратов, применяющихся при терапии больных аксиальным спондилоартритом, имеет ряд особен-
ностей, что требует подготовки специальных рекомендаций для проведения клинических исследований лекарственных 
препаратов. Цель работы — формирование методического подхода к проведению клинических исследований и оцен-
ке эффективности и безопасности лекарственных средств для системного лечения аксиального спондилоартрита. Для 
гармонизации экспертной оценки результатов национальных и зарубежных клинических исследований работа была 
проведена с учетом требований/рекомендаций Европейского агентства по лекарственным средствам по планированию 
клинических исследований лекарственных препаратов для лечения аксиального спондилоартрита. В работе выделены 
этапы клинических исследований, определены критерии оценки эффективности для каждого из этапов. Охарактери-
зованы методы и инструменты анализа конечных точек клинических исследований, необходимых для оценки влияния 
терапевтических воздействий. Описаны особенности дизайнов клинических исследований и длительность их прове-
дения. Выделены задачи поисковых и подтверждающих клинических исследований. Рассмотрены цели лечения, по-
казатели результатов лечения. Результаты исследования целесообразно использовать при разработке рекомендаций по 
программе клинического изучения новых препаратов для лечения аксиального спондилоартрита.
Ключевые слова: клиническое исследование; аксиальный спондилоартрит; анкилозирующий спондилит; первичная 
конечная точка; биологические лекарственные препараты; оценка эффективности и безопасности
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Planning a Clinical Trial Programme for Medicinal Products for the Treatment 
of Axial Spondyloarthritis

D. V. Goryachev

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

Abstract. The criteria for diagnosis and classification of spondyloarthritides (SpAs) have undergone significant changes over 
the past 10 years. The emergence of new diagnostic methods and availability of new information on the prognosis of the disease 
outcome made it possible to distinguish a separate group of SpAs—axial SpA. Axial SpA is distinguished as a separate disease due 
to its high social significance, and special mechanisms of its development. The development of medicinal products for the treat-
ment of axial SpA has some specific features, which requires preparation of specific recommendations for conducting clinical trials 
of such products. The aim of the study was to elaborate a methodological approach to clinical research and evaluation of efficacy 
and safety of medicinal products for systemic treatment of axial SpA. The study took into account the requirements/recommenda-
tions of the European Medicines Agency for planning clinical trials of medicinal products for the treatment of axial SpA, in order 
to streamline evaluation of national and foreign clinical trial results. The paper identifies the main stages of clinical trials, and pro-
poses criteria for assessing product efficacy at each stage. It defines methods and tools for assessing clinical trial endpoints, which 
are necessary for evaluation of treatment effects. The paper describes specific aspects of clinical trial designs and their duration, 
and identifies the objectives of exploratory and confirmatory clinical trials. It also reviews treatment goals and treatment outcome 
evaluation. The study results could be used in elaboration of recommendations for clinical research of new medicinal products for 
axial SpA.
Key words: clinical trial; axial spondyloarthrititis; ankylosing spondylitis; primary endpoint; biological medicinal products; efficacy 
and safety assessment
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Спондилоартриты — это группа заболеваний, 
характеризующихся общими клиническими и ге-
нетическими признаками, в которую включают ан-
килозирующий спондилит (АС), псориатический 
артрит, артрит/спондилит с воспалительным забо-
леванием кишечника, реактивный артрит, а также 
недифференцированный артрит. Наиболее харак-
терным фактором риска, общим для этих заболева-
ний и связанным с генетическими особенностями 
пациентов, является присутствие в крови человече-
ского лейкоцитарного антигена HLA-B27 [1].

АС является наиболее распространенным под-
типом аксиального спондилоартрита. Как прави-
ло, АС развивается медленно, диагноз в среднем 
устанавливают спустя 8 лет с начала заболевания. 
Для диагностики используют Модифицированные 
Нью-Йоркские классификационные критерии 
1984 г. (mNY) [2], включающие наличие рентгено-
логических признаков сакроилеита. Однако уста-
новлено, что тяжесть заболевания пациентов с ак-
сиальным спондилоартритом (аксСПА) не зависит 
от наличия рентгенологических признаков са-
кроилеита [3]. В 2009 г. Международное общество 
по изучению спондилоартритов (Assessment in 
SpondyloArthritis International Society, ASAS) пред-
ложило критерии, которые позволяют диагностиро-
вать аксСПА в большей популяции на более ранних 
сроках заболевания, нежели при использовании 
критериев mNY. Диагноз «нерентгенологический 
аксСПА» может быть установлен по наличию кли-
нических признаков аксСПА в сочетании с носи-
тельством HLA-B27 [4].

АксСПА представляет собой хроническое вос-
палительное заболевание, которое затрагивает 
в первую очередь крестцово-подвздошные суставы 
и осевой скелет. Распространенность аксСПА сре-
ди европейского населения (включая АС и нерент-
генологические формы) достигает 0,4%, частота АС 
оценивается в ~75% от общего числа аксСПА. Хотя 
АС чаще встречается у мужчин (соотношение муж-
чин и женщин оценивается в 2:1—3:1), женщины 
несколько чаще страдают нерентгенологическим 
аксСПА. АксСПА, как правило, имеет более тяже-
лое течение у мужчин, у которых в патологический 
процесс чаще вовлечен позвоночник [5].

Первая манифестация аксСПА обычно возни-
кает в позднем подростковом или раннем взрослом 
возрасте (средний возраст начала заболевания 26 лет) 
и редко — после 45 лет. Клинические проявления 
включают боль в пояснице с преобладанием ночных 
болей, утреннюю скованность и нарушение физиче-
ской функции. Могут возникать боль в груди, боль 
и отек периферических суставов и внесуставная бо-
лезненность, а также некоторые внесуставные про-
явления (передний увеит, псориаз, воспалительные 

заболевания кишечника). Возможны нарушения 
сердечной проводимости, развитие заболеваний 
аортального клапана или почек, главным образом 
в форме вторичного почечного амилоидоза.

АксСПА сопровождается выраженным болевым 
синдромом и приводит к инвалидизации пациента. 
Функциональные ограничения связаны с воспале-
нием на ранних стадиях заболевания, они усили-
ваются с течением заболевания из-за образования 
новой костной ткани. В целом большинство паци-
ентов способны поддерживать функциональную 
работоспособность, однако у некоторых пациентов 
заболевание прогрессирует, и в молодом возрасте 
развивается анкилоз. Достоверных прогностиче-
ских параметров, кроме раннего рентгенологиче-
ского прогрессирования, не существует, но мужской 
пол, признаки воспаления, выявляемые методом 
магнитно-резонансной томографии (МРТ) в крест-
цово-подвздошных суставах и позвоночнике, повы-
шенный уровень С-реактивного белка (СРБ) и по-
ражение тазобедренного сустава на ранних сроках 
течения заболевания связаны с неблагоприятным 
прогнозом [6].

Согласно клиническим рекомендациям, первую 
линию терапии при аксСПА составляют физио-
терапия и нестероидные противовоспалительные 
препараты (НПВП)1. Физиотерапия способствует 
увеличению подвижности позвоночника, умень-
шению болевого синдрома и скованности. НПВП 
используют для контроля боли с хорошим эффек-
том у 50–70% пациентов с аксСПА. Таким образом, 
благодаря высокой симптоматической эффектив-
ности и возможному болезнь-модифицирующему 
действию НПВП считаются препаратами выбора 
для большинства пациентов с аксСПА. Если дли-
тельная терапия НПВП удовлетворительно пере-
носится, то эти препараты обычно сохраняют в ка-
честве фоновой терапии у пациентов с неполным 
ответом [6].

При воспалении крестцово-подвздошных 
или периферических суставов может быть реко-
мендовано внутрисуставное введение кортикосте-
роидов. Традиционные болезнь-модифицирующие 
антиревматические препараты ограниченно при-
меняются для лечения аксСПА за исключением 
сульфасалазина, который продемонстрировал не-
которое влияние на протекание периферических 
заболеваний и внесуставные проявления, однако 
доказательств его положительного эффекта при тя-
желом заболевании или у пациентов с существен-
ным поражением позвоночника не получено [7]. 
Лечение биологическими лекарственными сред-
ствами (например, антитела к фактору некроза 
опухолей (анти-ФНО), антитела к интерлейки-
ну-17 (анти-ИЛ-17)) рекомендуется пациентам 

1 Насонов ЕЛ, ред. Ревматология: клинические рекомендации. 2-е изд. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2011.
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с персистирующей высокой активностью заболева-
ния, несмотря на традиционное применение НПВП 
и физиотерапии.

Цель работы — подготовка рекомендаций 
по клиническим исследованиям и оценке эффек-
тивности и безопасности лекарственных препаратов 
для системного лечения аксСПА.

За рубежом единственный формализованный 
свод требований к проведению клинических ис-
следований (КИ) препаратов для лечения аксСПА 
принят только Европейским агентством по лекар-
ственным средствам (European Medicines Agency, 
EMA). Это руководство стало основой рекоменда-
ций по объему и дизайну исследований в програм-
ме разработки рассматриваемых препаратов2. Хотя 
данные рекомендации касаются разработки новых 
препаратов, принципиальные аспекты отбора па-
циентов для КИ актуальны и для планирования ис-
следований воспроизведенных и биоаналогичных 
препаратов. Вопросы необходимой численности 
выборки пациентов для включения в КИ биоана-
логичных препаратов для лечения АС рассмотрены 
в более ранних статьях [8].

Современные терапевтические подходы 
и подходы к классификации АС в Российской 
Федерации базируются на стратегиях, разрабо-
танных ведущими ревматологическими органи-
зациями: Американской коллегией по ревмато-
логии (American College of Rheumatology, ACR) 
и Европейской антиревматической лигой (European 
League Against Rheumatism, EULAR), в состав кото-
рых входят и российские специалисты. Таким обра-
зом, выработка согласованной позиции, в частно-
сти, по отношению к объему КИ, является важным 
шагом развития национальных регуляторных тре-
бований и создания руководства по проведению 
клинического изучения препаратов для лечения 
ревматических заболеваний на территории стран — 
членов Евразийского экономического союза.

ВЫБОР ПАЦИЕНТОВ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ КЛИНИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

АС и нерентгенологический аксСПА представ-
ляют собой формы аксСПА, единственным диффе-
ренцирующим клиническим признаком которых яв-
ляется наличие или отсутствие рентгенологического 
сакроилеита. У значительной части пациентов с акс-
СПА, диагноз которых не был подтвержден рентге-
нологически, в течение длительного времени заболе-
вание не прогрессирует до АС даже при сохранении 
активности патологического процесса [3]. Таким об-
разом, предпочтительно, чтобы разрабатываемые пре-
параты демонстрировали эффективность и безопас-
ность как при терапии АС, так и в случае пациентов 
с неподтвержденным рентгенологически аксСПА.

Отбор пациентов для включения в КИ прово-
дится в соответствии с общепринятыми класси-
фикационными критериями (возраст, пол, огра-
ничение по функции почек и т. д.). Обе группы 
пациентов (аксСПА и АС) могут быть изучены в од-
ном исследовании при условии, что каждая группа 
количественно репрезентативна, что позволит про-
вести анализ подгрупп, а также оценить согласован-
ность с результатами исследования в целом для обе-
их групп.

Анкилозирующий спондилит. Общепринятыми 
критериями диагностики AC являются критерии 
mNY, характеризующиеся высокой специфично-
стью. Одним из основных признаков заболевания, 
согласно критериям, является симметричный са-
кроилеит [2].

Нерентгенологический аксСПА. Группу заболева-
ний, охватываемую термином «нерентгенологиче-
ский аксСПА», определяют критерии ASAS 2009 г. 
[4]. Эти критерии были приняты для отбора в КИ 
пациентов, имеющих боли в спине воспалительного 
генеза и диагноз аксСПА. Основным недостатком 
критериев ASAS является высокая частота некор-
ректного диагностирования нерентгенологического 
аксСПА при наличии специфических изменений, 
обнаруженных методом MРТ [9]. Таким образом, 
пациенты могут быть включены в КИ препаратов 
для терапии аксСПА только в случае обоснованного 
исключения других заболеваний.

Могут быть введены дополнительные ограниче-
ния отбора пациентов для КИ. Так, например, в ис-
следование могут быть включены только пациенты 
с объективными признаками воспаления, установ-
ленными независимой централизованной оценкой 
МРТ, и повышением уровня СРБ, которое не мо-
жет быть объяснено иными, кроме аксСПА, при-
чинами. Уровень СРБ является важным маркером 
отбора пациентов, отвечающих на терапию НПВП 
или анти-ФНО.

Исходная характеристика исследуемой популя-
ции. Пациенты, включенные в КИ, должны быть 
должным образом охарактеризованы, в том числе 
должны быть указаны демографические характери-
стики, продолжительность заболевания с момента 
постановки диагноза и появления симптомов, пред-
шествующая и сопутствующая терапия, диагности-
ческие действия, предпринятые перед включением 
пациентов в КИ (например, проведение скрининга, 
позволяющего выявить латентный туберкулез), со-
путствующие заболевания, в том числе специфиче-
ские заболевания, связанные с аксСПА (передний 
увеит, псориаз, воспалительные заболевания ки-
шечника или сердечно-сосудистые заболевания — 
нарушения проводимости, поражение клапанов 
сердца).

2 Guideline on the clinical investigation of medicinal products for the treatment of axial spondyloarthritis. EMA/CPMP/EWP/4891/03 Rev.1, 
Corr 1*.

https://www.rheumatology.org/
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Для выявления субпопуляций с различными со-
отношениями «польза — риск» исследуемого пре-
парата могут быть учтены дополнительные пара-
метры, например тяжесть и степень заболевания, 
активность заболевания, вовлечение спинного моз-
га и периферических суставов, отсутствие ответа 
на предыдущую терапию.

Пациенты должны быть охарактеризованы в за-
висимости от ответа на предыдущую терапию акс-
СПА. Целевыми группами пациентов, которые 
могут быть включены в КИ, являются группы па-
циентов, ранее не получавших / получавших био-
логические лекарственные препараты. Включение 
в группу, в которую входят пациенты с отсутствием 
или недостаточностью ответа на НПВП (наивные 
по отношению к терапии биологическими лекар-
ственными препаратами), либо в группу с недо-
статочностью ответа на один или несколько био-
логических препаратов требует строгой фиксации 
отсутствия ответа с указанием препарата, его дозы 
и продолжительности лечения.

Активность заболевания на момент включения 
пациента в исследование следует отличать от степе-
ни повреждения тканей и функциональной недоста-
точности или инвалидности пациента. Активность 
заболевания оценивают с помощью валидиро-
ванных шкал BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis 
Disease Activity Index) или ASDAS (Ankylosing 
Spondylitis Disease Activity Score) с учетом оценки 
степени проявления таких симптомов заболевания, 
как боль или скованность. Оценка заболевания па-
циентами может также осуществляться с помощью 
числовых рейтинговых шкал [10].

Для повышения объективности фиксации отве-
та на лечение в КИ включают пациентов, активность 
заболевания которых заметно выражена (BASDAI ≥ 4 
или ASDAS ≥ 2,1 и оценка ночной/спинальной боли 
по рейтинговой шкале оценки (Numeric Rating Scale 
for Pain (NRS) или визуальной аналоговой шкале 
(ВАШ) ≥ 4). До начала исследования следует опреде-
лить предполагаемую длительность активной фазы за-
болевания, определить начальный уровень показате-
лей, которые впоследствии могут быть использованы 
для контроля эффективности исследуемого препарата 
(концентрации маркеров воспаления, таких как СРБ 
или скорость оседания эритроцитов (СОЭ), наличие 
признаков воспаления по данным МРТ и др.).

Тяжесть заболевания определяется и такими 
параметрами, как степень необратимого структур-
ного повреждения, вовлечение в патологический 
процесс периферических суставов и других органов, 
сопутствующие заболевания и невосприимчивость 
к предыдущему лечению. В настоящее время не су-
ществует комплексной системы оценки степени тя-
жести заболевания, учитывающей одновременно 
все отмеченные элементы.

Сопутствующее лечение аксСПА должно быть 
приостановлено до рандомизации пациентов, полу-
чающих постоянную дозу исследуемого препарата 
в течение достаточного периода времени.

Целесообразно провести анализ клинически 
наиболее значимых подгрупп с учетом известных 
прогностических факторов. Для снижения ри-
ска дисбаланса прогностических факторов, таких 
как предшествующее применение биологических 
лекарственных средств и/или степень активности, 
и/или наличие или отсутствие объективных призна-
ков воспаления, определяемых методом МРТ и/или 
уровнем СРБ в крови, рекомендуется использовать 
стратифицированную рандомизацию. При возмож-
ности следует рассмотреть стратификацию отдель-
ных популяций по наличию АС и нерентгенологи-
ческого аксСПА.

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

Цели терапии аксСПА можно классифициро-
вать следующим образом:

- снижение выраженности симптомов и призна-
ков заболевания, таких как боль и скованность;

- улучшение физической функции;
- замедление или предотвращение структурных 

повреждений.
Основная конечная точка эффективности будет 

зависеть от механизма действия препарата и пред-
полагаемой терапевтической цели.

Ключевыми релевантными конечными точками 
во всех группах пациентов аксСПА являются сни-
жение выраженности симптомов и признаков за-
болевания, а также улучшение/поддержание физи-
ческой функции3. Клинические аспекты могут быть 
оценены по отдельности или комплексно с исполь-
зованием индексов, позволяющих выполнять оцен-
ку нескольких признаков одновременно. Следует 
отметить, что при использовании комбинирован-
ных индексов в качестве первичных или вторичных 
конечных точек приемлемы только валидированные 
составные конечные точки. Критерии ответа долж-
ны быть адекватно обоснованы, выбраны до нача-
ла исследования, а их пороговые значения должны 
быть заранее определены.

ПЕРВИЧНЫЕ КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ТЕРАПИИ

В КИ может быть использована оценка по кри-
териям ASAS (ASAS 20, ASAS 40), которые опреде-
ляются как улучшение не менее чем на 20 или 40% 
соответственно, по крайней мере трех из следую-
щих параметров: общая оценка состояния пациен-
та, оценка боли, физическая функция и утренняя 
скованность, воспаление (при условии отсутствия 
ухудшения по другим признакам) [11, 12]. В КИ 

3 Насонов ЕЛ, ред. Ревматология: клинические рекомендации. 2-е изд. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2011.
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ряда препаратов в качестве достаточной первичной 
конечной точки была принята доля пациентов, до-
стигших ответа по критериям ASAS 20. Более вы-
раженный клинический ответ, например критерии 
ASAS 40, рекомендуется использовать в качестве 
первичной конечной точки в КИ биологических 
лекарственных средств или препаратов новых тера-
певтических классов [13, 14].

Другие валидированные и общепринятые ме-
тоды оценки активности заболевания и физи-
ческой функции предполагают использование 
индекса активности ASDAS. Чтобы облегчить ин-
терпретацию клинической значимости наблюдае-
мого эффекта, предпочтение отдается анализу ча-
стоты тех или иных ответов, а не оценке средних 
значений абсолютных изменений, однако в оценке 
результатов исследования следует предусмотреть 
и то, и другое. В зависимости от значения пока-
зателя ASDAS заболевание квалифицируют по че-
тырем степеням активности: неактивное (ASDAS 
< 1,3), низкое (от ≥1,3 до <2,1), высокое (от ≥2,1 
до ≤3,5) и очень высокое (>3,5). Для демонстра-
ции улучшения могут быть использованы поро-
говые показатели ASDAS-CII (ASDAS — Clinically 
Important Improvement) — снижение от исходного 
уровня ASDAS на ≥1,1, и ASDAS-MI (ASDAS — 
Major Improvement) — снижение от исходного 
уровня ASDAS на ≥2,0 [15].

По мере появления новых эффективных мето-
дов лечения аксСПА в качестве цели терапии все 
чаще рассматривают ремиссию заболевания. КИ 
препаратов для терапии аксСПА ориентируются 
на достижение частичной ремиссии или низкой 
активности заболевания (критерии достижения: 
ASDAS <1,3 (активность заболевания отсутству-
ет), ASDAS <2,1 (низкая активность заболевания), 
ASAS ≤2 (частичная ремиссия), BASDAI <3), по-
скольку критерии полной ремиссии в настоящее 
время не определены и достижение полной ремис-
сии не может рассматриваться в качестве реали-
стичной цели4.

ВТОРИЧНЫЕ КОНЕЧНЫЕ ТОЧКИ  
ДЛЯ ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ ТЕРАПИИ

Интегральные оценки. BASDAI — индекс, вклю-
чающий оценку пациентами боли, дискомфорта, 
скованности и усталости. Количество пациентов, 
клинический ответ которых характеризуется улуч-
шением балла BASDAI по крайней мере на 50%, 
может использоваться для оценки потенциальной 
пользы фармакотерапии [16].

Другими вторичными конечными точками могут 
быть отдельные компоненты оценки ASAS, а также 
оценки основных симптомов заболевания, включая 
боль и физическую функцию. Дополнительными 

конечными точками могут быть критерии ASAS 20, 
40, ASAS 5/6, а также количество болезненных су-
ставов и припухших суставов (изменение от исход-
ного уровня), если они не выбраны в качестве пер-
вичных конечных точек [17].

Подвижность позвоночника. Индекс ASAS 
не включает оценку подвижности позвоночника, 
которая является важным параметром эффективно-
сти препарата при терапии аксСПА. Таким образом, 
если в качестве первичной конечной точки выбран 
индекс ASAS, то он должен быть дополнен оценкой 
подвижности позвоночника в качестве вторичной 
конечной точки.

Оценка пациентом собственного состояния и ка-
чества жизни.

Маркеры острой фазы воспаления. Несмотря 
на то что уровень СРБ или СОЭ могут характеризо-
вать активность заболевания и его прогноз, данные, 
подтверждающие обоснованность их использования 
в качестве суррогатных конечных точек для оцен-
ки эффективности лечения аксСПА, отсутствуют. 
У части пациентов высокая активность заболевания 
не сопровождается лабораторными изменениями 
[10]. В то же время уровень СРБ считается важным 
показателем, использующимся при диагностике ак-
тивного заболевания.

Периферические суставы и энтезы. У пациентов 
с поражениями энтезов и периферических суставов 
оценивают эффективность препаратов по отноше-
нию к уменьшению проявлений этих клинических 
симптомов.

Внесуставные проявления. Учитывая распростра-
ненность внесуставных проявлений спондилоар-
трита (увеит, воспалительные заболевания кишеч-
ника и псориаз), следует документировать анамнез 
и наличие этих проявлений и регистрировать их но-
вое возникновение или усиление.

Структурные изменения костной ткани. Связь 
между воспалением и формированием новой кост-
ной ткани при аксСПА остается неясной, посколь-
ку даже у пациентов, имеющих хороший ответ на ле-
чение, могут быть отмечены рентгенологические 
признаки развития заболевания. На сегодняшний 
день в рандомизированных контролируемых КИ 
не продемонстрировано значимого влияния пре-
паратов на предотвращение и торможение разви-
тия остеодеструктивных или остеопролифератив-
ных изменений. Таким образом, предотвращение 
структурных повреждений считается возможной 
конечной точкой, подлежащей оценке, но не обя-
зательной для подтверждения. Рекомендуется си-
стематически отслеживать действие препаратов 
на структурные изменения во всех КИ, в том числе 
направленных на подтверждение влияния препа-
рата на иные симптомы.

4 Guideline on the clinical investigation of medicinal products for the treatment of axial spondyloarthritis. EMA/CPMP/EWP/4891/03 Rev.1, 
Corr 1*.
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МЕТОДЫ ОЦЕНКИ КРИТЕРИЕВ ЭФФЕКТИВНОСТИ

Воспалительная боль является основным сим-
птомом аксСПА и оценивается пациентом самосто-
ятельно с помощью шкалы ВАШ [17]. Пациент оце-
нивает болезненные ощущения за недавний период 
(например, прошлая неделя или последние 48 ч) 
и отдельно боль в ночное время. Также для оценки 
боли применяется индекс активности BASDAI, ха-
рактеризующий состояние пациента в течение по-
следней недели, в том числе: боль, локализованную 
в области шеи, спины, бедер; общий уровень боли/
отека в суставах, локализованных вне шеи, спины, 
бедра; общий дискомфорт любых областей, чув-
ствительных к прикосновению или надавливанию. 
Оценку боли в спине и периферической боли/оте-
ка также можно выполнить, используя критерии 
ASDAS.

Подвижность позвоночника. Важным симпто-
мом аксСПА является утренняя скованность позво-
ночника, уменьшающаяся при движении. Индекс 
BASDAI позволяет оценить ригидность путем оцен-
ки пациентом интенсивности утренней скованно-
сти по шкале ВАШ или числовой шкале измерения 
боли NRS, а также продолжительность периода ско-
ванности с момента пробуждения. Состояние оце-
нивается за предшествующую неделю. Утреннюю 
скованность также можно оценить с помощью 
ASDAS.

Физическая функция. Наиболее часто исполь-
зуемым инструментом оценки функционального 
статуса является опросник BASFI (Bath Ankylosing 
Spondylitis Functional Index) (функциональный ин-
декс АС)5. Считается, что по сравнению с другими 
инструментами BASFI позволяет лучше отразить 
изменение состояния пациента и наиболее прост 
в использовании [18].

Общая оценка состояния пациента производится 
с помощью шкалы ВАШ.

Подвижность позвоночника. Основным клини-
ческим проявлением поражения при аксСПА явля-
ется нарастающее ограничение подвижности всех 
отделов позвоночника. На коротком промежутке 
времени изменения подвижности позвоночника 
обнаружить затруднительно, хотя часто этот пока-
затель в большей степени отражает тяжесть заболе-
вания, чем продолжающееся воспаление. Наиболее 
применяемыми инструментами для оценки под-
вижности являются экскурсия грудной клетки, мо-
дифицированный тест Шобера, боковое сгибание 
позвоночника и определение симптома Форестье 
(измерение расстояния от затылка до стены при по-
ложении человека стоя, прикасаясь пятками, туло-
вищем и головой к стене), однако они характери-
зуются существенной изменчивостью результатов 
и невысокой надежностью.

Приемлемым методом оценки подвижности 
позвоночника и функции тазобедренного сустава 
является метрологический индекс анкилозирующе-
го спондилита BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis 
Metrology Index). При использовании индекса 
BASMI дополнительно может быть измерена экс-
курсия грудной клетки [10, 19].

Структурные изменения костной ткани. Оценка 
остеодеструктивных и остеопролиферативных изме-
нений и их прогрессирования основана на методах 
лучевой диагностики (стандартная рентгенография, 
МРТ в режиме Т1, двухэнергетическая рентгенов-
ская абсорбциометрия, количественная компью-
терная томография). При оценке необходимо диф-
ференцировать острые и хронические процессы.

Наиболее предпочтительными валидированны-
ми и чувствительными методами оценки радиоло-
гических изменений являются модифицированный 
индекс SASSS (Stoke Ankylosing Spondylitis Spine 
Score) и RASSS (Radiographic Ankylosing Spondylitis 
Spinal Score) [20].

В системе подсчета баллов SPARCC (Spon-
dyloarthritis Research Consortium of Canada) учи-
тывают 6 наиболее сильно пораженных позво-
ночно-двигательных сегментов, хотя оценивают 
воспалительные процессы во всех отделах позво-
ночника. Оценку степени воспаления проводят 
в трех измерениях по трем последовательным сагит-
тальным срезам обнаруженного участка поражения 
в режиме последовательной инверсии-восстанов-
ления спинового эха (Short Tau Inversion Recovery, 
STIR) и усилением сигнала T1 гадолинием пенте-
татом в каждом из квадрантов. Оценку в баллах вы-
полняют на дихотомической основе (1 — наличие; 
0 — отсутствие) и повторяют для каждого из 3 после-
довательных сагиттальных срезов. Дополнительные 
баллы начисляют в случае наличия на каждом из са-
гиттальных срезов поражения с высокой интенсив-
ностью МРТ-сигнала (сравнимой с сигналом, полу-
чаемым от цереброспинальной жидкости) в любом 
позвоночно-двигательном сегменте и повреждений 
с непрерывной глубиной ≥1 см, начинающихся 
от боковой пластины.

Метод SPARCC имеет преимущества с точки 
зрения надежности, в то время как альтернативный 
метод ASspiMRI-a (Ankylosing Spondylitis Spine MRI 
Score for Activity) и его модификация Berlin пред-
почтительнее для общей характеристики воспали-
тельных процессов, протекающих в позвоночнике. 
Период времени, необходимый для оценки мини-
мально значимых изменений, составляет не менее 
24 недель [21].

Рентгенограммы должны быть сделаны в фик-
сированные и заранее определенные моменты вре-
мени и оценены, по крайней мере, двумя специали-
стами, ослепленными в отношении распределения 

5 https://revmatolog34.ru/patsientam/indeksy/indeks-basfi
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пациентов по виду лечения, хронологической по-
следовательности рентгенограмм и первоначаль-
ной оценки другим специалистом. Следует оценить 
средние изменения исходной оценки.

Полученные методом МРТ позвоночника 
и крестцово-подвздошных суставов результаты 
не могут быть выбраны в качестве первичной ко-
нечной точки, поскольку метод не полностью вали-
дирован для оценки изменений в динамике. Однако 
этот метод может быть использован для оценки на-
личия и последствий воспаления, особенно на до-
рентгенологической стадии заболевания. Оценку, 
сделанную методами лучевой диагностики, необхо-
димо дополнять демонстрацией влияния препарата 
на клинические признаки замедления или предот-
вращения структурного повреждения (т. е. влияния 
на подвижность позвоночника) [22].

Периферические суставы и энтезы. Влияние 
препарата на процессы в периферических суставах 
может быть определено путем оценки изменения 
количества припухших или болезненных суставов. 
Оценка зависит от степени вовлечения суставов 
и представляет собой суставной индекс, суммиру-
ющий оценку состояния 44 суставов (число болез-
ненных и число припухших суставов). Для оценки 
энтезопатии было разработано несколько индексов, 
в том числе MASES (Maastricht AS Enthesitis Score), 
основанный на анализе 13 локализаций. Также мо-
гут применяться и другие валидированные методы 
оценки, учитывающие бóльшие количества обла-
стей энтезов [23].

Качество жизни (QoL) может оцениваться 
как с помощью специализированных шкал, напри-
мер ASQoL (Ankylosing Spondylitis Quality of Life ques-
tionnaire) [24], ASAS Health Index (ASAS Health Index 
Assessment of Spondyloarthritis international Society 
Health Index)6, так и с помощью общих инструмен-
тов, например SF-36 (36-Item Short Form Survey)7, 
FACIT-Fatigue (Functional Assessment of Chronic 
Illness Therapy — Fatigue)8, EQ-5D (EuroQol Group 
questionnaire)9 или WPAI-GH (Work Productivity and 
Activity Impairment Questionnaire)10. Использование 
последних может дать дополнительную информа-
цию об эффективности препарата [19].

ДИЗАЙН ИССЛЕДОВАНИЯ

Фармакокинетика. Исследования фармакоки-
нетики обычно проводят в соответствии с общими 
принципами, которые отражены в соответствующих 
международных руководствах (см., например,11).

Фармакодинамика. Фармакодинамические свой-
ства лекарственного средства должны быть исследо-
ваны в соответствии с существующими рекоменда-
циями12.

Взаимодействия. Должны быть проведены ис-
следования взаимодействия с препаратами, кото-
рые могут применяться в клинической практике 
совместно с исследуемым препаратом (например, 
НПВП, синтетические болезнь-модифицирующие 
противоревматические препараты).

ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Поисковые исследования. Рекомендации по до-
зированию препаратов для лечения аксСПА, осно-
ванные на исследованиях их применения при иных 
ревматических заболеваниях, имеют ограниченную 
ценность, поскольку терапия различных заболеваний 
требует назначения препаратов в разных дозах (на-
пример, при воспалительных заболеваниях кишеч-
ника препараты назначаются в более высоких дозах). 
Таким образом, необходимо выполнение специфиче-
ских исследований «доза — ответ» при аксСПА, в том 
числе в группах пациентов с различными характери-
стиками (например, активность заболевания, масса 
тела, длительность патологического процесса).

При выполнении поисковых КИ рекомендуется 
проведение плацебо-контролируемых параллель-
ных исследований. Для оценки критериев эффек-
тивности терапии в краткосрочных исследованиях 
(12–24 недели) используются составные индексы 
ASAS 20 или 40 [12, 13].

Подтверждающие исследования. Традиционное 
лечение аксСПА заключается в применении НПВП 
в сочетании с физиотерапией, что обычно доста-
точно для контроля боли и улучшения физической 
функции у большинства пациентов. Новые препа-
раты, относящиеся к терапевтическим классам, от-
личным от НПВП, изучают с целью возможности 
применения у пациентов, не отвечающих на тера-
пию НПВП или плохо ее переносящих, наивных 
или не отвечающих на один или несколько био-
логических лекарственных препаратов. Пациенты, 
принимающие НПВП, но не достигающие необ-
ходимого контроля симптомов, должны продол-
жать терапию НПВП при условии сохранения ста-
бильной дозы препарата до рандомизации. Особые 
требования к приему синтетических болезнь-мо-
дифицирующих противоревматических препаратов 
отсутствуют, поскольку их применение, как ожида-
ется, будет ограничено при аксСПА.

6 https://www.asas-group.org/instruments/asas-health-index/
7 https://www.rand.org/health-care/surveys_tools/mos/36-item-short-form.html
8 https://www.facit.org/measures/FACIT-F
9 https://euroqol.org/
10 https://eprovide.mapi-trust.org/instruments/work-productivity-and-activity-impairment-questionnaire-general-health-v2.0
11 Pharmacokinetic studies in man. 75/318/EEC. EMA; 1987.
12 Руководство по общим вопросам клинических исследований. Приложение к Рекомендации Коллегии Евразийской экономической 
комиссии от 17 июля 2018 г. № 11.
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Любые изменения в сопутствующей терапии 
должны быть тщательно документированы, а вли-
яние изменений терапии на результаты лечения 
должно быть проанализировано на основе зара-
нее разработанного алгоритма оценки влияния 
сопутствующей терапии, например влияние до-
полнительных анальгетиков может потребовать рас-
чета интенсивности боли по значению, полученно-
му до момента приема дополнительного препарата.

Пациенты с недостаточным ответом на НПВП 
(наивные по отношению к биологическим лекарствен-
ным препаратам). Исследования — рандомизиро-
ванные двойные слепые проводят в параллельных 
группах. Эффективность препаратов, применяемых 
с целью снижения выраженности клинических сим-
птомов и активности заболевания или улучшения 
физической функции, устанавливают по результа-
там плацебо-контролируемых исследований, за-
планированных по принципу дополнения терапии 
(add-on) при условии сохранения терапии НПВП 
и физиотерапевтических процедур. Для оценки 
соотношения «польза — риск» при исследовании 
препаратов, относящихся к новым терапевтиче-
ским классам, может потребоваться сопоставле-
ние с активным препаратом сравнения (например, 
анти-ФНО). Рекомендуется провести исследование 
в трех группах (группа плацебо, группа изучаемого 
препарата, группа стандартного препарата для ба-
зисной терапии), особенно при включении в КИ па-
циентов, не получавших биологические препараты.

Пациенты с недостаточным ответом на биоло-
гические лекарственные препараты. Эффективность 
препаратов, направленных на уменьшение симпто-
мов и снижение активности заболевания или улуч-
шение физической функции, может быть установле-
на путем проведения рандомизированных двойных 
слепых плацебо-контролируемых исследований в па-
раллельных группах, которые могут быть заплани-
рованы по принципу дополнения терапии (add-on) 
(см., например, [13]). Альтернативой может быть ак-
тивное контролируемое исследование превосходства 
или не меньшей эффективности, в котором паци-
енты в дополнение к сопутствующей традиционной 
терапии рандомизируются в группу получающих ис-
следуемый препарат или в группу получающих иной 
известный биологический препарат (таким препара-
том не может быть препарат, на который ранее не был 
получен адекватный ответ) [25].

Отбор пациентов. Эффективность биологиче-
ских лекарственных препаратов может быть изучена 
отдельно в группах пациентов, не получавших и/или 
ранее получавших лечение, но не имевших доста-
точного ответа на применение этих препаратов.

Для определения популяции, чувствительной 
к препаратам, уменьшающим выраженность про-
явлений заболевания, необходим набор пациентов 
с достаточной степенью активности заболевания. 

При отборе пациентов важно учитывать риски со-
хранения системного влияния препаратов, приме-
няемых до периода рандомизации. С учетом этого 
пациенты, которые ранее получали биологический 
лекарственный препарат, могут быть рандомизиро-
ваны только после соответствующего периода от-
мывки.

Время оценки конечных точек. Ожидается, 
что препараты для лечения аксСПА должны умень-
шать проявления клинических симптомов и улуч-
шать физическую функцию. Рекомендуемые пер-
вичные конечные точки указаны выше и учитывают 
эту особенность. Оптимальное время достижения 
первичной конечной точки зависит от ожидаемого 
уровня ответа на лечение. В исследованиях препа-
ратов, отличных от НПВП (например, анти-ФНО, 
других биологических препаратов), первичная ко-
нечная точка может быть оценена между 12 и 24 не-
делями с момента включения пациента в КИ.

Несмотря на то что эффективность препарата 
может быть продемонстрирована уже через 12–24 
недели терапии, следует изучить сохранение эффек-
та в более длительных испытаниях (обычно не менее 
1 года), поскольку АксСПА — хроническое заболе-
вание и симптоматическое лечение может продол-
жаться в течение длительного периода.

Остаточное воспаление может привести к про-
грессированию структурных повреждений, несмо-
тря на адекватный контроль симптомов на кра-
ткосрочном периоде исследования. В связи с этим 
рекомендуется проводить мониторинг структурных 
изменений в течение длительного периода.

Особую информационную ценность представ-
ляет изучение возможности использования умень-
шенной дозы, увеличенного интервала дозирования 
или прекращения лечения при сохранении контро-
ля над заболеванием. Эти данные могут быть полу-
чены в пострегистрационной программе изучения 
препарата.

Замедление или предотвращение структурных 
повреждений. Подтверждающие исследования вли-
яния на предотвращение структурных поврежде-
ний и нарушений функций, подвижность позво-
ночника и контроля инвалидности должны быть 
параллельными контролируемыми длительными 
(обычно не менее 2 лет) двойными слепыми плаце-
бо-контролируемыми. Однако проведение длитель-
ных плацебо-контролируемых исследований может 
быть неприемлемым по этическим соображениям.

Пациенты с низкой активностью заболевания 
могут быть включены в длительное исследование 
при применении изучаемого препарата в дополне-
ние к стандартной (НПВП и физиотерапия) терапии 
(add-on). Однако в некоторых случаях (например, 
частые/болезненные парентеральные введения) 
реализация длительного плацебо-контролируе-
мого исследования также может быть затруднена. 
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С другой стороны, в данной популяции демонстра-
ция предотвращения структурных повреждений мо-
жет быть невозможной из-за медленного прогрес-
сирования заболевания при его низкой активности.

Пациенты с высокой активностью заболева-
ния не могут участвовать в плацебо-контролируе-
мом исследовании в течение длительного периода 
при наличии эффективных методов лечения, от-
личных от терапии НПВП (например, применение 
биологических болезнь-модифицирующих препа-
ратов), поэтому следует оценить возможность при-
менения альтернативных дизайнов исследования. 
Возможной альтернативой может быть исследова-
ние с рандомизированной задержкой начала актив-
ного лечения. Различия между группами, имеющие-
ся в начале исследования, могут сохраняться в конце 
двух- или трехлетнего периода проведения КИ.

ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОФИЛЯ БЕЗОПАСНОСТИ  
ЛЕКАРСТВЕННОГО СРЕДСТВА

Специфические нежелательные реакции. К мо-
менту регистрации лекарственного препарата долж-
на быть получена достаточная информация о его 
безопасности. Полезным дополнением могут быть 
данные о безопасности применения препарата, 
полученные в ходе исследований его применения 
по другим показаниям. Анализ данных должен быть 
направлен на изучение нежелательных реакций, 
связанных с механизмом действия конкретного 
лекарственного средства, или рисками, известны-
ми для класса веществ (например, для анти-ФНО 
и других биологических лекарственных средств 
такими реакциями могут быть развитие инфекци-
онных заболеваний, злокачественные новообра-
зования, реакции в месте инфузии или инъекции). 
Некоторые из специфических нежелательных ре-
акций могут возникнуть после прекращения при-
ема препарата, мониторинг таких реакций должен 
проводиться в течение длительного периода после 
окончания лечения.

При оценке безопасности потенциально токсич-
ных препаратов желательно запланировать проведе-
ние исследований методами, позволяющими с мак-
симальной вероятностью выявить наиболее полный 
спектр нежелательных реакций. Дополнительно 
оценивают функции иммунной системы (например, 
по содержанию сывороточных иммуноглобулинов 
и лимфоцитов) и иммуногенность биологических 
препаратов.

Долгосрочные побочные эффекты. База данных 
по безопасности, представляемая для оценки но-
вого препарата, должна быть достаточно большой, 
должен быть учтен механизм действия препарата 
и сопутствующие заболевания пациентов. В случае 
если аксСПА является дополнительным показанием 
к применению уже зарегистрированного препарата 
или препарата, исследуемого по другим показаниям 

(например, ревматоидный артрит или псориатиче-
ский артрит), данные о безопасности, полученные 
в ходе исследований по другим показаниям, могут 
рассматриваться как дополнительные при условии, 
что режим дозирования одинаков.

При проведении подтверждающих исследова-
ний эффективности, а также других исследований, 
специфичных для аксСПА, могут быть получены 
и данные по безопасности применения препара-
та. В связи с хроническим характером заболевания 
и необходимостью длительного лечения период на-
блюдения в КИ должен превышать 12 месяцев (на-
пример, 18–24 месяца).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Планирование клинических исследований пре-
паратов, применяемых при терапии аксСПА, сле-
дует проводить с учетом классификации заболе-
вания, существенно изменившейся за последние 
годы. Дизайн клинического исследования должен 
учитывать специфику, механизм действия иннова-
ционных препаратов для лечения аутоиммунных 
заболеваний и особенности целевой популяции. 
Результаты анализа дизайнов клинических иссле-
дований препаратов, применяемых для лечения АС, 
а также международных рекомендаций показали, 
что длительность терапии в подтверждающих кли-
нических исследованиях в целом не может состав-
лять менее одного года. Особое внимание следует 
уделять сопутствующей терапии и активной тера-
пии в группе сравнения. Критерии эффективности 
препаратов охватывают широкий спектр характери-
стик и существенным образом связаны с оценкой 
функционального состояния пациентов.

Результаты исследования целесообразно исполь-
зовать при разработке рекомендаций по программе 
клинического изучения новых препаратов для лече-
ния аксиального спондилоартрита. Рекомендации, 
гармонизированные с требованиями ведущего ре-
гуляторного органа Европейского союза, позволят 
повысить качество проводимых клинических ис-
следований и уровень взаимного признания между-
народных и отечественных исследований.
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