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Уважаемые коллеги!

В номере журнала, посвященном доклиническим 
исследованиям, публикуются оригинальные и обзор-
ные статьи, отражающие общие и специфические 
подходы к исследованиям лекарственных средств.

Данные доклинических исследований составляют 
основу первичной характеристики механизма дей-
ствия, потенциальных фармакологических, фарма-
кокинетических и токсикологических свойств препа-
рата и являются предметом тщательной экспертной 

оценки при определении отношения ожидаемой пользы к возможному риску при его 
применении.

В настоящее время при проведении доклинических исследований необходи-
мо следовать принципам 3R (Replacement  — замена; Refinement  — улучшение; 
Reduction — сокращение), что требует строгого соблюдения этических норм при про-
ведении экспериментов на животных, предусматривает использование валидиро-
ванных методов in vitro и методов прогнозирования in silico для замены или исклю-
чения отдельных исследований на животных.

На современном этапе разработка биотехнологических и таргетных средств тре-
бует новых методологических подходов к доклиническим исследованиям.

На последующих этапах обращения лекарственных средств доклинические ис-
следования могут рассматриваться как эффективный инструмент углубленного 
изучения лекарственных препаратов по расширению показаний, изменению режи-
ма дозирования и способов применения, разработке лекарственных комбинаций 
и, при необходимости, переоценки безопасности лекарственного средства и др.

Таким образом, доклинические исследования являются важнейшим этапом 
разработки нового лекарственного средства и, как правило, служат основанием 
для принятия ответственного решения о целесообразности и безопасности его пер-
вого применения у человека.

Искренне ваша, 
главный редактор

Косенко 
Валентина Владимировна
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«Не навреди» — основной принцип обеспечения безопасности пациента, таким 
образом, очевидна оправданная жесткость и требовательность к безопасно-
сти лекарственных препаратов, определенная законодательно. Доклиниче-
ская оценка безопасности направлена на защиту здоровья человека за счет 
исключения потенциальных препаратов, прогнозируемый риск клинического 
применения которых превышает возможную пользу. Токсикология традиционно 
определяется как «наука о пагубном воздействии химических веществ на жи-
вые организмы», а токсикологические исследования являются неотъемлемой 
частью доклинического изучения новых лекарственных препаратов. О роли ток-
сикологии в доклинических исследованиях рассказывает член-корреспондент 
РАН, доктор медицинских наук, профессор, лауреат Государственной премии 
Российской Федерации Андрей Дмитриевич ДУРНЕВ  — руководитель отдела 
лекарственной токсикологии ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», 
председатель комиссии Министерства здравоохранения Российской Федера-
ции по аттестации экспертов на право проведения экспертизы лекарственных 
средств для медицинского применения, заместитель председателя Межведом-
ственного совета РАН по научному обоснованию и сопровождению националь-
ной лекарственной политики Российской Федерации.

Ключевые слова: лекарственная токсикология; доклинические исследования; генотоксикологические ис-
следования
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Лекарственная токсикология занимает важнейшее место в структуре доклинических исследований
Дурнев А.Д. 
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Andrey D. DURNEV: 
“Pharmaceutical Toxicology is the Most 
Important Component of Preclinical Studies”

The first principle for ensuring patient safety is to do no harm (primum non nocere). 
It clearly justifies why the legislative requirements for the safety of medicinal 
products should be strict and meticulous. The aim of preclinical safety evaluation 
is to protect public health by preventing the clinical use of medicinal products with 
a potentially unfavourable risk–benefit profile. Traditionally, toxicology is defined as 
the study of the adverse effects of chemical substances on living organisms. Toxicity 
studies are integral to preclinical programmes for new medicinal products. The role 
of toxicology in preclinical studies is explained in this interview by Corresponding 
Member of the Russian Academy of Sciences, Doctor of Medical Sciences, and Full 
Professor Andrey D. Durnev. Dr. Durnev is a laureate of the State Prize of the Russian 
Federation. He holds the positions of Head of the Pharmaceutical Toxicology De-
partment of V.V. Zakusov Institute of Pharmacology, Chairman of the Commission of 
the Ministry of Health of the Russian Federation for the Certification of Experts for 
the Right to Perform Regulatory Evaluation of Medicinal Products for Human Use, 
and Deputy Chairman of the Interdepartmental Council of the Russian Academy of 
Sciences on the Scientific Substantiation and Maintenance of Drug Policy of the Rus-
sian Federation.

Key words: pharmaceutical toxicology; preclinical studies; genotoxicity studies

For citation: Durnev A.D. Pharmaceutical toxicology is the most important component of preclinical studies. Bul-
letin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. Regulatory Research and Medicine Evaluation. 
2023;13(1):8–13. https://doi.org/10.30895/1991-2919-2023-13-1-8-13

–  Андрей Дмитриевич, вы много лет занимае-
тесь лекарственной токсикологией, расскажите, 
каково место лекарственной токсикологии в со-
здании новых лекарств?

Разработка нового инновационного лекар-
ственного средства  — длительный и весьма 
затратный процесс. Велико бывает разоча-
рование исследователей и инвесторов, когда 
на заключительных этапах создания препарата 
выявляются эффекты, исключающие или огра-
ничивающие его практическое применение. 
Отсюда очевидно, что практичнее начинать 
доклинические токсикологические исследо-
вания как можно раньше. В идеале — еще 
на стадии теоретической проработки идеи 
с помощью компьютерных моделей. И далее — 
на всех этапах разработки, поскольку известно, 
что проявления токсичности in vivo могут зави-
сеть не только от структуры и дозы соединения, 
но также от пути, длительности, режима вве-
дения, состава готовой лекарственной формы 
и многих других переменных. Наилучший ре-
зультат достигается в тех случаях, когда фар-
маколог и лекарственный токсиколог работа-
ют в тесном контакте с самых ранних стадий 
разработки, а на заключительном этапе, когда 
определяется соотношение «польза–риск» 
применения лекарственного препарата, к ним 

присоединяются клинические фармакологи 
и профильные клинические специалисты.

На каждом этапе разработки направленность 
и объем доклинических токсикологических 
исследований существенно различаются 
и определяются, помимо природы исследу-
емого соединения и спектра его фармако-
логической активности, многими другими 
факторами. Оценка токсичности действую-
щего вещества, фармацевтической субстан-
ции и (или) препарата не может быть сведена 
к выполнению рутинных тестов и является 
самостоятельной научной задачей, требу-
ющей разработки специальной стратегии 
и тактики выполнения.

 –  Когда лекарственная токсикология как отдель- 
ная наука была выделена из общей фармаколо-
гии и заняла значимое место в сфере регулятор-
ных исследований?

Рассматривая лекарственную токсикологию, 
уместно упомянуть Парацельса, которому 
принадлежит знаменитый афоризм: «Одна 
только доза делает вещь ядовитой». Здесь нет 
упоминания о лекарстве, но там, где появляет-
ся понятие дозы, возникают науки фармаколо-
гия и лекарственная токсикология! Последняя 
рассматривается как раздел фармакологии.

ABSTRACT
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Pharmaceutical toxicology is the most important component of preclinical studies
Durnev A.D. 
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Современная лекарственная токсикология 
сопряжена с регуляторной токсикологией. 
Между этими направлениями нет существен-
ных методологических различий, они могут 
восприниматься неразрывно, поскольку по-
священы доклинической оценке безопасности 
лекарственных средств. При строгом подходе 
можно отметить, что первая более смещена 
к исследованию и установлению фундаменталь-
ных явлений, механизмов и закономерностей 
проявления токсических эффектов, вторая ори-
ентирована на оценку безопасности конкретных 
субстанций и препаратов в интересах регули-
рующих ведомств в соответствии с принятыми 
нормативами. Таким образом, лекарственную 
токсикологию можно расценивать как фунда-
ментальную основу регуляторной токсикологии.

Историю лекарственной токсикологии в ее регу-
ляторном аспекте логично отсчитывать с 1938 г., 
когда в США в законе о продуктах питания, ле-
карственных веществах и косметических сред-
ствах появился пункт, обязывающий проверять 
их безопасность и эффективность на животных. 
Появление этого правила было инициировано 
гибелью в 1937 г. 107 американцев, получивших 
«Эликсир сульфаниламида», загрязненный ди-
этиленгликолем.

Особую значимость лекарственная токсикология 
приобрела после общеизвестной талидомидо-
вой трагедии, к счастью, практически не затро-
нувшей нашу страну. Именно в это время, в 1963 г., 
решением Министерства здравоохранения СССР 
было создано Управление по внедрению новых 
лекарственных средств и медицинской техни-
ки. В составе этого управления функциониро-
вал Фармакологический комитет, оценивающий 
безопасность и эффективность лекарственных 
средств. В состав Фармакологического комите-
та и приданных ему экспертных комиссий вхо-
дили ведущие токсикологи, трудами которых 
была сформирована современная отечествен-
ная лекарственная и регуляторная токсикология. 
Уместно привести имена членов-корреспонден-
тов РАН и РАМН Гуськовой Т.А. и Любимова Б.И., 
профессоров Арзамасцева Е.В., Березовской И.В., 
Ревазовой Ю.А. и многих других, трудами кото-
рых в 2000, 2005 и 2012 гг. были подготовлены 
и введены в обращение руководства по прове-
дению доклинических токсикологических ис-
следований.

В 1990–1992  гг. функции Фармакологического 
комитета перешли к вновь созданному учре-
ждению, претерпевшему несколько пере-
именований. Сейчас это ФГБУ «Научный центр 

экспертизы средств медицинского применения» 
Министерства здравоохранения Российской 
Федерации.

 –  Каковы тенденции развития современной ле-
карственной/регуляторной токсикологии, как из-
менилась эта наука за последние десятилетия?

Исследования, направленные на обеспечение 
безопасности лекарств, характеризуются кон-
сервативным постоянством подходов и методов, 
но в последние годы существенно модифициру-
ются. Это связано с возникновением различных 
взглядов и требований к оценке воспроизведен-
ных и гибридных препаратов, инновационных 
препаратов, в том числе созданных на осно-
ве био- и нанотехнологий, радиофармацев-
тических препаратов, препаратов для генной 
терапии, а также успехами и неудачами в попыт-
ках использования новых биомедицинских под-
ходов и методов исследований.

Существенный сдвиг в области лекарственной 
токсикологии произошел относительно недавно, 
на рубеже веков. Токсичность перестали рассмат-
ривать как специфическое свойство препарата 
или иного ксенобиотика, определив ее как круг 
неблагоприятных последствий специфического 
взаимодействия между действующим фактором 
и организмом. Это, незначительное, на первый 
взгляд, смещение акцента породило много след-
ствий. Среди них такие важные, как учет индиви-
дуальной и межвидовой чувствительности, диф-
ференциация собственно фармакологических 
и токсических эффектов, повышенное внимание 
к возможным отдаленным последствиям воздей-
ствий, связанных с влиянием на геном и (или) ор-
ганизм во внутриутробном периоде, к выявлению 
дозовых зависимостей и механизмов реализации 
токсических эффектов и др.

Успехи медико-биологических наук способ-
ствовали стремительному пополнению ис-
следовательского арсенала лекарственных 
токсикологов: выявление и использование мо-
лекулярно-биологических маркеров, визуали-
зация патологических процессов и широкое ис-
пользование токсикокинетических данных все 
прочнее занимают позиции в практике оценки 
безопасности лекарственных средств.

Достижения в разработке наноформ препаратов, 
средств для генной терапии, биофармацевтиче-
ских и радиофармацевтических препаратов ста-
вят новые задачи. Их решение не всегда может 
опираться на опыт, накопленный в области ток-
сикологии малых молекул. Например, при разра-
ботке генотерапевтических препаратов важна 
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оценка инсерционного мутагенеза, нерегули-
руемой экспрессии трансгена, долговременной 
персистенции, вертикального переноса генов 
и пр. Это, с одной стороны, требует модифика-
ции стандартных программ исследования без-
опасности, с другой  — еще раз подчеркивает 
мысль о том, что доклиническое токсикологиче-
ское исследование каждой фармакологической 
субстанции и лекарственного препарата являет-
ся самостоятельной научной задачей.

Среди новейших инициатив важно отметить 
программу «Tox21», ключевой концепцией 
которой является выявление молекулярных 
и клеточных событий, запускающих пути не-
благоприятных исходов, на основе идентифи-
кации которых с применением методов in vitro 
и in silico будет возможно максимально быстро, 
дешево и надежно предсказывать возможный 
вред для здоровья. Значимость подобных под-
ходов для обеспечения безопасности лекарств 
и их место в лекарственной токсикологии еще 
предстоит обсудить!

 –  Какие главные дискуссионные вопросы вы 
можете выделить в области доклинической 
оценки безопасности лекарств?

С одной стороны, есть десятилетиями устояв-
шиеся, проверенные регуляторные правила 
оценки безопасности лекарственных препа-
ратов, с другой — большое количество разной 
степени обоснованности новаций. Многие 
из них не имеют научного наполнения, а каса-
ются административно-организационной и эти-
ческой составляющих.

Оживленно обсуждается вопрос о замене ис-
следований на животных на так называемые 
«альтернативные методы». В декабре 2022  г. 
в сенате США был рассмотрен и принят закон 
«Альтернативы тестированию на животных 
для целей применения лекарственных средств 
и биологических продуктов», расцененный 
многими как повод для отказа от использова-
ния животных при исследованиях безопасно-
сти лекарственных средств [1]. Примечательно, 
что дискуссия об использовании животных в экс-
периментах продолжается с позапрошлого века. 
В руководстве по фармакологии, выпущенном 
в Санкт-Петербурге в 1884 г., отмечается: «…или 
придется экспериментировать на самом челове-
ке, или же пожертвовать животным для челове-
ка»1. Я однозначно разделяю позицию исследо-
вателей, которые выступают за использование 
животных и утверждают, что «…неживотные 

технологии все еще «в зачаточном состоянии» 
и не смогут заменить модели на животных 
в течение многих, многих лет» [1].

Как нечто новое часто подается и обсуждает-
ся идея 3R, выдвинутая в 1959 г. [2], предпола-
гающая замену, сохранение и улучшение ис-
пользования и содержания животных. Главный 
и полностью разделяемый мной посыл этой 
инициативы  — гуманное отношение к живот-
ным и минимизация их страданий. Как большой 
успех наших научных организаций следует при-
ветствовать создание и функционирование био-
этических комиссий, рассматривающих научную 
и этическую обоснованность экспериментов 
на животных.

Наконец, остается актуальным внедрение над-
лежащей лабораторной практики (GLP). Она 
не имеет научной составляющей и является тех-
нологией, обеспечивающей качество научного 
процесса, то есть достоверность, воспроизводи-
мость и прогностическую значимость экспери-
ментальных данных. GLP предъявляет высокие 
требования к материально-техническому осна-
щению и кадрам, требует перестройки уже име-
ющихся систем обеспечения качества. Зачастую 
наблюдается парадоксальная ситуация: коллек-
тивы, имеющие вновь созданную материаль-
ную базу, удовлетворяющую требованиям GLP, 
не имеют достаточного опыта для проведения 
всего комплекса доклинических токсикологи-
ческих исследований, а сложившиеся и устояв-
шиеся коллективы академических учреждений, 
имеющие необходимый опыт, не располагают 
материально-технической базой для полно-
масштабного внедрения GLP.

Что касается сугубо научных проблем, то их 
много, не получится осветить все в одном интер-
вью. Пунктирно коснусь трех, наиболее общих, 
в каком-то смысле извечных проблем оценки 
острой и хронической токсичности и специфи-
ческих видов токсичности лекарственных пре-
паратов.

Первая проблема — экстраполяция результатов 
исследований с экспериментальных животных 
на человека. Ее осложняют много факторов, 
прокомментирую два. Первый  — межвидовая 
чувствительность, различия в которой, напри-
мер, для 2,3,7,8-тетрахлордибензодиоксина 
по показателям LD достигают сотен раз [3, 4]. 
Второй  — проявления токсичности в зависимо-
сти от состояния организма. Стандартные ис-
следования проводятся на здоровых молодых 

1	 Нотнагель Г., Россбахъ М.I. Дополненiе къ четвертому изданiю Руководства къ фармакологiи. Составлено по пятому не-
мецкому изданiю д-ромъ Вилижанинымъ. СПб.: изданiе журнала «Медицинская Библiотека»; 1884.
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животных, тогда как до 50% препаратов назна-
чаются пациентам старшей возрастной группы, 
обремененным комплексом различных заболе-
ваний. Отсюда для оценки безопасности мно-
гих лекарств, во-первых, необходимо примене-
ние биомоделей заболеваний, во-вторых, учет 
фактора возраста, например при исследовании 
препаратов для педиатрической или гериатри-
ческой практик.

Вторая проблема  — экстраполяция доз. Соот
ношение эффективных и токсических доз между 
человеком и животными остается terra incognita. 
Нет общепринятых алгоритмов переноса, каж-
дый известный алгоритм уязвим для критики. 
Возможно, бол́ьшая ясность в этом вопросе на-
ступит при более широком привлечении ток-
сикокинетики в сферу рутинных исследований 
и дифференциации подходов относительно пре-
паратов разных фармакологических групп.

Третья проблема  — «стандартизованность» 
исследований. С моей точки зрения, недопу-
стимо исследование безопасности различных 
по природе и фармакологической активности 
соединений или их комплексов по стандарт-
ным, усредненным протоколам. Исследование 
каждого фармакологического вещества, каждой 
готовой лекарственной формы должно являть-
ся самостоятельной научной задачей, которая 
может быть успешно решена только в содруже-
стве фармаколога-разработчика и токсиколога. 
Исходя из этого, непривлекательной выглядит 
идея создания специализированных центров 
доклинических токсикологических исследова-
ний, работающих в отрыве от разработчиков ле-
карственных средств.

 –  Андрей Дмитриевич, как, по вашему мнению, 
будет развиваться наука токсикология в бли-
жайшие десятилетия?

Прежде всего думаю, что здравый смысл возобла-
дает и исследования с использованием животных 
останутся превалирующими в оценке безопасно-
сти лекарств. Вместе с этим очевидно, что в области 
доклинических токсикологических исследований 
биофармацевтических препаратов определенный 
вес приобретут исследования in  vitro с хорошо 
доказанной и научно обоснованной прогности-
ческой значимостью, а на ранних этапах разра-
ботки лекарственных средств в прогностических 
целях широко будут применяться методы in silico. 
Очевидна необходимость в уточнении и пере-
смотре многих действующих протоколов токсиче-
ских исследований на основе вновь получаемых 
данных и (или) в отношении отдельных групп пре-

паратов, например радиофармацевтических пре-
паратов или нанопроизводных и др.

Как глобальная тенденция продолжится тренд 
от оценки токсичности препарата к оценке без-
опасности его применения. Большее внимание 
будет уделяться факторам, модифицирующим 
токсические эффекты и, в конечном счете, опре-
деляющим индивидуальную и (или) групповую 
(нозологическую) чувствительность челове-
ка к токсическим воздействиям. Все большее 
внимание будет уделяться минимизации за-
трат и времени при максимизации информа-
ции о безопасности применения лекарственно-
го средства. Например, уже сегодня получены 
убедительные доказательства того, что двух-
трехлетняя оценка канцерогенности препарата 
с высокой надежностью может быть заменена 
набором краткосрочных тестов на геноток-
сичность и клеточную трансформацию in vitro, 
и мы на пороге отказа от длительных исследо-
ваний на канцерогенность.

Очевидны многие локальные изменения 
в практике доклинической оценки безопасно-
сти, например внедрение биомоделей, расши-
рение токсикокинетических исследований, уже 
упомянутые визуализация и применение био-
маркеров, в том числе позволяющих не толь-
ко констатировать патологические изменения, 
но также прижизненно отслеживать их динами-
ку. Предполагаю, что произойдет расширение 
спектра конечных точек, по которым прово-
дится оценка токсичности. Тактика и стратегия 
доклинического исследования все больше будут 
ориентированы на повышение предиктивной 
ценности доклинических тестов, все глубже 
будет проводиться дифференциация объема 
исследований и выбора тестов с учетом при-
роды препаратов разных фармакологических 
групп и специфики клинического применения 
лекарств. Например, уже очевидно, что оценку 
эмбриотоксичности, тератогенности и фетоток-
сичности лекарственных средств, предназна-
ченных для беременных, следует выполнять 
не на одном, а на двух видах животных. Все 
чаще оценивается фотобезопасность лекарств 
и формирование под их влиянием лекарствен-
ной зависимости.

Внедрение новых методов в область токсиколо-
гии прямо зависит от фундаментальных и мето-
дологических успехов медико-биологических 
наук. На их основе лекарственная и связанная 
с ней регуляторная токсикология будут раз-
виваться и совершенствоваться вместе с раз-
вивающейся наукой, поскольку безопасность 
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применения  — важнейшая характеристика 
современных лекарственных средств.

 –  В 2022 году опубликована ваша моногра-
фия «Генетическая токсикология» в соавторстве 
с А.К.  Жанатаевым и Н.В.  Ереминой, посвящен-
ная современным генотоксикологическим ис-
следованиям. Каковы основные тенденции раз-
вития этой науки?

Генетическая токсикология  — раздел по изуче-
нию влияния химических веществ на генетиче-
ские структуры половых и соматических клеток. 
Генотоксические поражения инициируют и (или) 
сопровождают наследственные, онкологиче-
ские, сердечно-сосудистые заболевания, на-
рушения репродуктивной функции, сахарный 
диабет и другие заболевания. Принципиально, 
что патологическая манифестация генотоксич-
ности отсрочена на годы, десятилетия и даже 
поколения, то есть не может быть выявлена 
в ходе оценки острой и хронической токсично-
сти. Поэтому тестирование на генотоксичность 
выделено в отдельный вид специфических ви-
дов токсичности и имеет свою методологию, 
опирающуюся на инструментальные генетиче-
ские и молекулярно-генетические методы.

На переломе веков в доклиническую практику 
вошли комплексные программы, позволяющие 
всесторонне оценивать генотоксический потен-
циал ксенобиотиков, а проверка на мутагенность 
(генотоксичность) стала обязательной процеду-
рой во всех странах с развитой регуляторной 
системой. Обнаружение генотоксической ак-
тивности в подавляющем большинстве случаев 
означает прекращение разработки препарата, 
что определяет необходимость как можно более 
раннего проведения таких исследований.

Сегодня продолжаются обширные работы 
по исследованию механизмов и закономер-
ностей мутагенеза в различных типах клеток, 
совершенствованию имеющихся и разработке 
новых методов выявления генотоксических 
эффектов, оценке риска генотоксических воз-
действий, мониторингу биомаркеров геноток-
сичности, особенностям проведения исследо-
ваний для лекарственных препаратов разных 
групп и многим другим направлениям, совокуп-
ность которых рассматривается в монографии. 
Помимо этого, большое внимание уделяется 
вопросам фармакологической и нутрициологи-
ческой защиты генома, а следовательно, про-
филактике болезней, обусловленных геноток-
сическими поражениями.

 –  Андрей Дмитриевич, ощущается ли санкци-
онное давление на работу российских фармако-
логов и токсикологов?

Это очень многогранный вопрос. Если коротко, 
то в плане материально-технического снабже-
ния ощущается заметно, хотя положение стаби-
лизируется и выправляется, но на новом уров-
не финансовых затрат. В отношении научного 
и экспертного процесса все более оптимистично. 
Россия относится к странам с развитой системой 
регистрации и обращения лекарственных средств, 
располагает серьезным кадровым и научным по-
тенциалом. Беспокойство вызывает сложившаяся 
тенденция к копированию зарубежных образцов 
в области обеспечения безопасности лекарств, 
их превалирование над отечественными тради-
циями и разработками. Санкции стимулируют 
переоценку подобного подхода и дают возмож-
ность реализовать и внедрять передовые идеи 
отечественных специалистов.
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Отсутствие в достаточном количестве зарегистрированных лекарственных 
средств для педиатрической популяции является общемировой проблемой. По-
скольку дети являются пациентами, входящими в группы повышенного риска, 
при разработке лекарственных препаратов для педиатрии необходимо заранее 
оценить и максимально минимизировать неоправданные риски.
Цель работы  — анализ действующей нормативно-правовой и методической 
базы доклинических исследований и выделение ключевых факторов риска 
для обоснования безопасности педиатрических пациентов при разработке пре-
паратов, предназначенных для детей.
Одна из основных задач доклинической оценки безопасности препаратов, 
предназначенных для применения в педиатрии, состоит в выявлении нежела-
тельного воздействия на процессы роста и развития организма. Согласно ме-
тодическим руководствам национального и международного статуса, данные 
по безопасности, полученные в ходе клинических исследований с участием 
взрослых, представляют наиболее ценную информацию для решения вопро-
са о безопасности включения педиатрических пациентов в клинические испы-
тания. Вопрос о проведении доклинических исследований с использованием 
неполовозрелых (ювенильных) животных рассматривается в тех случаях, когда 
имеющиеся данные по безопасности, полученные из экспериментов на поло-
возрелых животных и у взрослых пациентов в клинических исследованиях, 
признаются недостаточными для оценки безопасности клинических испытаний 
с участием детей. Программа доклинических исследований педиатрических 
препаратов разрабатывается на основании комплексной оценки ключевых фак-
торов риска в каждом конкретном случае с использованием анализа весомости 
доказательств (WoE). Вывод о безопасности применения лекарственного препа-
рата у детей должен базироваться на оценке риска в релевантных клинических 
и доклинических исследованиях.
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The lack of approved paediatric medicines is a global problem. Since paediatric pa-
tients are a high-risk group, a developer of paediatric medicines needs to evaluate 
and minimise unjustified risks early in the development process.
The  aim of the  study was to  analyse the current regulatory and methodological 
framework for non-clinical research and identify key risk factors that need address-
ing in paediatric drug development in order to substantiate the safety of children.
One of the  main objectives of non-clinical safety assessment of a  medicinal pro
duct intended for children is to  identify undesirable effects on child growth and 
development. According to national and international methodological guidelines, 
the developer may obtain the most valuable information to decide whether it is 
safe to enrol children into a clinical trial from the safety data collected in clinical 
studies in adult subjects. If the safety data available from studies in mature animals 
and adult subjects are insufficient to  evaluate the  safety of the  clinical trial for 
paediatric patients, the developer may consider conducting non-clinical studies in 
immature (juvenile) animals. A paediatric non-clinical testing programme should be 
in line with a comprehensive significance assessment of key risk factors carried out 
on a case-by-case basis using weight-of-evidence (WoE) analysis. The conclusion on 
the safety of a medicinal product for children should be based on risk assessment in 
relevant clinical and non-clinical studies.

Key words: medicines; non-clinical studies; paediatrics; key risk factors; WoE analysis; juvenile animals; risk 
assessment
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Введение
Отсутствие в достаточном количестве зареги-
стрированных лекарственных средств для пе-
диатрической популяции является общемиро-
вой проблемой, поскольку разработка таких 
препаратов зачастую экономически невыгодна 
для фармацевтических предприятий и держа-
телей регистрационных удостоверений. Это 
связано с высокими затратами при неясных пер-
спективах возврата средств в педиатрическом 
сегменте фармрынка, доля которого оценивает-
ся примерно в 3% [1]. Для исправления создав-
шейся ситуации при разработке лекарственных 
препаратов в странах Европейского союза (ЕС) 
и США принимаются законодательные акты, 
правила, требования, которые, с одной стороны, 
поощряют, с другой  — обязывают фармацевти-
ческие компании к проведению педиатриче-
ских исследований [2]. В Российской Федерации 

жесткие регуляторные требования к разработке 
педиатрических препаратов отсутствуют, не-
смотря на то, что и в нашей стране существует 
дефицит лекарственных препаратов для детей. 
Так, в 2019  г. в Государственном реестре ле-
карственных средств России было зарегистри-
ровано всего 72 лекарственных средства (из 
53,5  тыс.) с указанием «для детей» под 54 тор-
говыми наименованиями, из них только 2 пре-
парата официально разрешены для применения 
у детей в возрасте до 1 месяца [3].

Поскольку дети являются пациентами, входящи-
ми в группы повышенного риска1, при разработке 
лекарственных препаратов для педиатрической 
популяции необходимо максимально миними-
зировать неоправданные риски. Одна из воз-
можностей решения этой задачи заключается 
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1	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекар-
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в проведении доклинических исследований без-
опасности. Однако, как показывает эксперт-
ный опыт, отечественные разработчики зача-
стую формально подходят к доклиническим 
исследованиям безопасности лекарственных 
средств для детей, полагая, что сам факт изу-
чения общетоксического действия препарата 
на неполовозрелых животных является до-
статочным основанием для включения соот-
ветствующей популяции пациентов в инструк-
цию по медицинскому применению препарата. 
Иными словами, в досье отсутствуют анализ 
ключевых факторов риска применения препа-
рата в педиатрической популяции, обоснова-
ние целесообразности и дизайна программы 
доклинических исследований, не представлена 
научная интерпретация полученных результа-
тов. Вышеизложенное зачастую нивелирует 
ценность проведенного исследования и означа-
ет, что были впустую потрачены материальные 
средства и экспериментальные животные, т.е. 
не выполнены принципы 3R (reduce, replace, re-
fine — уменьшить, заменить, улучшить).

Цель работы  — анализ действующей норма-
тивно-правовой и методической базы докли-
нических исследований и выделение ключевых 
факторов риска для обоснования безопасности 
педиатрических пациентов при разработке пре-
паратов, предназначенных для детей.

В статье не рассматриваются рекомендации 
по проведению доклинических исследований 
на неполовозрелых животных для препаратов 
генной и клеточной терапии, вакцин, тканевых 
инженерных продуктов.

Нормативно-правовая и научно-
методическая база, регламентирующая 
доклинические исследования 
безопасности педиатрических препаратов
Российская Федерация. Согласно действующе-
му законодательству2 клиническому исследо-
ванию лекарственного препарата с участием 
детей должны предшествовать клинические 
исследования на совершеннолетних гра-
жданах, за исключением случаев, когда 

исследуемый препарат предназначен исклю-
чительно для использования несовершенно-
летними гражданами.

Подходы к планированию доклинических иссле-
дований безопасности с целью последующего 
проведения клинических исследований и реги-
страции лекарственных средств, в том числе 
педиатрических, установлены согласно ГОСТ3. 
Общие принципы планирования доклинических 
исследований в ходе разработки противоопу-
холевых лекарственных средств, включая пре-
параты для детей, определяет еще один ГОСТ4. 
Основные научно-методические принципы 
доклинических исследований при разработке 
лекарственных средств для детей изложены 
в Руководстве по проведению доклинических 
исследований лекарственных средств5.

Евразийский экономический союз. В отношении 
лекарственных препаратов, предназначенных 
исключительно для применения несовершен-
нолетними, проводится ускоренная экспертиза 
лекарственных препаратов6. Данное положение 
призвано ускорить вывод на рынок лекарствен-
ных средств для применения в педиатрической 
практике, но в то же время накладывает особое 
бремя ответственности за безопасность педиа-
трических пациентов как на разработчика пре-
парата, так и на экспертную организацию.

В экспертном отчете по оценке результатов 
доклинических исследований указано на необ-
ходимость согласования плана исследования 
препарата у детей с уполномоченными органа-
ми и организациями, осуществляющими экспер-
тизу лекарственных препаратов7. Необходимо 
отметить, что к моменту написания статьи дан-
ное положение носило декларативный характер, 
поскольку отсутствовали регламентирующие 
документы Евразийского экономического сою-
за (ЕАЭС) по составлению плана исследования 
препарата у детей и процедуре согласования 
этого плана с уполномоченными органами.

Единый порядок проведения доклинических ис-
следований безопасности лекарственных препа-
ратов для их последующей регистрации в рамках 

2	 Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».
3	 ГОСТ Р 56701-2015. Лекарственные средства для медицинского применения. Руководство по планированию доклиниче-

ских исследований безопасности с целью последующего проведения клинических исследований и регистрации лекар-
ственных средств. 

4	 ГОСТ Р 57147-2016. Лекарственные средства для медицинского применения. Доклинические исследования противоопу-
холевых лекарственных средств. 

5	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
6	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 78 «О Правилах регистрации и экспертизы лекар-

ственных средств для медицинского применения».
7	 Там же, Приложение № 13 «Указания по составлению экспертного отчета по оценке результатов доклинических (неклини-

ческих) исследований».
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ЕАЭС установлен согласно Руководству8. В доку-
менте отражена взаимосвязь между необходи-
мостью проведения доклинических исследова-
ний и проведением клинических исследований, 
в том числе с участием детей.

Рекомендации по фармацевтической разра-
ботке лекарственных препаратов для детей 
в возрасте от рождения до 18 лет содержатся 
в соответствующем документе9.

Также принята рекомендация Коллегии Евразий
ской экономической комиссии (ЕЭК), которая 
обобщает имеющуюся информацию о лекарствен-
ных формах лекарственных препаратов для детей 
и содержит примеры использования разрешенных 
лекарственных форм лекарственных препаратов 
для детей с учетом разъяснения порядка их изуче-
ния лицам, участвующим в разработке и изготов-
лении лекарственных препаратов, в улучшении 
доступности подходящих лекарственных форм 
лекарственных препаратов для детей10.

Международный совет по гармонизации техни-
ческих требований к лекарственным средствам 
для медицинского применения (International 
Council for Harmonisation of Technical Requirements 
for Pharmaceuticals for Human Use, ICH). В ЕС с це-
лью стимулирования разработки лекарствен-
ных средств для детей в возрасте от 0 до 17 лет 
и содействия их скорейшему внедрению в меди-
цинскую практику с 26 января 2007 г. вступили 
в силу два документа:
•	 постановление № 1901/2006  Европейского 

парламента и Совета ЕС от 12 декабря 2006 г. 
о лекарственных средствах для использова-
ния в педиатрии11;

•	 поправка № 1902/2006 к постановлению 
№ 1901/2006, в которую внесены изменения, 
касающиеся процедур принятия решений 
для Европейской комиссии12.

Эти акты кардинально изменили нормативное 
регулирование при разработке педиатрических 

лекарственных средств в Европе. Был сфор-
мирован Педиатрический комитет (Paediatric 
Committee, PDCO)13, который заменил ранее су-
ществовавшую рабочую группу по педиатрии 
(Paediatric Working Group, PWG). Основная задача 
PDCO заключается в определении исследований, 
которые фармацевтические компании обязаны 
проводить при разработке препаратов для детей 
в соответствии с планами педиатрических иссле-
дований (paediatric investigation plan, PIP).

В октябре 2017 г. Европейская комиссия опубли-
ковала десятилетний отчет о выполнении поста-
новлений №  1901/2006 и 1902/2006. В докла-
де показано увеличение количества лекарств 
для детей во многих терапевтических областях 
за последние десять лет, особенно в области 
ревматологии и инфекционных заболеваний. 
Однако отмечено, что прогресс в разработке 
препаратов для терапии именно детских забо-
леваний или патологий, для которых характер-
ны биологические различия между взрослыми 
и детьми, особенно для редких заболеваний, яв-
ляется недостаточным14.

В настоящее время в ЕС и США действуют руко-
водства, направленные на:
•	 поддержание и упрощение своевременной 

разработки педиатрических лекарственных 
препаратов;

•	 обеспечение проведения надлежащих ис-
следований лекарственных препаратов и их 
разработки с соблюдением этических норм;

•	 обеспечение надлежащей регистрации ле-
карственных препаратов для использования 
в педиатрии;

•	 улучшение доступной информации 
об использовании лекарственных препара-
тов для лечения детей;

•	 уменьшение числа случаев использования 
препаратов вне утвержденных показаний 
согласно инструкции по медицинскому при-
менению15.

8	 Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по докли-
ническим исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных 
препаратов».

9	 Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 21.12.2021 № 30 «О Руководстве по фармацевтической 
разработке лекарственных средств для применения в педиатрической практике».

10	Рекомендация Коллегии Евразийской экономической комиссии от 13.09.2021 № 23 «О Руководстве по определению воз-
можности использования лекарственной формы лекарственного препарата в педиатрической практике или в отношении 
отдельной группы педиатрической популяции в целях указания соответствующих сведений в общей характеристике ле-
карственного препарата и инструкции по медицинскому применению».

11	Regulation (EC) No 1901/2006 of the European Parliament and of the Council of 12 December 2006 on medicinal products for 
paediatric use and amending regulation (EEC) No 1768/92, Directive 2001/20/EC, Directive 2001/83/EC and Regulation (EC) 
No. 726/2004.

12	Regulation (EC) No 1902/2006 of the European Parliament and of the Council of 20 December 2006 amending Regulation 
1901/2006 on medicinal products for paediatric use.

13	https://www.ema.europa.eu/en/committees/paediatric-committee-pdco
14	https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/overview/paediatric-medicines/paediatric-regulation
15	https://toolbox.eupati.eu/resources/developing-medicines-for-children-overview/

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&rurl=translate.google.ru&sl=en&sp=nmt4&u=http://ec.europa.eu/health/files/eudralex/vol-1/reg_2006_1901/reg_2006_1901_en.pdf&usg=ALkJrhg_BrcxsXf8kWXcXG3PC0SfuPiImA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&rurl=translate.google.ru&sl=en&sp=nmt4&u=http://ec.europa.eu/health/files/eudralex/vol-1/reg_2006_1902/reg_2006_1902_en.pdf&usg=ALkJrhjD--JBg6zFZ8tL4gAU_k5WHe68GQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=ru&prev=search&rurl=translate.google.ru&sl=en&sp=nmt4&u=http://ec.europa.eu/health/files/eudralex/vol-1/reg_2006_1902/reg_2006_1902_en.pdf&usg=ALkJrhjD--JBg6zFZ8tL4gAU_k5WHe68GQ
https://www.ema.europa.eu/en/human-regulatory/research-development/paediatric-medicines/paediatric-investigation-plans
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В марте 2020 г. было принято руководство ICH 
S11 по разработке и проведению доклиниче-
ских исследований безопасности педиатри-
ческих лекарственных средств16. Документ 
утвержден Комитетом по лекарственным сред-
ствам для применения у человека (Committee 
for Medicinal Products for Human Use, CHMP) 
Европейского агентства по лекарственным сред-
ствам (European Medicines Agency, EMA) и всту-
пил в силу 26 сентября 2020 г. Целью данного ру-
ководства является разработка международных 
стандартов для гармонизации доклинических 
исследований безопасности при разработке ле-
карственных средств для применения в педиа-
трии. Это должно способствовать своевремен-
ному проведению клинических исследований 
в педиатрической популяции и сокращению ис-
пользования животных в соответствии с прин-
ципами 3R. Рассматриваемые в руководстве ICH 
S11 лекарственные средства включают как про-
дукты, которые ранее использовались у взрос-
лых пациентов, так и препараты, которые пред-
назначены исключительно для детей.

Основные принципы проведения 
доклинических исследований при 
разработке педиатрических препаратов
Согласно Руководству ЕАЭС по доклиническим 
исследованиям безопасности в целях прове-
дения клинических исследований и регистра-
ции лекарственных препаратов17 (разработа-
но в соответствии с документом ICH M3(R2)18) 
для включения в клинические исследования 
детей требуется обоснование. Наиболее зна-
чимыми являются сведения о безопасности ле-
карственного препарата из ранее проведенных 
клинических исследований с участием взрос-
лых пациентов. Эта информация должна быть 
получена до начала исследований в педиатри-
ческой популяции, хотя допускается ситуация, 
когда подобные сведения недоступны, посколь-
ку препарат разрабатывается исключительно 
для терапии детских заболеваний. В руководстве 
особо отмечается, что решения о достаточно-
сти сведений по безопасности лекарственного 
препарата, полученных у взрослых пациентов, 
для начала клинических исследований у детей 
определяются в индивидуальном порядке. Таким 
образом, основное внимание должно уделяться 
клинической оценке пользы и риска. До начала 

клинических исследований с участием детей 
должны быть доступны результаты следующих 
доклинических исследований на взрослых жи-
вотных (табл. 1).

Доклинические исследования безопасности 
на животных служат прежде всего для получения 
информации о возможных токсических свойствах 
лекарственного препарата, которые недопусти-
мо изучать при его клиническом применении [4]. 
В исследованиях репродуктивной токсичности 
лекарственных средств было показано, что орга-
низм является наиболее уязвимым в период орга-
ногенеза — процесса формирования и развития 
органов. В детском возрасте продолжается раз-
витие центральной нервной, легочной и иммун-
ной систем, почек, скелета, желудочно-кишеч-
ного тракта, репродуктивной системы, поэтому 
у детей возможны токсические реакции, которые 
не проявляются при исследованиях во взрослой 
популяции, когда данные органы и системы орга-
низма уже сформированы [5].

Одним из возможных способов минимизировать 
риск развития токсических реакций при при-
менении лекарственного препарата у детей яв-
ляется проведение доклинических исследова-
ний безопасности на неполовозрелых животных. 
Для решения вопроса о необходимости данного 
вида исследований необходимо проанализиро-
вать результаты, полученные в экспериментах 
на половозрелых животных, имеющиеся клини-
ческие данные, класс-специфические эффекты 
препарата. Если будет признано, что имеющи-
еся сведения недостаточны для обоснования 
безопасности клинического исследования в пе-
диатрической популяции, следует рассмотреть 
вопрос о необходимости проведения дополни-
тельных доклинических исследований на непо-
ловозрелых животных. Определяющим факто-
ром для инициации таких исследований является 
возраст участников клинического исследования 
по отношению к продолжительности исследова-
ния. Если установлено возможное влияние пре-
парата на рост и развитие растущего организма, 
а дети являются основной терапевтической по-
пуляцией, могут потребоваться длительные ис-
следования на неполовозрелых животных.

Необходимо отметить, что, в отличие 
от токсикологических исследований на взрос-
лых животных, которые являются достаточно 

16	 ICH S11 Nonclinical safety testing in support of development of paediatric pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/616110/2018.
17	Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по докли-

ническим исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных 
препаратов».

18	 ICH M3(R2) Nonclinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing authorization for pharmaceuticals. 
EMA/CPMP/ICH/286/1995.
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регламентированными, доклинические ис-
следования на неполовозрелых (ювенильных) 
животных зачастую требуют индивидуального 
подхода. Формальное изучение общетоксиче-
ского действия на неполовозрелых животных 
является неприемлемым. Разработчикам необ-
ходимо провести серьезную аналитическую 
работу для обоснования целесообразности 

или нецелесообразности данного вида иссле-
дований. В случае выявления необходимости 
в их проведении требуется разработка пла-
на и подробного протокола доклинического 
исследования на неполовозрелых животных 
с обозначением актуальных реперных точек 
безопасности конкретного лекарственного 
препарата.

Таблица 1. Виды доклинического изучения безопасности in vivo (на взрослых животных) и in vitro, результаты которых необхо-
димы для начала педиатрических клинических исследований лекарственного препарата

Table 1. Types of non-clinical safety studies in vivo (in adult animals) and in vitro required for initiating paediatric clinical trials

Вид исследования
Study type

Краткое описание
Short description

Токсичность 
при многократном 
введении
Repeated dose toxicity

Максимальная длительность 
клинического исследования
Maximum duration of a clinical trial

Рекомендуемая длительность введения препарата животным*
Recommended duration of medicinal product administration to 
animals*

Грызуны
Rodents

Негрызуны
Non-rodents

До 2 недель
Up to 2 weeks

2 недели
2 weeks

2 недели
2 weeks

Более 2 недель и до 6 месяцев
More than 2 weeks and up to 6 months

Соответствует длительности клинического исследования
Corresponds to the duration of the clinical trial

Более 6 месяцев
More than 6 months

6 месяцев
6 months

9 месяцев
9 months

Фармакологическая 
безопасность
Safety pharmacology

Основной набор (батарея) тестов: оценка воздействия на сердечно-сосудистую, центральную 
нервную и дыхательную системы
Core test suite (battery): assessment of effects on the cardiovascular, central nervous, and respiratory 
systems

Генотоксичность
Genotoxicity

Стандартный набор исследований (вариант 1: генные мутации бактерий, in vitro 
цитогенетический тест хромосомных повреждений либо анализ генных мутаций в мышиной 
лимфоме, оценка генотоксичности in vivo; вариант 2: генные мутации бактерий, оценка 
генотоксичности in vivo с использованием двух разных тканей**)
Standard set of studies (option 1: bacterial gene mutations, in vitro cytogenetic test for chromosomal 
damage or gene mutation analysis in mouse lymphoma, in vivo genotoxicity assessment; option 2: bacterial 
gene mutations, in vivo genotoxicity assessment in two different tissues**)

Репродуктивная 
токсичность
Reproductive toxicity

Влияние препарата на фертильность, пре- и постнатальное развитие. Исследования 
эмбрионального и фетального развития не являются критичными для обоснования возможности 
проведения клинических исследований у пациентов мужского пола или препубертатных 
пациентов женского пола
Effects of the medicinal product on fertility, pre- and postnatal development. Embryonic and fetal 
development studies are not critical to justify clinical trials in male or prepubescent female patients

Канцерогенность
Carcinogenicity

Определить необходимость изучения канцерогенности необходимо до начала длительных 
педиатрических исследований. Если отсутствуют существенные основания (положительные 
результаты при изучении генотоксичности, наличие проканцерогенного риска, обусловленного 
механизмом действия или эффектами, выявленными при изучении общетоксического действия), 
изучение канцерогенности для проведения клинических исследований у детей не требуется
The need for a carcinogenicity study should be determined prior to initiating long-term paediatric studies. If 
a carcinogenicity study is not sufficiently justified (by positive genotoxicity study results, pro-carcinogenic 
risks based on mechanistic considerations or findings from general toxicity studies), it is not required for 
initiating clinical trials in children.

 * Более подробная информация указана в Руководстве19. 
 ** Стандартные тесты указаны согласно ГОСТ Р 57130-201620.
 * For additional information, see the EAEU Guidance on non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials and marketing 
authorisation for pharmaceuticals.19 
 ** The standard studies are listed as per the Russian standard for genotoxicity testing of medicines (GOST R 57130-2016).20

19	Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по докли-
ническим исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных 
препаратов».

20	ГОСТ Р 57130-2016. Лекарственные средства для медицинского применения. Исследование генотоксичности и интерпре-
тация полученных данных. 
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WoE-анализ и ключевые факторы 
риска при разработке педиатрических 
лекарственных препаратов
Weight of Evidence (WoE), «весомость доказа-
тельства» — аналитический подход, используе-
мый в контексте оценки рисков (risk assessment). 
Однако широкое толкование понятия «весомо-
сти доказательств» и неопределенность трак-
товки могут привести к противоречивым оцен-
кам риска одного и того же случая и обесценить 
применение самого подхода для оценки риска. 
Разнородность качественных и количествен-
ных характеристик факторов риска требует 
определенного консенсуса в отношении выде-
ления среди них ограниченной группы ключе-
вых факторов для успешного применения WoE-
анализа [6]. В 2017 г. Европейское управление 
по безопасности пищевых продуктов (European 
Food Safety Authority, EFSA) опубликовало ру-
ководящий документ по использованию подхо-
да WoE [7] во всех областях, входящих в компе-
тенцию данной организации. Оценка весомости 
доказательств определяется в настоящем руко-
водстве как процесс, в ходе которого доказа-
тельства объединяются для определения от-
носительной поддержки возможных ответов 
на вопрос. В данном документе достоверность 
(надежность), актуальность и согласованность 
указаны в качестве трех основных критериев 
для оценки весомости доказательств с точки 
зрения их значимости:
•	 надежность — это степень, в которой инфор-

мация, содержащая часть или ряд доказа-
тельств, является правильной;

•	 актуальность  — это вклад, который отдель-
ные доказательства или цепочки доказа-
тельств внесли бы в ответ на определенный 
вопрос, если бы информация, содержащая 
линию доказательств, была полностью на-
дежной;

•	 согласованность  — это степень, в которой 
вклад различных частей или линий доказа-
тельств в ответ на указанный вопрос являет-
ся совместимым.

Необходимо отметить, что в настоящее вре-
мя специальные руководства по применению 
WoE-анализа при разработке лекарственных, 
в том числе педиатрических, препаратов от-
сутствуют. При отсутствии руководящих доку-
ментов значимость ключевых факторов можно 
рассматривать как «вопрос суждения: достаточ-
но ли собрано свидетельств, чтобы исключить 
альтернативные объяснения» [8].

Согласно руководству ICH S11 рекомендова-
но использовать WoE-подход при разработке 
общего плана доклинических исследований 
для определения оправданности проведения 
дополнительных доклинических исследований 
педиатрического препарата. Особо подчеркива-
ется, что по мере развития клинической разра-
ботки могут быть внесены коррективы в оценку 
WoE на основе совокупности доступных данных. 
Результаты WoE могут отличаться для одного 
и того же лекарственного средства в зависи-
мости от изменения возраста детей, показа-
ний и продолжительности терапии. Программа 
доклинических исследований педиатрического 
лекарственного препарата зависит от комплекс-
ной оценки, основанной на совокупности до-
казательств, включая клинический контекст 
вместе с данными фармакодинамики, фарма-
кокинетики (absorption, distribution, metabo-
lism, excretion, ADME) и доклинических иссле-
дований in vitro и in vivo, а также от имеющихся 
клинических данных о безопасности препарата 
для взрослых и (или) детей, т.е. при разработке 
программы необходимо использовать подход 
WoE. Этот подход предполагает оценку влияния 
совместно нескольких факторов, ни один фак-
тор не следует рассматривать изолированно. 
Важность каждого фактора следует оценивать 
таким образом, чтобы в окончательном реше-
нии был сделан вывод о том, в полной ли мере 
имеющиеся данные учитывают проблемы без-
опасности в предлагаемой педиатрической 
популяции, или же необходимы дополнитель-
ные доклинические исследования. Кроме того, 
следует учитывать возможность экстраполяции 
данных, полученных в исследованиях на не-
половозрелых животных, на человека (ребен-
ка) и биологическую значимость этих данных. 
Оценка WoE должна проводиться с самого на-
чала разработки педиатрического препарата 
и пересматриваться при появлении новых сиг-
налов, связанных с безопасностью, полученных 
в доклинических или клинических исследова-
ниях, при изменении возрастных диапазонов 
целевой популяции, пути введения препарата, 
продолжительности лечения, лекарственной 
формы и (или) показаний к применению. Исход 
WoE может быть разным для каждого клиниче-
ского исследования в зависимости от конкрет-
ной педиатрической популяции и заболевания, 
для терапии которого создается препарат. На ри-
сунке 1 показаны ключевые факторы, которые 
следует учитывать при оценке WoE21. Наиболее 
важными факторами, которые должны быть 

21	 ICH S11 Nonclinical safety testing in support of development of paediatric pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/616110/2018.
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тщательно взвешены, являются минимальный 
возраст пациента и наличие предполагаемо-
го неблагоприятного воздействия препарата 
на развивающиеся органы и системы организ-
ма. Необходимо отметить, что прочие факторы 
приведены без учета порядка их значимости 
(рис. 1). Список ключевых факторов не является 
исчерпывающим, для каждой конкретной ситуа-
ции возможно появление дополнительных кри-
териев, которые следует учитывать (например, 
снижение риска).

Виды экспериментальных животных
В странах ЕАЭС для проведения исследований 
на неполовозрелых животных, как правило, до-
статочно использовать один вид животных22. 
Согласно руководству ICH S1123 при выборе ре-
левантного вида животных следует учитывать 
следующие факторы.

1.  Онтогенез фармакологической или токсико-
логической мишени (например, рецептора) у жи-
вотных по сравнению с предполагаемой детской 
популяцией.

2.  Вид и сток, для которого имеются данные, 
полученные при изучении токсичности при по-
вторном введении на взрослых особях, являет-
ся предпочтительным, поскольку это позволяет 
сравнивать профили токсичности и системного 
воздействия препарата у ювенильных и взрос-
лых животных.

3.  Токсикологические органы-мишени:
•	 относительная стадия развития органов/

систем у молодых животных по сравнению 
с предполагаемой детской популяцией,

•	 способность тест-системы (эксперименталь-
ных животных) выявлять конечные точки ток-
сичности, вызывающие озабоченность.

 Необходимость дополнительных доклинических исследований  

Need of further non-clinical studies
WoE факторы

WoE factors  

 

ВЕРОЯТНА  LIKELY == == ====================== ==================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  

ВЕРОЯТНА  LIKELY =============================================================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  

ВЕРОЯТНА  LIKELY =============================================================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  
 

ВЕРОЯТНА  LIKELY =============================================================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  

ВЕРОЯТНА  LIKELY =============================================================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  

ВЕРОЯТНА  LIKELY =============================================================== МАЛОВЕРОЯТНА  UNLIKELY  

Наименьший
предполагаемый
возраст пациента

Youngest intended patient age

Влияние препарата 
на рост и развитие

Effects on developing 
organ systems

Объем и характер
имеющихся данных

Amount / type 
of existing data

Влияние
фармакологической 
мишени на развитие 

органов и систем
Pharmacological target has 
a role in organ development

Избирательность
действия препарата

Selectivity and specificity
of the medicinal product

Продолжительность
клинического применения
Clinical treatment duration

Новорожденные
(<1 месяца)

Neonates
(< 1 month)

Дети грудного
и младшего возраста

(1–23 месяца)
Infants (1–23 months)

Дети (2–11 лет)
Children

(2–11 years)

Подростки
(≥12 лет)

Adolescents
(≥ 12 years)

Нет доклинических
и клинических данных

No non-clinical or
clinical data

Только данные
на половозрелых животных

Adult non-clinical only

Клинические данные
на взрослых
Adult clinical

Клинические данные
на детях

Pediatric clinical

Да
Yes

Нет
No

Да
Yes

Нет
No

Низкая
Low

Высокая
High

Долгосрочное
Chronic use

Краткосрочное
Acute use

Рис. 1. Ключевые факторы WoE, которые следует учитывать при оценке необходимости проведения доклинических исследо-
ваний. Наиболее важные факторы выделены заливкой голубого цвета, остальные факторы перечислены без учета порядка их 
значимости (цитируется по источнику ICH S1124, с изменениями).

Fig. 1. Key WoE factors to be considered when determining if non-clinical studies are warranted. The most important factors are filled 
with blue; the other factors are listed without regard to their importance (adapted from ICH S1124).

22	Решение Коллегии Евразийской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202 «Об утверждении Руководства по докли-
ническим исследованиям безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных 
препаратов».

23	 ICH S11 Nonclinical safety testing in support of development of paediatric pharmaceuticals. EMA/CHMP/ICH/616110/2018.
24	Там же.
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4.  Сходство фармакокинетических параметров 
(ADME) животных и человека.

5.  Техническая/практическая возможность про-
ведения исследования на выбранных видах жи-
вотных.

Важным фактором, который необходимо учиты-
вать при разработке программы исследований 
на неполовозрелых животных, является возраст 
детей, участвующих в клиническом исследова-
нии. Одним из основных критериев выбора под-
ходящего вида и возраста животных является 
сопоставимость постнатального развития орга-
нов и систем у животных и целевой педиатриче-
ской популяции [9, 10]. Справочная информация 
о сравнительном онтогенетическом развитии 
органов и систем животных и человека приве-
дена в приложении к руководству ICH S11.

Также необходимо учитывать результаты, по-
лученные в экспериментах на взрослых (поло-
возрелых) животных, а именно:
•	 фармакодинамические и фармакокинетиче-

ские свойства препарата,
•	 вид животных, который был использован 

при изучении токсичности при повторном 
введении,

•	 установленные органы-мишени, токсические 
эффекты, токсические и нетоксические дозы 
препарата.

Рисунок 2 иллюстрирует, какие виды неполо-
возрелых животных наиболее часто используют 
в доклинических исследованиях безопасности. 
Были проанализированы 164 PIP за период с 2007 
до 2013 г. [10]. Наиболее распространенным ви-
дом животных были крысы (67%), собак исполь-
зовали 9% разработчиков, мышей  — 5%, обе-
зьян — 4%, карликовых свиней — 2%. В 20 PIP вид 
животных не был указан (что составило 11%) [10].

При подготовке документов для получения раз-
решения на проведение педиатрического клини-
ческого исследования, а затем и модулей реги-
страционного досье на лекарственный препарат 
разработчику необходимо представить обосно-
вание релевантности экспериментальных живот-
ных, которые были использованы в доклиниче-
ских исследованиях безопасности. Необходимо 
учитывать прежде всего следующее:
•	 возраст педиатрических пациентов и воз-

можность изучить на животных влияние пре-
парата на развивающиеся органы и системы 
(сравнительное развитие постнатальных ор-
ганов в детской популяции и животных),

•	 фармакодинамические (первичная и вторич-
ная фармакодинамика) и фармакокинетиче-
ские (ADME, образование активных метабо-
литов) характеристики препарата,

•	 вид взрослых животных, который был ис-
пользован при проведении доклинических 
исследований безопасности лекарственного 
средства.

Наиболее часто при проведении доклинических 
исследований безопасности на неполовозре-
лых животных используют грызунов, чаще всего 
крыс. Это связано с наличием обширного опыта 
работы с этим видом животных, исторических 
данных экспериментальных лабораторий, воз-
можности обеспечить достаточное количество 
особей для получения статистически достовер-
ных результатов (в том числе для самого ран-
него возраста). Для крыс разработан широкий 
спектр нейроповеденческих тестов, использо-
вание этого вида животных позволяет оценить 
влияние препарата на полный период постна-
тального развития. Однако существуют и огра-
ничения, которые затрудняют разработку пре-
парата и проведение успешных исследований. 

Мыши / Mice
Крысы / Rats
Кролики / Rabbits
Собаки / Dogs
Обезьяны / Monkeys
Овцы / Sheeps
Карликовые свиньи / Mini pigs
Вид не указан / Not specified

2%
1%

1%

67%

5%

9%

4%

11%

Рис. 2. Виды, наиболее часто используемые при проведении исследований на неполовозрелых животных (по N.N. Kim и соавт. 
[10], с изменениями).

Fig. 2. Species most commonly used in juvenile toxicology studies (adapted from N.N. Kim et al. [10]).
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Например, грызуны могут быть фармакологиче-
ски нерелевантным видом, небольшой размер 
животного ограничивает количество путей вве-
дения препарата и лимитирует объем и количе-
ство проб при отборе биологических образцов.

Процесс введения препарата животному яв-
ляется достаточно ответственной процеду-
рой, особенно если в эксперименте необхо-
димо задействовать новорожденных особей. 
Таблица 2 иллюстрирует доступные пути введе-
ния в зависимости от времени после рождения 
для разных видов лабораторных животных.

Данная таблица иллюстрирует прежде всего 
техническую возможность выполнения мани-
пуляции с новорожденными особями. Решение 
о сроках начала эксперимента принимается 
на основании сравнительного онтогенеза жи-
вотных и детей, для которых разрабатывается 
препарат. Так, согласно [11] самый младший воз-
раст для начала введения препарата при про-
ведении исследований на ювенильных живот-
ных находится между 7 сут после рождения 
(для печени, иммунной системы, костей, легких, 

репродуктивных органов, кожи, почек у мышей) 
и 14 сут после рождения (для глаз, почек у крыс). 
При этом авторы приводят данные, которые 
ставят под сомнение целесообразность исполь-
зования крысят раньше чем на 10 сут после ро-
ждения в связи с несоответствием их онтогене-
за доношенному ребенку.

При проведении исследований на неполовозре-
лых животных важным является выбор объемов 
для соответствующего пути введения изучае-
мого препарата с учетом решения эксперимен-
тальной задачи и обеспечения благополучия 
животных. Необходимо отметить, что вопрос 
о рекомендуемых объемах введения препара-
тов различным видам экспериментальных жи-
вотных от рождения до достижения половой 
зрелости еще не получил должного освещения 
в рекомендациях по проведению доклиниче-
ских исследований. При отсутствии обоснован-
ных рекомендаций следует ориентироваться 
на установленные объемы введения для соот-
ветствующих видов половозрелых животных 
с поправкой на анатомо-физиологические 

Таблица 2. Возраст животного при первом возможном введении препарата (цитируется по N.N. Kim и соавт. [10])

Table 2. Minimum age of animals for dosing initiation (from N.N. Kim et al. [10])

Путь введения
Route of administration

Возраст животного, сут
Animal age, days

Мыши
Mice

Крысы
Rats

Кролики
Rabbits

Собаки
Dogs

Карликовые свиньи
Mini pigs

Перорально
Oral gavage 4 1 14 1 1

Подкожно
Subcutaneous 1 1 6 1 1

Внутримышечно
Intramuscular 1 1 6 1 1

Внутривенно болюсно (повторно)
Intravenous bolus (repeated) 7 4 6 1 7*

Внутривенно инфузионно
Intravenous infusion 21 21 28 56 7*

Ингаляционно (все тело)
Inhalation (whole body) 4 4 6 10 2–7

Ингаляционно (в носовую полость)
Inhalation (nose only) 21 21 28 4** 4**

Накожно***
Dermal *** 21 21 28 42 28

 * Трудновыполнимо, так как нет легкодоступных вен (катетер возможно установить на 7 сут после рождения).
 ** Применение ингаляционных масок возможно для животных в возрасте 4 сут после рождения, однако могут возникнуть 
проблемы с фиксацией животных.
 *** Не рекомендуется для животных, находящихся на грудном вскармливании.
 * Administration via this route is difficult, as there are no easily accessible veins (a vascular implant port can be installed after postnatal 
day 7).
 ** Masks can be fitted to animals as young as postnatal day 4, but restraint issues may arise.
 *** Not recommended in pre-weaning animals.
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характеристики неполовозрелых особей 
(например: масса тела, объем циркулирующей 
крови, объем желудка и др.).

Крыса от первых суток и примерно до 14 сут по-
сле рождения является единственной моделью, 
позволяющей оценить безопасность примене-
ния препарата для организма в фазах развития 
от недоношенного до новорожденного ребенка 
[5]. Авторы отмечают, что для детей такого воз-
раста наиболее часто используют внутривенный 
путь введения. Однако поскольку масса тела 
крысят при рождении составляет всего 6–7 г, 
возникают существенные и зачастую непреодо-
лимые технические проблемы при внутривен-
ном введении исследуемого препарата [5].

Если в экспериментах на ювенильных животных 
не может быть достигнута системная экспози-
ция, соответствующая ожидаемой у пациентов 
детского возраста, то даже при использовании 
альтернативного пути введения или увеличен-
ной частоте введения препарата исследования 
не являются информативными и оправданными.

Еще одной серьезной проблемой при проведе-
нии исследований на неполовозрелых животных 
является интерпретация результатов гистопато-
логических исследований [10]. Это связано с тем, 
что существует определенный дефицит знаний 
о норме и патологии при развитии тканей юве-
нильных животных, так как бóльшая часть ги-
стологических данных относится к описанию 
тканей взрослых животных. Одним из решений 
данной проблемы является создание в экспери-
ментальных лабораториях, проводящих патоги-
стологические исследования, справочных и гра-
фических гистологических библиотек.

В целом следует заключить, что получить цен-
ную информацию для идентификации и харак-
теристики риска применения препарата у детей 
из доклинических исследований безопасности 
на неполовозрелых животных можно только 
в том случае, если они тщательно спланирова-
ны и научно обоснованы для решения конкрет-
ных проблем, связанных с введением препарата 
в течение соответствующего периода онтогене-
тического развития.

Заключение
Расширение номенклатуры лекарственных 
средств, предназначенных для применения 
в педиатрии (имеющих соответствующие ле-
карственные формы, дозировки, утвержденные 
показания к применению и режим дозирования), 
необходимо как в России, так и за рубежом.

Доклинические и клинические исследования 
лекарственных препаратов для педиатрии 
имеют ряд особенностей, обусловленных 
специфическим риском токсического дей-
ствия на рост и развитие детей, возрастны-
ми различиями физиологии организма де-
тей и взрослых и необходимостью научного 
обоснования переноса клинических и докли-
нических данных о безопасности препарата, 
применяемого у взрослых, на его применение 
в педиатрии.

Особенностью программы доклинических ис-
следований препаратов для педиатрии является 
возможное включение исследований на юве-
нильных (неполовозрелых) животных. Такие 
исследования проводятся только при недоста-
точности клинических и доклинических данных 
для оценки безопасности применения препа-
рата у детей и, как правило, нуждаются в науч-
ном обосновании целесообразности с точки 
зрения информативной ценности и соблюдения 
этических принципов при работе с лаборатор-
ными животными.

Поскольку дети являются пациентами, входящи-
ми в группы повышенного риска, при разработке 
лекарственных препаратов для педиатрии необ-
ходимо минимизировать неоправданные риски. 
Доклинические исследования безопасности 
лекарственных средств для педиатрии должны 
проводиться с использованием современных 
научно-методических подходов на основе ре-
левантной оценки и экстраполяции результа-
тов исследований и ключевых факторов риска 
для конкретной возрастной популяции педиа-
трических пациентов.

В случае выявления недостаточности имеющих-
ся данных по безопасности и при обосновании 
целесообразности исследований на неполо-
возрелых животных требуется разработка по-
дробного протокола исследования на релевант-
ных животных, которые должны соответствовать 
по возрасту и стадии развития критических 
органов и систем возрастной группе педиатри-
ческих пациентов с обозначением актуальных 
реперных точек безопасности для конкретного 
лекарственного препарата.

Дизайн исследования должен обеспечить мак-
симальный охват фаз роста и развития органов 
и систем, подверженных риску в педиатриче-
ской популяции. Необходимо учитывать техни-
ческую осуществимость исследования и дости-
жения конечных точек. Если в экспериментах 
на ювенильных животных не может быть достиг-
нута системная экспозиция, соответствующая 
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ожидаемой у пациентов детского возраста, 
исследования не являются информативными 
и оправданными.

Кроме того, следует также иметь в виду, 
что разработка программы исследования по-
требует участия квалифицированных специа-
листов в обработке и анализе большого объема 
научных данных. Исследователи, в том числе 
патоморфологи и гистологи, должны обладать 
специальными знаниями о нормальном раз-
витии органов и тканей экспериментальных 

животных на протяжении постнатального 
периода.

Программа доклинических исследований пе-
диатрических препаратов должна соответство-
вать комплексной оценке значимости ключевых 
факторов риска в каждом конкретном случае 
на основе анализа весомости доказательств 
(WoE). Вывод о безопасности применения ле-
карственного препарата у детей должен базиро-
ваться на оценке риска в релевантных клиниче-
ских и доклинических исследованиях.
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Эндокринные нарушения при применении 
лекарственных средств: подходы 
к доклинической оценке безопасности
	 Акционерное общество «Научно-производственное объединение  

«ДОМ ФАРМАЦИИ», 
Заводская ул., д. 3, к. 245, г.п. Кузьмоловский, Всеволожский р-н, 
Ленинградская обл., 188663, Российская Федерация

	 Крышень Кирилл Леонидович; kryshen.kl@doclinika.ru

Эндокринная система координирует работу практически всех органов и систем 
организма позвоночных, в том числе такие важные биологические функции, 
как метаболизм, развитие, размножение и поведение. На сегодняшний день 
накоплено значительное количество информации об эндокринных нарушениях 
при использовании химических соединений (эндокринных дизрапторов) в раз-
личных отраслях деятельности человека. Цель работы — оценка возможности 
проведения на стадии доклинических исследований анализа рисков функцио-
нального нарушения эндокринной системы при применении новых лекарствен-
ных средств. С эндокринными дизрапторами связан широкий спектр нежела-
тельных явлений, включая проблемы развития, возникающие из-за нарушения 
функционирования эндокринной системы. Особенностями эндокринных на-
рушений, вызванных дизрапторами, являются длительный латентный период 
между воздействием и проявлением дисфункции, отсутствие линейной зави-
симости «доза–эффект», зависимость степени нарушений от момента начала 
и длительности воздействия. К основным механизмам влияния химических 
веществ на эндокринную систему относят их взаимодействие с рецепторами 
клеток, чувствительных к влиянию определенных гормонов, влияние на экс-
прессию генов и внутриклеточную передачу сигналов, транспорт гормонов 
и др. В  обзоре обсуждена возможность использования показателей уровней 
гормонов как индикаторов эндокринной токсичности и приведены литератур-
ные и собственные данные о нормах содержания основных гормонов в крови 
животных. Включение анализа уровней основных гормонов крови животных 
в программу регистрационных доклинических исследований позволит оценить 
риски потенциальных угроз ятрогенного происхождения.

Ключевые слова: эндокринная система; нарушения; эндокринные дизрапторы; доклинические исследова-
ния; лекарственные средства
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Endocrine disorders associated with medicinal products: approaches to preclinical safety assessment
Kryshen K.L., Faustova N.M., Makarova M.N., Makarov V.G.

Endocrine Disorders Associated 
with Medicinal Products: Approaches 
to Preclinical Safety Assessment
	 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

	 Kirill L. Kryshen; kryshen.kl@doclinika.ru

The endocrine system coordinates almost all organs and other systems in verteb-
rates. In particular, it regulates such important biological functions as metabolism, 
development, reproduction, and behaviour. To date, a significant amount of inform-
ation has accumulated on endocrine disorders associated with chemical compounds 
(endocrine disruptors) used in various fields of human activity. The aim of this study 
was to evaluate the possibility of preclinical risk assessment for the endocrine func-
tion disorders attributable to new medicinal products. Endocrine disruptors are as-
sociated with a wide range of adverse events, including developmental problems 
arising from functional abnormalities of the endocrine system. Endocrine disorders 
caused by endocrine-disrupting chemicals are characterised by a long latency period 
between exposure and manifestation of a dysfunction; a nonlinear dose–response 
relationship; and a linear correlation of damage severity to exposure timing and 
duration. The chemicals influence the endocrine system through multiple mech-
anisms, the main of which being the interaction with cellular receptors sensitive to 
certain hormones and the influence on gene expression, intracellular signalling, and 
hormone transport, etc. This paper discusses the possibility of using hormone levels 
as indicators of endocrine disruption and presents the literature and authors’ own 
data on normal levels of relevant hormones in the blood of animals. An analysis of 
animal blood hormone levels in preclinical programmes will provide an opportunity 
to evaluate potential iatrogenic risks.

Key words: endocrine system; disorders; endocrine disruptors; preclinical studies; pharmaceuticals
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Введение
Эндокринная система управляет физиологиче-
скими функциями организма с момента зача-
тия. Гормональный баланс может быть нарушен 
воздействием различных химических веществ, 
в том числе лекарственных средств, что под-
тверждено многочисленными примерами [1–8].

В 1962 г. Р. Карсон одной из первых привлекла 
внимание мировой общественности к проблеме 
чрезмерного антропогенного загрязнения ди-
кой природы химическими веществами, опуб-
ликовав монографию «Безмолвная весна» [3]. 
Заглавие книги отражает наблюдавшуюся в США, 
Южной Европе, Азии и Африке массовую гибель 
насекомоядных и хищных птиц после начала 
широкого применения в сельском хозяйстве 

пестицида дихлордифенилтрихлорэтана (ДДТ). 
Установлено, что ДДТ, накапливаясь в организ-
ме птиц, оказывает негативное влияние на их 
репродуктивную способность и минерализацию 
скорлупы яиц путем снижения уровня циркули-
рующего полового гормона эстрадиола и про-
стагландинов [3, 4]. В организм человека ДДТ 
может поступать с продуктами питания и водой. 
Было обнаружено, что девочки, подвергавшие-
ся воздействию ДДТ в высоких концентрациях 
внутриутробно в 1960-х годах, имели повышен-
ный риск развития рака груди в последующие 
50 лет [5].

В качестве другого примера можно привести 
диэтилстильбэстрол (ДЭС)  — синтетический 
аналог эстрогенов, превосходящий эстрадиол 
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по биологической активности в несколько раз, 
применявшийся в рамках гормональной терапии 
во время беременности для предотвращения 
выкидышей, а также при недостаточности гор-
мональной функции яичников и для лечения 
рака молочной железы. В 1971 г. Управлением 
по контролю за качеством продуктов питания 
и лекарственных средств США (Food and Drug 
Administration, FDA) было запрещено его ис-
пользование из-за подтвержденных случаев 
возникновения рака влагалища у девочек, ро-
жденных от матерей, принимавших ДЭС. Позже 
было показано, что внутриутробное воздей-
ствие ДЭС связано также и с другими расстрой-
ствами репродуктивной системы, бесплодием, 
высокими показателями самопроизвольных 
абортов. У мальчиков наблюдался повышенный 
риск развития генитальных аномалий, рака про-
статы и яичек [6]. Большинство побочных эф-
фектов ДЭС вскоре были продемонстрированы 
на моделях с использованием животных [6–8], 
что прямо подтверждает необходимость прове-
дения детальных доклинических исследований 
безопасности лекарственных средств.

На международной конференции в 1991 г. 
(Wingspread conference) было признано суще-
ствование глобальной проблемы эндокринных 
нарушений, вызванных антропогенными хими-
ческими соединениями как у диких животных, 
так и у человека1. В связи с очевидными факта-
ми развития эндокринных нарушений, ассоции-
рованных с применением химических веществ 
различных классов, Всемирная организация 
здравоохранения (ВОЗ) определила данное 
направление в числе приоритетных областей 
исследований2.

Нарушение функций эндокринной системы бес-
позвоночных, рыб, теплокровных животных, 
а также человека может быть вызвано разно-
образными химическими веществами, включая 
синтетические химические вещества (например, 
полихлорированные и полибромированные би-
фенилы, диоксины), пластификаторы (например, 
фталаты, бисфенол A), пестициды (например, 
атразин, хлорпирифос, ДДТ и др.), фунгициды 
(например, винклозолин, оловоорганические 
соединения) и фармацевтические субстанции 
[9]. Для химических веществ, оказывающих 
негативное воздействие на эндокринную си-
стему, в зарубежной англоязычной литературе 

используется термин «endocrine disruptor», 
что дословно переводится как «эндокринный 
разрушитель». ВОЗ и Международной програм-
мой по химической безопасности (International 
Programme on Chemical Safety, IPCS) в 2002 г. 
предложено следующее определение эндокрин-
ных дизрапторов: «эндокринный дизраптор  — 
это экзогенное вещество или смесь веществ, ко-
торые изменяют функцию эндокринной системы 
и применение которых имеет неблагоприятные 
последствия для здоровья организма, его по-
томков или (суб)популяции»3.

В отечественной литературе данную пробле-
му одними из первых осветили Н.В.  Яглова 
и В.В. Яглов в работе [10], где было предложено 
следующее определение: «Эндокринные дизрап-
торы — экзогенные вещества; содержатся в поч-
ве, воде, воздухе, пищевых продуктах и некото-
рых промышленных изделиях, которые, поступая 
в организм, оказывают гормоноподобные эф-
фекты: нарушают гомеостатические механизмы 
регуляции эндогенными гормонами процессов 
жизнедеятельности живых организмов».

В национальном регуляторном поле к настоя-
щему моменту нет описания и не разработана 
терминология химических веществ, негативно 
влияющих на эндокринную систему, отсутству-
ют система и подходы к тестированию хими-
ческих соединений и лекарственных средств, 
потенциально способных вызвать эндокринные 
нарушения.

Цель работы  — оценка возможности проведе-
ния на стадии доклинических исследований 
анализа рисков функционального нарушения 
эндокринной системы при применении новых 
лекарственных средств.

Концепции эндокринных нарушений: 
время, доза и нелинейные эффекты
Развитие нового направления в токсикологии 
сопровождалось выделением трех ключевых 
принципов (концепций) эндокринных наруше-
ний [11]. Первая концепция, получившая назва-
ние «эмбриональная основа болезней взрос-
лого», основана на следующем наблюдении: 
латентный период между воздействием на плод 
и проявлениями физической или поведенческой 
дисфункции может быть очень долгим, вплоть 
до десятилетий. Воздействие факторов окру-
жающей среды, в том числе токсичных веществ, 

1	 Commission Regulation (EU) 2018/605 of 19 April 2018 amending Annex II to Regulation (EC) No 1107/2009 by setting out 
scientific criteria for the determination of endocrine disrupting properties. https://eur-lex.europa.eu/eli/reg/2018/605/oj

2	 World Health Organisation. Parma declaration on environment and health. Fifth Ministerial Conference on Environment and 
Health. Protecting children’s health in a changing environment. Parma; 2010.

3	 The World Health Report: 2002. Reducing risks, promoting healthy life. WHO; 2002. 
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на этапе внутриутробного развития может вы-
зывать заболевания, которые появляются спустя 
годы, например онкологические заболевания, 
бесплодие, преждевременное половое созрева-
ние, сахарный диабет и ожирение [11–13].

Вторая концепция заключается в отсутствии ли-
нейной зависимости между дозой ЭД, попавших 
в организм, и реакцией организма. Эта концеп-
ция противоположна фундаментальному токси-
кологическому принципу sola dosis facit venenum 
(«доза создает яд»). Стандартный подход в ток-
сикологии заключается в том, что неблагопри-
ятные эффекты возрастают пропорционально 
уровню воздействия, и существует некий порог, 
ниже которого не наблюдается никакого эффек-
та (уровень отсутствия наблюдаемого неблаго-
приятного эффекта, No Observed Adverse Effect 
Level, NOAEL). Однако появляется все больше 
свидетельств того, что эффекты, вызываемые ЭД, 
не могут быть адекватно спрогнозированы с по-
мощью классической модели, поскольку зависи-
мость «доза–эффект» имеет не линейную форму, 
а приближается к U-образной или перевернутой 
U-образной кривой [11, 14–16]. Вероятно, такая 
зависимость объясняется тем, что возможна ин-
теграция двух различных механизмов действия, 
каждый из которых реализуется в различном 
диапазоне доз. Так, например, ДДТ и подобные 
ему соединения в низких дозах потенциально 
могут влиять на секрецию эстрогена (или андро-
гена), а при воздействии доз, близких к полуле-
тальной (LD50), могут действовать как мощный 
нейротоксин [17].

Третья концепция нарушения эндокринной систе-
мы заключается в том, что решающее значение 
имеют продолжительность и момент воздействия 
токсиканта, поскольку существуют критические 
периоды развития организма (например, органо-
генеза, полового созревания и др.), когда повы-
шается чувствительность к гормонам и, соответ-
ственно, к ЭД. Так, например, наличие и степень 
нарушений при применении ДЭС существенно 
различались в зависимости от момента его пер-
вого применения матерью, полученной дозы 
и продолжительности лечения [11, 18].

Основные механизмы действия 
эндокринных дизрапторов
На стадии разработки и доклинических иссле-
дований новых лекарственных средств необ-
ходимо понимание механизмов эндокринных 
нарушений, связанных с воздействием хими-
ческих соединений на организм. В работе [1] 

описаны основные механизмы нарушения эндо-
кринной системы при воздействии химических 
соединений (табл. 1).

Большинство публикаций на тему ЭД касаются 
веществ, используемых в химической промыш-
ленности, пестицидов и фармацевтических суб-
станций гормоноподобной структуры. В мень-
шей степени в литературе освещены проблемы 
нарушений регуляции эндокринной системы, 
связанные с применением лекарственных препа-
ратов негормональной природы. S. Sabir и соавт. 
в 2018  г. представили читателям сводный мате-
риал по негормональным лекарственным пре-
паратам, влияющим на эндокринную систему 
(табл. 2) [19]. К числу основных негормональных 
ЭД относят антипсихотические, противоэпи-
лептические, гипотензивные, противовирусные, 
противодиабетические и противоопухолевые 
препараты, которые могут влиять на продукцию 
гормонов, способствовать повышению риска раз-
вития сахарного диабета, вызывать изменение 
функционирования репродуктивной системы.

Регуляторные аспекты оценки 
безопасности эндокринных дизрапторов
В Организации экономического сотрудниче-
ства и развития (ОЭСР) в 1996 г. была создана 
консультативная группа по разработке руко-
водства тестирования и оценки ЭД. Первым 
документом, регламентирующим выявление хи-
мических веществ, влияющих на эндокринную 
систему, стало Руководство по оценке химиче-
ских реагентов по воздействию на эндокрин-
ную систему (2012 г.), которое предназначалось 
для интерпретации результатов отдельных те-
стов и сбора доказательств того, может ли веще-
ство быть ЭД4. В 2018 г. ОЭСР опубликовало об-
новленное руководство по оценке эндокринной 
токсичности, в котором подробно представлена 
концепция и программа тестирования, а также 
подходы к анализу данных5.

В руководстве ОЭСР предложена поэтапная си-
стема оценки ЭД.

Этап 1. Анализ информации о веществе (физи-
ко-химические свойства, молекулярная мас-
са, летучесть и др., токсикологические данные, 
прогнозы in silico, данные метаболизма).

Этап 2. In  vitro исследование механизмов эндо- 
кринных нарушений под действием химиче-
ского вещества (взаимодействие с рецептора-
ми стероидных гормонов, влияние на арома-
тазу, ингибирование тиреопероксидазы и др., 

4	 Guidance document on standardised test guidelines for evaluating chemicals for endocrine disruption. Paris: OECD; 2012.
5	 Revised guidance document 150 on standardised test guidelines for evaluating chemicals for endocrine disruption. Paris: OECD; 2018.
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Таблица 1. Механизмы действия эндокринных дизрапторов (по M.А. La Merrill и соавт. [1], с изменениями)

Table 1. Mechanisms of action of endocrine disruptors (adapted from M.А. La Merrill et al. [1]) 

Механизм действия
Mechanism of action

Пример
Example

Взаимодействие с гормональным рецепто-
ром по принципу лиганда или агониста
Interaction with hormone receptors (binding or 
agonism)

Дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ) связывается с эстрогеновыми 
рецепторами (ER) типов α и β и стимулирует ER-зависимую активацию 
транскрипции и пролиферацию
Dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) binds to oestrogen receptors alpha (ERα) 
and beta (ERβ) and stimulates ER-dependent transcriptional activation and prolif-
eration

Антагонизм к гормональному рецептору
Antagonism of hormone receptors

Дихлордифенилдихлорэтилен (ДДЭ) ингибирует связывание андрогенов  
с рецептором в клетках предстательной железы
Dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE) inhibits androgens binding to the andro-
gen receptor in prostate cells

Влияние на экспрессию гормонального 
рецептора (в том числе распределение  
в тканях)
Influence on hormone receptor expression  
(and tissue distribution)

Бисфенол А изменяет экспрессию рецепторов эстрогена, окситоцина  
и вазопрессина и уменьшает опосредованную протеасомой деградацию 
рецептора ERβ
Bisphenol A alters the expression of oestrogen, oxytocin and vasopressin receptors 
and reduces proteasome-mediated degradation of ERβ

Влияние на внутриклеточный сигналинг
Alteration of intracellular signalling

Бисфенол А индуцирует пролиферацию клеток Сертоли посредством 
фосфорилирования митоген-активируемой протеинкиназы, регулируемой 
внеклеточным сигналом (МАP-киназы ERK)
Bisphenol A induces Sertoli cell proliferation through phosphorylation of extracel-
lular signal–regulated mitogen-activated kinase (ERK/MAPK)

Эпигенетические механизмы в гормон-про-
дуцирующих клетках или клетках-мишенях 
(например, модификация хроматина, мети-
лирование ДНК или экспрессия некодиру-
ющей РНК)
Epigenetic mechanisms in hormone-producing 
or target cells (for example, chromatin modi-
fication, DNA methylation or non-coding RNA 
expression)

Метоксихлор увеличивает экспрессию ДНК-метилтрансферазы DNMT3B, 
что приводит к гиперметилированию ДНК, в том числе генов  
эстрогеновых рецепторов
Methoxychlor increases the expression of DNA methyltransferase 3β (DNMT3β), 
which leads to hypermethylation of DNA, including oestrogen receptor genes

Влияние на синтез гормонов (например, 
изменение экспрессии или активности фер-
ментов, необходимых для синтеза гормона)
Effects on hormone synthesis (for example, 
changes in the expression or activity of enzymes 
necessary for hormone synthesis)

Перхлорат-ион препятствует синтезу гормонов щитовидной железы, инги-
бируя поглощение йодида через натрий-йодный симпортер тироцитов
Perchlorate-ion directly interferes with thyroid hormone synthesis by inhibiting 
iodide uptake through the human sodium–iodide symporter on thyrocytes

Влияние на транспорт гормонов через кле-
точные мембраны (например, нарушение 
внутриклеточного транспорта или секре-
ции гормона)
Alteration of hormone transport across cell 
membranes (for example, impairment of intra-
cellular transport or hormone secretion)

Низкие дозы бисфенола А снижают высвобождение инсулина из везикул 
β-клеток островков Лангерганса
Low doses of Bisphenol A reduce insulin secretion from the vesicles of pancreatic 
islet β-cells

Влияние на уровень циркулирующих  
гормонов (например, на уровень  
белков-переносчиков или связывание  
с белками плазмы)
Influence on the levels of circulating hormones 
(e.g., through carrier protein levels or plasma 
protein binding)

Диэтилстильбэстрол (ДЭС) увеличивает уровень глобулина, связывающего 
половые гормоны, и тем самым уменьшает уровень половых гормонов 
(лютеинизирующий, фолликулостимулирующий, тиреотропный гормоны 
и др.)
Diethylstilbestrol (DES) increases circulating levels of sex hormone–binding 
globulin, thus decreasing the levels of sex hormones (luteinising hormone, 
thyroid-stimulating hormone, follicle-stimulating hormone, etc.)

Влияние на метаболизм и клиренс  
гормонов
Effects on hormone metabolism and clearance

Внутриутробное воздействие ДЭС является причиной сдвига  
в метаболизме эстрогенов у женщин
Prenatal exposure to DES causes a shift in oestrogen metabolism in women

Влияние на структуру и организацию 
тканей (например, изменение клеточной 
пролиферации, миграции, влияние на диф-
ференцировку клеток, индукция апоптоза)
Effects on tissue structure and organisation 
(for example, changes to cell proliferation and 
migration, influence on cell differentiation, 
induction of apoptosis)

У самок мышей, подвергшихся воздействию оксибензона во время  
беременности и лактации, наблюдали увеличение пролиферации  
эпителиальных клеток молочной железы
Female mice exposed to oxybenzone during pregnancy and lactation demon-
strated an increase in mammary epithelial cell proliferation
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Таблица 2. Примеры лекарственных препаратов, влияющих на эндокринную систему (по S. Sabir и соавт. [19], c изменениями)

Table 2. Examples of medicinal products affecting the endocrine system (adapted from S. Sabir et al. [19]) 

Международное 
непатентованное название

International non-
proprietary name

Фармакотерапевтическая группа
Pharmacotherapeutic group

Известные негативные эффекты
Known negative effects

Функции щитовидной железы / Thyroid function

Амиодарон
Amiodarone

Антиаритмическое средство
Anti-arrhythmic agents

Гипотиреоз, являющийся следствием ингибирования 
поглощения йода фолликулярными клетками
Hypothyroidism through inhibiting of iodine uptake by 
follicular cells

Интерлейкин-2
Interleukin-2

Цитокин
Cytokines

Гипотериоз, являющийся следствием повышенного 
уровня антитироглобулина и антитиреоидных  
микросомальных антител
Hypothyroidism due to elevated levels of antithyroglobulin 
and antithyroid microsomal antibodies

Сунитиниб
Sunitinib

Противоопухолевое средство — ин-
гибитор протеинтирозинкиназы
Antineoplastic agents, protein tyrosine 
kinase inhibitors

Тиреоидит, являющийся следствием апоптоза  
фолликулярных клеток
Thyroiditis through follicular cell apoptosis

Алемтузумаб
Alemtuzumab

Селективный  
иммунодепрессант
Selective immunosuppressants

Гипертиреоз, являющийся следствием активации 
аутоиммунных механизмов
Hyperthyroidism due to autoimmune mechanisms activation

Половая функция / Sexual function

Вальпроевая кислота
Valproic acid

Противоэпилептическое  
средство
Anti-epileptics

Прямое токсическое действие на ткани яичек,  
приводит к эректильной дисфункции, нарушению 
морфологии сперматозоидов, их подвижности
Direct toxic effect on testicular tissues, leading to erectile 
dysfunction, abnormal sperm morphology and reduced 
motility

Карбамазепин
Сarbamazepine

Противоэпилептическое  
средство
Anti-epileptics

Увеличение синтеза глобулина, связывающего основ-
ные гормоны и снижение уровня половых гормонов
Increase in sex hormone–binding globulin synthesis and 
decrease in sex hormone levels

Тамоксифен
Tamoxifen

Противоопухолевое  
средство — антиэстроген
Antineoplastic agents,  
anti-oestrogens

Снижает синтез и высвобождение лютеинизирующего 
гормона, блокирует рецептор эстрогена, особенно  
в гипоталамусе, что приводит к остановке овуляции
Decreases synthesis and release of luteinising hormone, 
blocks oestrogen receptors, especially in the hypothalamus, 
which inhibits ovulation

Углеводно-липидный обмен / Lipid and carbohydrate metabolism

Ставудин, зидовудин
Stavudin, Zidovudine

Противовирусное [ВИЧ] средство
Antivirals for treatment of HIV infection

Усиление процессов липолиза, что, в свою очередь, 
приводит к увеличению свободных жирных кислот  
в плазме и резистентности к инсулину
Enhances lipolysis processes responsible for increased 
plasma free fatty acids, leading to insulin resistance

Ритонавир
Ritonavir

Противовирусное [ВИЧ] средство
Antivirals for treatment of HIV infection

Интерферон альфа
Interferon alpha

Цитокин
Сytokines

Разрушение β-клеток поджелудочной железы  
в результате образования аутоантител
Destruction of pancreatic β-cells as a result  
of autoantibodies formation

Хлорталидон
Chlorthalidone

Диуретическое средство 
Diuretics

Повышенный уровень глюкозы в крови натощак, 
являющийся следствием гипокалиемии, что приводит 
к снижению секреции инсулина
Increased fasting blood glucose due to hypokalaemia, result-
ing in decreased insulin secretion

Симвастатин, аторваста-
тин
Simvastatin, atorvastatin

Гиполипидемическое средство — 
ингибитор ГМГ-КоА-редуктазы
Hypolipidemic agents,  
HMG-CoA reductase inhibitors

Повышенная резистентность к инсулину и снижение 
экспрессии GLUT4 в адипоцитах
Increased insulin resistance and decreased glucose trans-
porter-4 (GLUT-4) expression in adipocytes

Клозапин
Clozapine

Антипсихотическое средство  
(нейролептик)
Antipsychotic agents  
(neuroleptics)

Ожирение, снижение действия инсулина
Obesity, decreased insulin action

Пиоглитазон
Pioglitazone

Гипогликемическое средство 
для перорального применения
Oral antihyperglycemic agents

Ожирение, задержка жидкости
Obesity, fluid retention
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взаимодействие с ретиноидными рецепторами 
и др.).

Этап 3. Подтверждение механизмов in vivo 
(например, краткосрочные тесты на грызунах, 
позволяющие определить наличие эстрогено-
подобных или андрогеноподобных свойств у те-
стируемого соединения)6.

Этап 4. Данные общетоксикологических иссле-
дований (токсичность при многократном введе-
нии в течение 28, 90 сут, канцерогенность, ре-
продуктивная токсичность на одном поколении 
и др.).

Этап 5. Углубленные данные токсикологических 
исследований (расширенное исследование ре-
продуктивной токсичности на одном поколе-
нии, репродуктивная токсичность для двух по-
колений)7.

Предложенная система не является обязатель-
ной стратегией тестирования. Цель такой си-
стемы тестирования фактически состоит в по-
лучении максимально возможной информации 
для корректной оценки эндокринных наруше-
ний при попадании в организм химического ве-
щества, используемого в различных областях 
экономической деятельности человека.

Исследования токсичности на животных, про-
водимые в соответствии со стандартными про-
токолами ОЭСР, предполагают биохимический, 
гематологический анализ крови, взвешивание 
органов, а также детальный гистопатологиче-
ский анализ тканей, в том числе эндокринных 
желез. В ряде обновленных документов, напри-
мер в протоколе ОЭСР «90-дневная токсичность 
на грызунах»8, кроме анализа стандартных кли-
нико-лабораторных показателей обязательной 
является оценка уровней гормонов щитовид-
ной железы трийодтиронина (T3), тироксина 
(T4) и тиреотропного гормона (ТТГ) в сыворотке 
крови как индикаторов гормональной активно-
сти, а в качестве дополнительных параметров 
предлагается определять уровни половых гор-
монов (тестостерона, эстрадиола, фолликуло-
стимулирующего гормона (ФСГ), лютеинизирую-
щего гормона (ЛГ)) и спермограмму9.

Методические указания по оценке безопасности 
применения лекарственных средств (частный 

случай химических веществ) в отношении эндо-
кринной системы проработаны в меньшей сте-
пени. В 2015 г. FDA опубликовало руководство 
по доклинической оценке токсичности ле-
карственных средств в отношении эндокрин-
ной системы10. В руководстве подчеркивается, 
что на сегодняшний день не было обнаружено 
ни одного примера эндокринной токсичности, ко-
торую нельзя было бы идентифицировать с помо-
щью стандартного перечня доклинических испы-
таний. Согласно данному руководству для оценки 
рисков потенциальной токсичности, связанной 
с нарушением функций эндокринной системы, 
рекомендуется следующий объем испытаний:

•	 предварительный скрининг возможности 
взаимодействия и связывания лекарствен-
ных субстанций с рецепторами, чувствитель-
ными к гормонам;

•	 фармакологические исследования (эндо-
кринная активность тестируемого соедине-
ния может быть обнаружена в ходе экспери-
ментов на моделях заболеваний человека, 
если фармакологическая мишень напрямую 
или косвенно затрагивает систему эндокрин-
ной регуляции);

•	 исследования токсичности при многократ-
ном введении на двух видах животных (гры-
зунах и негрызунах);

•	 исследование репродуктивной токсичности;
•	 исследование канцерогенности.

В случае обнаружения негативных эффектов, 
связанных с нарушением функционирования эн-
докринной системы, требуются дополнительные 
исследования, направленные на поиск механиз-
мов выявленного нарушения. Например, одним 
из механизмов негативного воздействия может 
являться изменение активности изоферментов 
семейства цитохрома P450 (CYP), поскольку неко-
торые из них (CYP 11A1, 11B1, 11B2, 17A1 и 21А1) 
участвуют в анаболизме и катаболизме стероид-
ных гормонов. Аналогично уридин-5-дифос-
фат глюкуронилтрансфераза в печени метаболи-
зирует гормоны щитовидной железы11.

Уровни гормонов в крови животных как 
индикаторы гормональных нарушений
В стандартных доклинических исследованиях 
безопасности лекарственных средств влияние 

6	 Test No. 440: Uterotrophic bioassay in rodents: a short-term screening test for oestrogenic properties. Paris: OECD; 2007.
	 Test No. 441: Hershberger bioassay in rats: a short-term screening assay for (anti)androgenic properties. Paris: OECD; 2009.
7	 Test No. 443: Extended one-generation reproductive toxicity study. Paris: OECD; 2018.
	 Test No. 416: Two-generation reproduction toxicity study. Paris: OECD; 2018.
8	 Test No. 408: Repeated dose 90-day oral toxicity study in rodents. Paris: OECD; 2018. 
9	 Там же.
10	Nonclinical evaluation of endocrine-related drug toxicity. Guidance for industry. CDER; 2015.
11	Там же.
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на эндокринную систему оценивают в первую 
очередь путем гистологического исследования 
эндокринных желез. Однако даже отсутствие 
микроскопических изменений ткани не всегда 
отражает функциональные нарушения в рабо-
те эндокринной системы. В этой связи важным 
элементом комплексной оценки эндокринных 
нарушений может служить определение уровня 
ключевых гормонов в крови животных в иссле-
дованиях общей токсичности при многократном 
введении или при изучении репродуктивной 
токсичности.

Выделяют три основные вертикальные оси гор-
мональной регуляции, работающие по принципу 
обратной связи: тиреотропная ось (гипотала-
мус  — гипофиз  — щитовидная железа), гонадо-
тропная ось (гипоталамус — гипофиз — гонады), 
кортикотропная ось (гипоталамус  — гипофиз  — 
кора надпочечников). Все оси по отдельности 
и во взаимосвязи формируют систему регуляции 
функций организма. Важным следствием этого 
взаимодействия является то, что изменения, ин-
дуцированные в одной эндокринной оси, веро-
ятно, приведут к изменениям в других.

В доклинических исследованиях используют 
животных, у которых интактный гормональный 
фон может отличаться от гормонального фона 
человека, поэтому важно знать нормальные зна-
чения уровней отдельных гормонов для разных 
видов животных. Ниже представлены литера-
турные данные, а также данные, полученные 
авторами статьи в рутинных исследованиях  
АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ» (табл. 3).

Следует отметить, что оценка только уровня 
того или иного биохимического маркера с по-
зиции нормы или выхода за пределы нормаль-
ных значений не всегда является достаточной. 
Так, например, в качестве основных маркеров 
при оценке гормонального статуса щитовидной 
железы в течение длительного времени исполь-
зовали уровни ТТГ совместно с Т4 (свободная 
фракция тироксина). Однако в настоящее время 
наблюдается тенденция к использованию пока-
зателей, изменение которых происходит на ран-
них сроках биологических нарушений, поэтому 
дополнительно к определению абсолютных зна-
чений уровней гормонов ТТГ, Т4 рекомендуется 
определение уровня Т3 (свободные фракции 
трийодтиронина), что позволяет рассчитать ин-
тегральный тиреоидный индекс (ИТИ), пред-
ставляющий собой отношение суммы гормонов 
щитовидной железы к тиреотропному гормону 
и для клинически здорового человека в норме 
составляющий 7,04–27,21 [46]. Изменение этого 

индекса является наиболее ранним маркером 
развития дисфункции щитовидной железы: по-
вышение ИТИ свидетельствует о гипертиреозе, 
снижение ИТИ  — о начальных стадиях гипоти-
реоза. Другим показателем, отражающим функ-
цию щитовидной железы и действие гормонов 
на ткани, является отношение Т3/Т4, которое 
позволяет диагностировать состояния тиреоток-
сикоза, синдрома эутиреоидной слабости, влия-
ния терапии и действия различных препаратов 
на функцию щитовидной железы [46–48].

На основании данных литературы и данных, по-
лученных в результате собственных исследова-
ний, необходимо отметить, что у животных уро-
вень ТТГ намного ниже, чем у человека, тогда 
как уровни Т3 и Т4 сравнимы (табл. 3). Поэтому, 
вероятно, расчет соотношения Т3/Т4 может быть 
более информативным маркером для контроля 
эндокринных нарушений в работе щитовидной 
железы при изучении токсичности или активно-
сти лекарственных средств.

Согласно лабораторным исследованиям, у крыс-
самцов выше циркулирующие уровни T4 и ТТГ, 
чем у самок крыс. Уровни Т3 и Т4 у крыс с воз-
растом снижаются [23]. Линии крыс различа-
ются по наличию генетических особенностей 
и заболеваний, однако необходимо отметить, 
что у крыс довольно часто обнаруживают эути-
реоидный синдром и спонтанно возникающие 
доброкачественные опухоли щитовидной желе-
зы без каких-либо клинических признаков [23, 
49]. Такие особенности необходимо учитывать 
при интерпретации результатов, получаемых 
для этого вида лабораторных животных.

При анализе уровней гормонов гонадотроп-
ной оси исследователь может сталкиваться 
с большой вариабельностью данных, особенно 
у самок (табл. 3). Диагностическое значение 
имеет соотношение гормонов ЛГ/ФСГ. Так, у че-
ловека в детском возрасте оба гормона выра-
батываются в соотношении 1:1. После начала 
полового созревания концентрация ЛГ стано-
вится больше, чем ФСГ. К завершению полово-
го созревания и до начала климактерического 
периода показатель ФСГ стабильно меньше ЛГ 
в 1,5–2 раза. Значение ЛГ/ФСГ > 2,5 может сви-
детельствовать о развитии заболеваний яични-
ков. Показатели ФСГ и ЛГ у мужчин достаточно 
стабильны, уровень ФСГ всегда немного выше 
уровня ЛГ [50, 51]. Аналогичные соотношения 
ЛГ/ФСГ характерны для карликовых свиней.

Ключевым фактором, определяющим степень 
достоверности и клинической значимости полу-
чаемых результатов, будет являться выбор вида 
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Таблица 3. Содержание некоторых гормонов основных вертикальных осей гормональной регуляции у человека и лабораторных 
животных

Table 3. Levels of selected hormones of the main vertical endocrine regulation axes in humans and laboratory animals

Гормон
Hormone

Человек12

Humans12
Крысы

Rats
Кролики
Rabbits

Карликовые 
свиньи

Mini pigsмужчины
males

женщины
females

Тиреотропная ось
Thyrotropic axis

Тиреотропный гормон (ТТГ), 
мМЕ/л
Thyroid-stimulating hormone 
(TSH), mU/L

0,3–5,0 0,07–0,10 [20] 0,56–0,70 [41] ≤0,03
0,01–0,38 [22]

Трийодтиронин (Т3) нмоль/л
Triiodothyronine (T3), nM/L

1,2–3,1 6,1–7,2 [20]
0,38–1,53 [23]

2,3–2,7 [21]
1,7–2,1 [41]

1,3–2,7
4,1–98,7 [22]

Тироксин (Т4), нмоль/л
Thyroxine (T4), nM/L

39–155 44,1–51,5
45,3–61,0 [20]
37,5–87,5 [23]

23,8–51,3 [21];
52,4–72,0

[41]

Самцы / Males:
35–43

43–356 [22]
Самки / Females:

30–89
17–243 [22]

Гонадотропная ось
Gonadotropic axis

Тестостерон, нмоль/л
Testosterone, nM/L

4,5–35,413 0–3,1 Самцы / Males:
0,64–21,20;

4,0–16,5 [24];
Самки / Females:
0,94–3,47 [25, 26]

Самцы / Males:
0,04–0,45 [27];
50,6–56,2 [28];

Самки / Females:
0,08–0,14 [29]

Самцы / Males:
4,4–27,8;

5,1–25,2 [30]

Эстрадиол, пг/мл
Estradiol, pg/mL

30–6814 28–178 (фол. ф. / 
FPh);

51–549 (овул. / OV );
33,6–251 (лют. ф. / 

LPh);
18,4–64,0 (мен. п. / 

MNP)

Самцы / Males:
37,2–43,4 [34]

Самки / Females:
47–191;

40–115 [31];
71–158
[32; 33]

Самки / Females:
408–564 [28]

Самки / Females:
29–85

30–90 [35]

Прогестерон, нмоль/л
Progesterone, nM/L

0,5–6,015 0,5–6,0 (фол. ф., 
мен. п. / FPh, MNP)

10–94
(лют. ф. / LPh)

18,7–21,3 [36] 4,6–10,0
[37]

66,8–270,0 [35];
63,6–175,0

[38]

Фолликулостимулирующий 
гормон, нг/мл
Follicle-stimulating hormone, 
ng/mL

0,05–0,5516 0,07–0,68
(фол. ф. и лют. ф. / 

FPh & LPh)
0,26–1,04 (овул. / 

OV )
1,04–6,78 (мен. п. 

/ MNP)

Самцы / Males:
8,6–12,2

Самки / Females:
4,0–7,0 [39]

1,1–5,5
[40]

Самцы / Males:
1,1–4,5

Самки / Females:
1,5–7,2;

2,0–5,4 [42]

Лютеинизирующий гормон, 
нг/мл
Luteinising hormone, ng/mL

0,13–2,0017 0,13–2,34 (фол. 
и лют. фазы / FPh 

& LPh)
1,75–12,90 (овул. 

/ OV )
2,61–13,4 (мен. п. / 

MNP)

Самцы / Males:
0,3–0,5

Самки / Females:
0,1–0,5 [39]

0,55–1,40
[40]

Самцы / Males:
0,64–3,10;

Самки / Females:
1,2–7,8

2,3–3,5 [42]

12	Северин СЕ, ред. Биохимия: учебник. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2016. 
13	Тестостерон-ИФА-Бест. № Х-3972. Инструкция по применению. АО «Вектор-Бест». Новосибирск; 2012.
14	Estradiol ELISA. Ref EAI-2693. Instructions for use. Version 14.0. DRG Instruments GmbH. Marburg; 2016. 
15	Прогестерон-ИФА-Бест. № X-3978. Инструкция по применению. АО «Вектор-Бест». Новосибирск; 2015.
16	ФСГ-ИФА-Бест. № Х-3974. Инструкция по применению. АО «Вектор-Бест». Новосибирск; 2012.
17	ЛГ-ИФА-Бест. № Х-3976. Инструкция по применению. АО «Вектор-Бест». Новосибирск; 2017.



36 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2023. Т. 13, № 1

Endocrine disorders associated with medicinal products: approaches to preclinical safety assessment
Kryshen K.L., Faustova N.M., Makarova M.N., Makarov V.G.

Гормон
Hormone

Человек
Humans Крысы

Rats
Кролики
Rabbits

Карликовые 
свиньи

Mini Pigsмужчины
males

женщины
females

Кортикотропная ось
Corticotropic axis

Адренокортикотропный 
гормон, пг/мл
Adrenocorticotropic hormone, 
pg/mL

6–76 Самцы / Males:
83–162
6,3–12,7

Самки / Females:
12,0–7,0 [43]

95–165 [44] 90–170
[45]

Кортизол, нмоль/л
Cortisol, nM/L

138–635 (утро / morning)
82–441 (вечер / evening)

65–106
26,6–44,0 [46]

22–27 (утро / 
morning) до /  

up to 38
(вечер / evening) 

[47]

Самцы / Males:
25–33;

Самки / Females:
14,1–18,5 [48]

Кортикостерон, нмоль/л
Corticosterone, nM/L

3,8–66,5 Самцы / Males:
197–1205
655–855

Самки / Females:
258–387;

1015–1415 [23]

252–284;
59–73 [44]

Нет данных
No data

Примечание. Нормы могут иметь некоторые отличия в зависимости от метода анализа и используемого ИФА-набора. Нормы 
по содержанию гормонов гонадотропной оси в сыворотке крови человека приведены согласно инструкциям к ИФА-наборам.
Собственные данные выделены жирным шрифтом и подчеркнуты. Определение концентрации гормонов выполнено иммуно-
ферментным методом (ИФА) с использованием наборов производства: 1) ООО «Вектор-Бест» (Россия): Тестостерон-ИФА-
Бест (№ X-3972), Прогестерон-ИФА-Бест (№ Х-3978), ТТГ-Люмо-Бест (№ Х-3912), Т3 общий-ИФА-БЕСТ (№Х-3954), Т4 общий-ИФА-
БЕСТ (№ Х-3956), Кортизол-ИФА-Бест (№ Х-3964); 2) «IBL International» (Германия): ELISA kit ‘Corticosterone: Human, Rat, Mouse’ 
(№ RE52211); 3) «Cloud-Clone Corp.» (США): ELISA Kit for Luteinising Hormone (LH), Porcine (№ CEA441Po); ELISA Kit for Follicle-Stimu-
lating Hormone (FSH), Porcine (№ СEA830Po); 4) «DRG Instruments GmbH» (Германия): Oestradiol ELISA (№ EIA-2693); 5) «MyBioSource» 
(США): Rat ACTH ELISA kit (MBS2502683).
Условные обозначения: фол. ф. — фолликулярная фаза, лют. ф. — лютеиновая фаза, овул. — овуляция, мен. п. — менопауза.
Note. Reference values may differ slightly depending on the analysis method and the ELISA kit used. Reference values for gonadotropic 
axis hormones in human serum correspond to ELISA kits’ instructions for use.
Authors’ own data are bold and underlined. The hormone concentrations were determined by enzyme immunoassays (EIA) using kits 
manufactured by 1) Vector-Best (Russia): Testosterone-EIA-Best (No. X-3972), Progesterone-EIA-Best (No. X-3978), TSH-Lumo-Best 
(No. X-3912), T3 total-EIA-BEST (No. X-3954), T4 total-EIA-BEST (No. X-3956), Cortisol-IFA-Best (No. X-3964); 2) IBL International (Germany): 
ELISA kit ‘Corticosterone: Human, Rat, Mouse’ (No. RE52211); 3) Cloud-Clone Corp. (USA): ELISA Kit for Luteinising Hormone (LH), Porcine 
(No. CEA441Po); Elisa Kit for Follicle-Stimulating Hormone (FSH), Porcine (No. CEA830Po); 4) DRG Instruments GmbH (Germany): Oestradiol 
ELISA (No. EIA-2693); 5) MyBioSource (USA): Rat ACTH ELISA Kit (MBS2502683).
Abbreviations: FPh — follicular phase, LPh — luteal phase, OV — ovulation, MNP — menopause.

Продолжение таблицы 3

Table 3 (continued)

используемых лабораторных животных в соответ-
ствии с задачами исследования. Например, оцен-
ку динамики изменения уровней половых (эстра-
диол, прогестерон) и гонадотропных гормонов 
(ФСГ, ЛГ) рекомендуется проводить на карликовых 
свиньях, так как продолжительность эстрального 
цикла у этих животных (18–24 сут) наиболее близ-
ка к менструальному циклу женщин. Кроме того, 
соотношение фолликулярной и лютеиновой фазы 
у свиней по продолжительности близко к таково-
му, наблюдаемому у женщин [52].

Мыши и крысы являются общепринятым видом 
животных, использующихся для изучения стрес-
са. Основным гормоном стресса у этих живот-
ных в отличие от человека является кортико-
стерон [53, 54]. Уровень этого гормона зависит 

от различных факторов: времени суток [53], 
времени года [55], поведенческой активности 
животных [54, 56–59] и др. Ритм суточной секре-
ции кортикостерона (аналогично кортизолу у че-
ловека) надпочечниками имеет «пульсирующий 
характер» и характеризуется низким уровнем 
гормонов в начале биологической ночи (время 
засыпания), резким подъемом к середине био-
логической ночи, достижением максимума к мо-
менту пробуждения и постепенным снижением 
гормонального уровня до момента начала ново-
го суточного цикла [55].

V.  Viau и M.J.  Meaney [58] было установлено, 
что в отсутствие стрессовых факторов влияние 
эстрального цикла на концентрацию кортико-
стерона в плазме крыс-самок статистически 
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незначимо. Поведенческая активность животных 
влияет на концентрацию кортикостерона. У высо-
коактивных крыс-самцов (прогностически устой-
чивых в условиях стрессорного напряжения) 
концентрация кортикостерона в плазме крови 
составила 755 ± 100 нмоль/л, у пассивных (пред-
расположенных к стрессу) — 1215 ± 225 нмоль/л 
[56]. Влияние сезонного фактора на уровень 
кортикостерона в крови отмечалось в рабо-
те А.А.  Гостюхиной и соавт. [57]. В осенне-зим-
ний период среднесуточная концентрация 
кортикостерона в крови крыс минимальна. 
Осенью она составляет 41–66 нмоль/л, зимой — 
69–116 нмоль/л, затем возрастает к весеннему 
периоду до 537–574 нмоль/л и в течение лета 
остается в среднем на уровне 115–173 нмоль/л.

При оценке уровня гормонов кортикотропной 
оси и интерпретации результатов необходи-
мо учитывать все вышеперечисленные факто-
ры, а также наличие/отсутствие стресс-факто-
ров, связанных в том числе с забором крови. 
Для оценки влияния лекарственных средств 
на гормоны кортикотропной оси выбор опре-
деляемого показателя обусловлен видом ла-
бораторных животных, например у крыс и мы-
шей оценивают концентрацию кортикостерона, 
у карликовых свиней и кроликов — кортизола.

Заключение
К настоящему времени накоплено значитель-
ное количество данных о негативном влиянии 
химических веществ, в том числе лекарствен-
ных средств, на эндокринную систему. Вопросы 
прогнозирования влияния экзогенных соеди-
нений на эндокринную систему становятся все 
более актуальными наравне с оценкой канцеро-
генных или генотоксических свойств. Учитывая 
разнообразие механизмов, посредством которых 

ЭД способны нарушать гормональную регуляцию, 
а также нелинейность зависимости «доза–эф-
фект», необходима всесторонняя эксперимен-
тальная оценка рисков подобных изменений. 
Международные регуляторные требования 
и методические подходы к тестированию без-
опасности химических веществ и лекарственных 
средств относительно эндокринной системы на-
ходятся на этапе формирования и развития.

Не вызывает сомнения и необходимость раз-
работки национальных практических реко-
мендаций/руководств. На сегодняшний день 
в рамках доклинической оценки безопасности 
лекарственных средств не уделяется должное 
внимание этим вопросам. Предлагается вклю-
чить измерение уровней основных гормонов 
в биологических жидкостях в протоколы оценки 
общей и специфической токсичности как ранних 
индикаторов гормональных нарушений, возни-
кающих еще до развития структурных измене-
ний тканей и органов. При планировании таких 
исследований необходимо учитывать видовые 
особенности гормональной регуляции. При этом 
биологическое разнообразие животных моделей 
позволит увеличить прогностическую ценность 
получаемых результатов. Очевидным становится 
важность создания внутрилабораторных норм 
(референтных интервалов) не только отдельных 
гормонов, но и их соотношений у разных видов 
животных, используемых в экспериментах.

Таким образом, включение в традиционные 
регистрационные доклинические исследо-
вания анализа уровней основных гормонов 
у животных позволило бы оценить риски по-
тенциальных угроз ятрогенного происхождения 
без значительного увеличения стоимости самих 
исследований.
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суточный ритм секреции глюкокортикоидов и ди-
намика генного ответа. Вавиловский журнал гене-
тики и селекции. 2015;19(2):214–21. [Merkulov VM, 
Klimova NV, Merkulova TI. The ultradian rhythm 
of glucocorticoid secretion and the time course of 
target gene regulation. Vavilovskiy zhurnal genetiki 
i selektsii  = Vavilov Journal of Genetics and Breeding. 
2015;19(2):214–21 (In Russ.)]

56.	Умрюхин ПЕ, Григорчук ОС. Кортикостерон 
крови и ликвора у крыс с различным поведе-
нием в открытом поле при стрессорной на-
грузке. Международный журнал прикладных 
и фундаментальных исследований. 2015;11(3):372–
4. [Umryukhin PE, Grigorchuk OS. Blood and liquor 
corticosterone level in the rats with different open 
field behavior: effects of the stress. Mezhdunarodny 
zhurnal prikladnykh i fundamental’nykh issledovaniy = 
International Journal of Applied and Fundamental Re-
search. 2015;11(3):372–4 (In Russ.)]

57.	 Гостюхина АА, Замощина ТА, Зайцев КВ, Гутор СС, 
Жукова ОБ, Светлик МВ и др. Адаптивные реак-
ции крыс после световых десинхронозов и фи-
зического переутомления. Бюллетень сибирской 
медицины. 2018;17(3):22–34. [Gostyukhina AA, Za-
moshchina TA, Zaitsev KV, Gutor SS, Zhukova OB, 
Svetlik MV, et al. Adaptive reactions of rats after 
light desynchronosis and physical overwork. Bulletin 
of Siberian Medicine. 2018;17(3):22–34 (In Russ.)]  
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2018-3-22-34

58.	Viau V, Meaney MJ. Variations in the hypothalamic-pi-
tuitary-adrenal response to stress during the estrous 
cycle in the rat. Endocrinology. 1991;129(5):2503–11. 
https://doi.org/10.1210/endo-129-5-2503

59.	Louch CD, Higginbotham M. The relation be-
tween social rank and plasma corticosterone lev-
els in mice. Gen Comp Endocrinol. 1967;8(3):441–4.  
https://doi.org/10.1016/s0016-6480(67)80006-6

https://doi.org/10.47056/0365-9615-2021-171-6-783-787
https://doi.org/10.1016/s0016-6480(67)80006-6


41Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 1

Эндокринные нарушения при применении лекарственных средств: подходы к доклинической оценке...
Крышень К.Л., Фаустова Н.М., Макарова М.Н., Макаров В.Г.

Вклад авторов. К.Л.  Крышень  — концепция, сбор, 
систематизация и обобщение данных, изложен-
ных в нормативных и методических документах и 
литературе, написание текста рукописи; Н.М. Фау-
стова  — сбор и систематизация эксперименталь-
ных данных, подготовка и доработка рукописи; 
М.Н. Макарова — идея исследования, критический 
пересмотр текста рукописи и иллюстративного 
материала, утверждение окончательного вариан-
та рукописи для публикации; В.Г.  Макаров  — кон-
цепция исследования.

Благодарности. Работа выполнена как инициатив-
ное исследование без финансовой поддержки.

Конфликт интересов. М.Н. Макарова является чле-
ном редакционной коллегии журнала «Ведомости 
Научного центра экспертизы средств медицинского 
применения. Регуляторные исследования и экспер-
тиза лекарственных средств», остальные авторы 
заявляют об отсутствии конфликта интересов, тре-
бующего раскрытия в данной статье.

Authors’ contributions. Kirill L.  Kryshen—elaboration 
of the study concept, collection, systematisation 
and consolidation of data from regulatory docu
ments, guidelines and literature; writing of the text 
of the manuscript; Natalia M.  Faustova—collection 
and systematisation of experimental data, prepara
tion and finalisation of the manuscript; Marina N. 
Makarova—elaboration of the study idea, critical re-
vision of the text and illustrative material, approval 
of the final version of the manuscript for publication; 
Valery G. Makarov— elaboration of the study concept.

Acknowledgements. The work was performed as unso-
licited independent research without financial support.

Conflict of interest. Marina N. Makarova is a member 
of the Editorial Board of Bulletin of the Scientific Centre 
for Expert Evaluation of Medicinal Products. Regulatory 
Research and Medicine Evaluation, the other authors 
declare no conflict of interest requiring disclosure in 
this article.

ОБ АВТОРАХ / AUTHORS

Крышень Кирилл Леонидович, канд. биол. наук. 
ОRCID: https://orcid.org/0000-0003-1451-7716
kryshen.kl@doclinika.ru
Фаустова Наталья Михайловна, канд. хим. наук. 
ОRCID: https://orcid.org/0000-0002-6866-5741
faustova.nm@doсlinika.ru
Макарова Марина Николаевна, д-р мед. наук. 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3176-6386
makarova.mn@doclinika.ru
Макаров Валерий Геннадиевич, д-р мед. наук. 
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2447-7888
makarov.vg@doclinika.ru

Статья поступила 28.10.2021 
После доработки 21.01.2022 
Принята к печати 07.06.2022 
Online first 30.06.2022

Kirill L. Kryshen, Cand. Sci. (Biol). 
ОRCID: https://orcid.org/0000-0003-1451-7716
kryshen.kl@doclinika.ru
Natalia M. Faustova, Cand. Sci. (Chem.). 
ОRCID: https://orcid.org/0000-0002-6866-5741
faustova.nm@doсlinika.ru
Marina N. Makarova, Dr. Sci (Med.). 
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3176-6386
makarova.mn@doclinika.ru
Valery G. Makarov, Dr. Sci. (Med.). 
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2447-7888
makarov.vg@doclinika.ru

Article was received 28 October 2021 
Revised 21 January 2022 
Accepted for publication 07 June 2022 
Online first 30.06.2022



Токсикологические исследования
Toxicity studies 

42 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2023. Т. 13, № 1

УДК 615.015.44:615.065
https://doi.org/10.30895/1991-2919-2023-13-1-42-50
Оригинальная статья | Original article

Влияние нового каппа-агониста 
(фторфенилпроизводное  
имидазо[1,2-а]бензимидазола) на геном крыс

	 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение 
высшего образования «Волгоградский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
пл. Павших Борцов, д. 1, Волгоград, 400131, Российская Федерация

	 Лифанова Юлия Викторовна; j_semenova_pharm@mail.ru

В качестве перспективной группы веществ для создания опиоидных анальгети-
ков с оригинальным механизмом действия без риска развития респираторной 
депрессии и наркотической зависимости рассматриваются каппа-селективные 
агонисты. В предыдущих исследованиях было выявлено соединение РУ-1205 
(фторфенилпроизводное имидазо[1,2-а]бензимидазола) с установленным в экс-
периментах in vitro и in vivo каппа-рецепторным механизмом анальгетической 
активности.
Цель работы: оценка влияния дигидрохлорида 9-(2-морфолиноэтил)-2-(4-фтор-
фенил)имидазо[1,2-а]бензимидазола на уровень повреждений ДНК у крыс 
при однократном подкожном введении.
Материалы и методы: исследование выполнено на половозрелых белых беспо-
родных лабораторных крысах обоего пола. Повреждения ДНК учитывали мето-
дом ДНК-комет. Использовалась схема c однократным подкожным введением 
водного раствора субстанции РУ-1205 в трех дозах: 1, 10 и 100 мг/кг. В качестве 
положительного контроля использовали метилметансульфонат в дозе 40 мг/кг 
внутрибрюшинно, в качестве отрицательного контроля  — 0,9% раствор NaCl 
(100 мкл на 100 г массы животного).
Результаты: при однократном подкожном введении крысам РУ-1205 дозозави-
симо не увеличивает показатель %ДНК в хвостах комет. Изменения не носят до-
стоверного характера по сравнению с состоянием генома клеток соответству-
ющих органов/тканей животных, получавших в эти же сроки физиологический 
раствор. %ДНК в хвостах комет в клетках различных органов/тканей в группах 
животных отрицательного контроля составляет 1,83–3,82% (медианное значе-
ние [25–75%]). Введение генотоксиканта метилметансульфоната в дозе 40 мг/кг 
приводит к увеличению количества поврежденной ДНК по сравнению с группой 
отрицательного контроля во всех исследуемых органах и тканях.
Выводы: в результате исследования генотоксических свойств дигидрохлори-
да 9-(2-морфолиноэтил)-2-(4-фторфенил)имидазо[1,2-а]бензимидазола уста- 
новлено, что при однократном подкожном введении крысам в дозах 1, 10, 
100 мг/кг РУ-1205 не оказывает повреждающего действия на геном клеток ис-
следуемых органов.

Ключевые слова: повреждение ДНК; метод ДНК-комет; каппа-опиоидные агонисты; производные бензи-
мидазола; анальгетики; доклинические исследования
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Effects of a New Kappa Agonist (Fluorophenyl 
Derivative of Imidazo[1,2-a]benzimidazole) 
on the Rat Genome

	 Volgograd State Medical University, 
1 Pavshikh Bortsov Sq., Volgograd 400131, Russian Federation

	 Yuliya V. Lifanova; j_semenova_pharm@mail.ru

Selective kappa-opioid receptor (KOR) agonists are considered a promising group of 
substances for developing opioid analgesics characterised with an original mech-
anism of action without the risk of respiratory depression and drug addiction. Pre-
vious studies identified a  fluorophenyl derivative of imidazo[1,2-a]benzimidazole 
(RU-1205) with a KOR-based mechanism of analgesic action established in in vitro 
and in vivo experiments.
The aim of the  study was to assess the effect of 9-(2-morpholinoethyl)-2-(4-fluo-
rophenyl)imidazo[1,2-a]benzimidazole dihydrochloride on the level of DNA damage 
in rats after a single subcutaneous injection.
Materials and methods. The study was conducted in adult white outbred laboratory 
rats of both sexes. DNA damage was estimated using the comet assay. The study 
involved a single subcutaneous injection of an aqueous solution of RU-1205 in three 
doses: 1, 10, and 100 mg/kg. The authors used intraperitoneal methyl methanesul-
fonate (40 mg per kg of animal body weight) as a positive control and 0.9% NaCl 
(100 μL per 100 g of animal body weight) as a negative control.
Results. A single subcutaneous injection of RU-1205 to rats did not produce a sig-
nificant dose-dependent increase in % tail DNA when compared with the state of 
the corresponding organ/tissue cell genome in negative control animals after nor-
mal saline administration at the same time points. In the negative control groups, 
% tail DNA in cells of various organs/tissues ranged from 1.83% to 3.82% (median 
values [25–75%]). On the  contrary, the  administration of 40  mg/kg of genotoxic 
methyl methanesulfonate led to an increase in damaged DNA in all studied organs 
and tissues when compared with negative control animals.
Conclusions. The  study of 9-(2-morpholinoethyl)-2-(4-fluorophenyl)imidazo[1,2-a] 
benzimidazole dihydrochloride genotoxicity demonstrated that a single subcutane-
ous injection of 1, 10, or 100 mg/kg of RU-1205 to rats did not damage the cell 
genome of the studied organs.

Key words: DNA damage; comet assay; kappa-opioid receptor agonists; benzimidazole derivatives; analgesics; 
preclinical studies
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Введение
Этиологическая и патогенетическая роль инду-
цированного мутагенеза для организма чело-
века не вызывает сомнений. Генотоксические 
поражения рассматриваются не только 
как причина наследственной и онкологической 
патологий, но и как общий фактор, играющий 
существенную роль в этиопатологии большого 
спектра заболеваний: от сердечно-сосудистых 
и нейродегенеративных до проблем бесплодия 
и старения. Наиболее конструктивным спосо-
бом защиты организма человека от последствий 
мутагенеза, вызванного действием различных 

химических веществ, представляется предупре-
ждение контакта человека с потенциальными 
генотоксикантами. Это определяет необходи-
мость тщательного контроля за распростране-
нием потенциальных генотоксикантов, в том 
числе среди лекарственных средств как группы 
соединений, направленно и регулярно исполь-
зуемых человеком [1].

Одной из наиболее актуальных в современной 
медицине продолжает оставаться проблема ме-
дикаментозного обезболивания и разработки 
новых эффективных анальгетиков с минималь-
ным риском побочных эффектов. Перспективной 
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группой веществ для создания опиоидных 
анальгетиков с оригинальным механизмом дей-
ствия без риска развития респираторной де-
прессии и наркотической зависимости являются 
каппа-селективные агонисты [2]. В предыдущих 
исследованиях in vitro и in vivo было выявлено 
соединение РУ-1205 (фторфенилпроизводное 
имидазо[1,2-а]бензимидазола) с эксперимен-
тально установленным каппа-рецепторным ме-
ханизмом анальгетической активности [3–5].

Производные бензимидазола характеризуются 
широким спектром фармакологической актив-
ности. Так, например, некоторые производные 
бензимидазолов могут быть активны в отноше-
нии топоизомеразы I, ингибируя ее с последу-
ющей остановкой репликации ДНК [6]. Поэтому, 
несмотря на выявленный механизм анальгети-
ческой активности соединения РУ-1205, оценка 
генотоксичности является неотъемлемым эле-
ментом в системе доклинических исследований 
безопасности этого препарата.

Из имеющихся на сегодняшний день в арсенале 
генотоксикологии методов исследования наи-
более перспективным представляется метод 
гель-электрофореза единичных клеток, или ме-
тод ДНК-комет in vivo1. Метод основан на реги-
страции различной подвижности в постоянном 
электрическом поле поврежденной ДНК и (или) 
фрагментов ДНК индивидуальных лизирован-
ных клеток, заключенных в агарозный гель. ДНК 
мигрирует к аноду, формируя электрофоретиче-
ский след, визуально напоминающий «хвост ко-
меты», параметры которого зависят от степени 
поврежденности ДНК2 [1, 7]. К преимуществам 
кометного анализа относятся его применимость 
к различным тканям и (или) особым типам клеток, 
его высокая чувствительность к обнаружению 
повреждения ДНК, достаточность небольшого 
количества клеток в образце, общая простота 
выполнения теста, короткое время, необходи-
мое для завершения исследования, и его отно-
сительно низкая стоимость.

Цель работы  — оценка влияния дигидрохлори-
да 9-(2-морфолиноэтил)-2-(4-фторфенил)имид
азо[1,2-а]бензимидазола на уровень поврежде-
ний ДНК у крыс при однократном подкожном 
введении.

Материалы и методы
Объектом исследования являлось соединение  
РУ-1205 (дигидрохлорид 9-(2-морфолиноэтил)- 
2-(4-фторфенил)имидазо[1,2-а]бензимидазол) 
в виде субстанции, синтезированной в Научно-
исследовательском институте физической и ор-
ганической химии Южного федерального уни-
верситета.

Исследование in vivo выполнено на 45 поло-
возрелых белых беспородных лабораторных 
крысах обоего пола массой 210–240 г, получен-
ных из питомника ФГУП ПЛЖ «Рапполово» РАМН 
(Ленинградская обл., д. Рапполово). Животные 
до начала эксперимента подверглись адаптаци-
онному карантину в течение 14 сут в виварии ка-
федры фармакологии и биоинформатики ФГБОУ 
ВО ВолгГМУ Минздрава России. Животных со-
держали группами по 5 особей при регулируе-
мом совмещенном световом режиме (12/12 ч) 
и температуре 20–22 °С. За 12 ч до эксперимен-
та животных лишали еды при свободном досту-
пе к воде3.

Животные случайным образом были разделены 
на 9 групп — 2 группы отрицательного контро-
ля, получавшие растворитель 0,9% раствор NaCl 
в объеме 100 мкл на 100 г массы животного 
отдельно для группы самок и самцов, 1 группа 
положительного контроля, получавшая модель-
ный генотоксикант  — мутаген прямого дей-
ствия  — метилметансульфонат в дозе 40 мг/кг 
внутрибрюшинно за 4 ч до эвтаназии, и 6 экспе-
риментальных (по 3 группы самок и самцов), по-
лучавших РУ-1205 в различной дозировке. Ввиду 
отсутствия на момент исследования данных 
о наличии/отсутствии существенных межполо-
вых различий в токсических эффектах иссле-
дуемого соединения эксперименты проводили 
на животных обоего пола, опираясь при этом 
на методические рекомендации4. В данном те-
сте использовалась схема c однократным под-
кожным введением водного раствора субстанции 
РУ-1205 в трех дозах, установленных в ранее 
проведенных исследованиях: 1 мг/кг (терапев-
тически эффективная доза), 10 мг/кг (промежу-
точная доза, превышающая терапевтическую 
в 10 раз) и 100 мг/кг (условно токсическая, пре-
вышающая терапевтическую дозу в 100 раз) 

1	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
	 Оценка генотоксических свойств методом ДНК-комет in vitro: методические рекомендации. М.: Федеральный центр гиги-

ены и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2010.
2	 Дурнев АД. Применение метода щелочного гель-электрофореза изолированных клеток для оценки генотоксических 

свойств природных и синтетических соединений. М.; 2006.
3	 Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of animals used 

for scientific purposes. Official Journal of the European Union. 2010. L 276/33-79. http://data.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
4	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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[3–5]. Введение раствора соединения проводи-
ли за 22 ч до эвтаназии животных, учитывая дан-
ные по фармакокинетике РУ-1205 и полагаясь 
на руководство OECD Test. No 4895. По данным 
литературы [8], достоверных различий относи-
тельно генотоксичности метилметансульфоната 
в группах крыс-самцов и крыс-самок не наблю-
дается, поэтому раздельных групп по половому 
признаку для групп положительного контроля 
предусмотрено не было.

На основании данных о фармакодинамике, фар-
макокинетике РУ-1205 и методическим рекомен-
дациям6 [3–5] для исследования были выбраны 
следующие органы и ткани:
•	 печень, являющаяся основным органом био-

трансформации ксенобиотиков и обладаю-
щая высокой чувствительностью к действию 
мутагенов и канцерогенов (на основании 
ранее проведенных исследований РУ-1205 
и расчета абсолютных величин тканевой до-
ступности было отмечено значительное со-
держание соединения в тканях печени и его 
активный метаболизм);

•	 головной мозг  — как орган потенциального 
действия соединения  — анальгетика цен-
трального действия (РУ-1205 проникает 
через гематоэнцефалический барьер и опре-
деляется в течение 4 ч в тканях мозга);

•	 костный мозг — как активно пролиферирую-
щая ткань, высокочувствительная к действию 
мутагенов, канцерогенов;

•	 клетки крови, осуществляющие транспорт 
ксенобиотиков.

Эвтаназию животных осуществляли методом 
цервикальной дислокации. Исследования ме-
тодом ДНК-комет проводили в соответствии 
с методикой, описанной в Руководстве по про-
ведению доклинических исследований лекар-
ственных средств7, протоколе 14.2 [9, 10], реко-
мендациях работ [11–14]. Эксперимент включал 
в себя следующие этапы: выделение единичных 
клеток из тканей животных, приготовление 
гель-слайдов, лизис клеток c последующей ин-
кубацией в щелочном растворе, электрофорез, 
обработка образцов микропрепаратов, окраши-
вание микропрепаратов и микроскопический 
анализ.

По окончанию электрофореза микропрепараты 
фиксировали в 70% растворе этилового спир-
та (время фиксации 10 мин). После фиксации 

микропрепараты окрашивали в темноте флуо-
ресцирующим красителем SYBR Green I в соот-
ветствии с вышеперечисленными протоколами.

Анализ проводили на флуоресцентном ми-
кроскопе с последующей фиксацией изоб-
ражений цифровым фотоаппаратом SMART 
Camera NX300 (Samsung). Анализ параметров 
ДНК-комет  — с помощью программы Comet 
Score (TriTek Corp.)8. Случайным образом ана-
лизировали состояние ДНК в каждом микро-
препарате не менее 100 клеток. В качестве 
показателя генотоксичности использовали ста-
тистически достоверное увеличение процент-
ного содержания ДНК в хвостах комет (%ДНК 
в хвостах комет) с последующим расчетом ин-
декса повреждения (ИП):

	 ИП =                                                                    .	

При ИП > 2 тестируемый образец может обла-
дать генотоксическими свойствами [7].

В связи с выраженной асимметрией распре-
деления клеток по величине «%ДНК в хвостах 
комет» данные по каждому стеклу предва-
рительно представляли в логарифмическом 
масштабе, а после усреднения по 100 клеткам 
выполняли обратное преобразование [15, 16]. 
Статистическая обработка данных выполнена 
с помощью теста Краскела–Уоллиса (непара-
метрический вариант ANOVA) с последующими 
множественными сравнениями по Бонферрони–
Данну (пакет программ Statistica).

Результаты и обсуждение
Для учета качественных результатов принято 
деление анализируемых клеток, мигрирующих 
под действием электрического поля, на клетки 
без повреждения и с разной степенью выра-
женности повреждения ДНК. Клетки без по-
вреждения генетического материала под флу-
оресцентным микроскопом выглядят как ярко 
светящиеся точки (рис. 1d), клетки с повре-
жденной ДНК представляют собой образова-
ния, визуально напоминающие кометы (рис. 1e). 
В анализ не включали апоптотические клетки, 
выявленные на микропрепаратах в виде слабо 
флуоресцирующих ДНК-комет с широким диф-
фузным «хвостом» и практически отсутствую-
щей «головой».

5	 OECD Test No. 489: In vivo mammalian alkaline comet assay. OECD Guideline for the testing of chemicals. OECD/OCDE; 2014.
6	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
7	 Там же. 
8	 Comet Scoring Software. Version 2.0.0.38. TriTek Corp. http://rexhoover.com/

%ДНК в хвостах комет в опытной группе
%ДНК в хвостах комет в контрольной группе
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Распределение животных по значению пара-
метра %ДНК в хвостах комет в клетках разных 
тканей и органов отличалось от нормального 
распределения (по критерию Шапиро–Уилка), 
поэтому в результатах приведены значения ме-
дианы — Me, 25 и 75 перцентилей (Me [25–75%]), 
а для визуализации результатов использовали 
графики типа «ящик-усы». Критерием наличия 
генотоксических свойств у РУ-1205 может яв-
ляться статистически достоверное дозозависи-
мое увеличение показателя поврежденности 
ДНК или статистически достоверный, воспроиз-
водимый эффект по крайней мере для одной 
экспериментальной точки (исследуемой дозы 
РУ-1205).

Метилметансульфонат как вещество положи-
тельного контроля в дозе 40 мг/кг приводил 
к существенному увеличению %ДНК в хвосте 
комет по сравнению с контрольной группой 
животных (отрицательный контроль, физио-
логический раствор) во всех исследуемых ор-
ганах/тканях (рис. 2). Индекс повреждения 
для всех видов органов и тканей превышал 
2,0, что подтверждает повреждающее геном 
действие метилметансульфоната. Так, индекс 
повреждения для клеток печени составил 8,4, 
костного мозга  — 5,2, крови  — 2,7, головного 
мозга  — 8,7. Во всех экспериментах наблюда-

лись высокие показатели коэффициента вари-
абельности (CV, %), минимальный составляет 
21,4% (образцы крови), а максимальный 80,7% 
(образцы тканей печени), что говорит о сильной 
вариабельности внутри выборки.

Полученные экспериментальные данные сви-
детельствуют о правильности выполнения ана-
литической части исследования: манипуляций, 
связанных с выделением единичных клеток, 
приготовлением микропрепаратов, проведе-
нием электрофореза, а также о возможности 
регистрации повреждений ДНК, в том числе 
и в результате воздействия на лабораторных 
животных РУ-1205.

Для животных из группы отрицательно-
го контроля, получавших физиологический 
раствор, выявлено, что %ДНК в хвостах комет 
в клетках различных органов/тканей составил: 
в печени 2,14% [2,14–2,23%] и 1,96% [1,69–2,21%], 
в костном мозге 2,71% [2,52–3,05%] и 3,66% 
[2,62–4,06%], в клетках крови 3,10% [2,88–3,8%] 
и 3,82% [3,05–3,97%], в головном мозге 2,03% 
[7,77–2,04%] и 1,83% [1,48–1,89%] для самцов 
и самок соответственно (Me [25–75%]) (рис. 2). 
Однократное подкожное введение РУ-1205 до-
зозависимо не увеличивало показатель %ДНК 
в хвостах комет (рис. 1a–c, рис. 2). Изменения 

Рис. 1. Изображения ДНК-комет клеток печени крыс (окраска SYBR Green I), мигрирующих под действием электрического поля, 
при введении: a — РУ-1205, 1 мг/кг; b — РУ-1205, 10 мг/кг; c — РУ-1205, 100 мг/кг; d — физиологического раствора; e — метилме-
тансульфоната, 40 мг/кг.

Fig. 1. Images of electric field-induced migration of comet DNA in rat liver cells (stained with SYBR Green I) after injection of a, RU-1205 
(1 mg/kg); b, RU-1205 (10 mg/kg); c, RU-1205 (100 mg/kg); d, normal saline; or e, methyl methanesulfonate (40 mg/kg).
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не носили достоверного характера по сравне-
нию с состоянием генома клеток соответству-
ющих органов/тканей у животных, получавших 
в эти же сроки физиологический раствор (отри-
цательный контроль).

Влияние производных бензимидазола на ге-
ном неоднократно описано в научной литера-
туре [17, 18]. Более того, многие дериваты 
бензимидазолов способны ускорять апоптоз, 

что также показано в целом ряде исследований 
(см., например, [18]). В случае с РУ-1205 в дозе 
100 мг/кг, которая превышает среднюю эффек-
тивную дозу в 100 раз, эффектов обнаружено 
не было. Наоборот, в нескольких группах отме-
чено достоверное снижение %ДНК в хвостах ко-
мет (рис. 2), однако это не может рассматриваться 
как признак специфической токсичности (на-
личие генотоксических свойств). Об отсутствии  

Рис. 2. Влияние РУ-1205 и метилметансульфоната на уровень повреждений ДНК в клетках органов/тканей крыс.

Fig. 2. Influence of RU-1205 and methyl methanesulfonate on the level of DNA damage in rat tissue/organ cells.
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генотоксических свойств также свидетельствует 
и низкий показатель индекса повреждения ге-
нома (табл. 1). Для всех органов и тканей дан-
ный показатель не превышал значение 2,0.

Заключение
В результате исследования влияния дигидро-
хлорида 9-(2-морфолиноэтил)-2-(4-фторфенил) 
имидазо[1,2-а]бензимидазола (РУ-1205) на па- 
раметры, определяемые в тесте ДНК-комет, 
установлено, что при однократном подкожном 
введении в дозах 1, 10, 100  мг/кг данное со-
единение не оказывало повреждающего дей-

ствия на геном клеток печени, крови, костного 
и головного мозга крыс, о чем свидетельству-
ет отсутствие статистически достоверного до-
зозависимого увеличения показателя %ДНК 
в хвостах комет для всех эксперименталь-
ных точек и низкий уровень индекса повре-
ждения в максимальной исследованной дозе 
100 мг/кг, превышающей среднюю эффектив-
ную в 100 раз. Полученные данные позволяют 
судить о перспективах дальнейшей разработки 
данного соединения при создании инноваци-
онного анальгетика с безопасным фармаколо-
гическим профилем.
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Влияние антагонистов α2-адренорецепторов 
на характеристики электроэнцефалограмм 
кроликов при введении дексмедетомидина

	 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение 
высшего образования «Санкт-Петербургский государственный  
химико-фармацевтический университет»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
ул. Профессора Попова, 14, лит. А, Санкт-Петербург, 197376, Российская 
Федерация

	 Ивкин Дмитрий Юрьевич; dmitry.ivkin@pharminnotech.com

Неотъемлемой частью надлежащей лабораторной практики является гуманное 
отношение к  лабораторным животным. Актуальными остаются исследования 
по изучению анестезирующего действия различных препаратов, позволяющих 
снизить болевой синдром и дистресс у лабораторных животных.
Цель работы: оценка влияния α2-адреноблокаторов пророксана и атипаме-
зола на изменение отношения индексов ритмов волн электроэнцефалограмм 
при введении дексмедетомидина.
Материалы и методы: в исследовании были использованы кролики-самцы ли-
нии Советская шиншилла массой 3,0±0,3 кг (n=12). Дексмедетомидин вводили 
однократно подкожно в дозе 100 мкг/кг, атипамезол — 50 мкг/кг внутримышеч-
но, пророксан  — 170  мкг/кг внутривенно (дозы эквимолярны дозе дексмеде-
томидина). Действие препарата оценивали методом фармакоэлектроэнцефа-
лографии. Запись электроэнцефалограмм животных осуществляли с помощью 
чашечковых электродов с использованием 8-канального энцефалографа «Ней-
рон-Спектр-1» с полосой пропускания 0,5–35 Гц и частотой квантования 500 Гц. 
Осуществляли проверку распределения количественных признаков с исполь-
зованием W-критерия Шапиро–Уилка. При нормальном распределении ко-
личественных признаков значимость различий оценивали с помощью одно
факторного дисперсионного анализа ANOVA с post-hoc-тестом по Даннетту; 
при распределении, отличном от нормального,  — с помощью непараметриче-
ского критерия Краскела–Уоллиса с post-hoc-тестом по Данну.
Результаты: в результате введения дексмедетомидина наблюдали достоверное 
увеличение δ-ритма и снижение θ-ритма головного мозга кроликов на протя-
жении 2 ч. Введение атипамезола в эквимолярных количествах возвращало со-
отношение индексов ритмов к исходным значениям, эквимолярное введение 
пророксана не влияло на соотношение индексов ритмов волн.
Выводы: атипамезол устраняет седативное и гипнотическое действие дексме-
детомидина, что подтверждает возможность его применения в ветеринарной 
практике для вывода из наркоза. В свою очередь, применение пророксана с це-
лью устранения седативного эффекта дексмедетомидина неэффективно.

Ключевые слова: дексмедетомидин; фармако-ЭЭГ; анестезия; седация; адренергические альфа-антагони-
сты; адренергические альфа-агонисты; доклинические исследования
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Influence of α2-Adrenoreceptor Antagonists 
on Electroencephalogram Characteristics 
after Dexmedetomidine Administration 
in Rabbits

	 Saint Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University, 
14A Professor Popov St., St Petersburg 197376, Russian Federation

	 Dmitry Yu. Ivkin; dmitry.ivkin@pharminnotech.com

The humane treatment of laboratory animals is an integral part of good laboratory 
practice. It remains relevant to study the anaesthetic effects of various medicinal 
products helping to reduce pain and distress in laboratory animals.
The aim of the study was to compare the effects of the α2 blockers proroxan and 
atipamezole on changes in electroencephalogram rhythm index ratios after dexme-
detomidine administration.
Materials and methods. The study used male Soviet chinchilla rabbits weighing 
3.0±0.3 kg (n=12). Study animals received single injections of 100 µg/kg dexme-
detomidine subcutaneously, 50 µg/kg atipamezole intramuscularly, and 170 µg/kg 
proroxan intravenously (equimolar to the dose of dexmedetomidine). The effects 
of these medicinal products were evaluated by pharmacoelectroencephalography. 
The authors recorded electroencephalograms using cup electrodes and a Neur-
on-Spectrum-1 8-channel encephalograph (Neurosoft, Russia) with a bandwidth 
of 0.5–35 Hz and a sampling frequency of 500 Hz. The distribution of quantitative 
characteristics was checked for normality using the Shapiro–Wilk W test. The au-
thors used one-way ANOVA with Dunnett’s post hoc test to evaluate the signi-
ficance of differences for the normal distribution of quantitative characteristics; 
they used the nonparametric Kruskal–Wallis test with Dunn’s post hoc test for 
the non-normal one.
Results. Dexmedetomidine administration resulted in significant two-hour changes 
in the rabbit brain, and the authors observed an increase in the delta rhythm and 
a decrease in the theta rhythm. At equimolar doses, atipamezole returned the ratios 
of the wave rhythm indices to the baseline values, whereas proroxan had no effect 
on the ratios.
Conclusions. As demonstrated by the neutralisation of dexmedetomidine sedative 
and hypnotic effects, atipamezole can be used in veterinary for recovery from an-
aesthesia. Proroxan, on the contrary, is not effective in reversing the sedative effect 
of dexmedetomidine.

Key words: dexmedetomidine; pharmaco-EEG; anaesthesia; sedation; alpha-adrenoreceptor antagonists; alpha-
adrenoreceptor agonists; non-clinical studies
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Введение
В настоящее время невозможно представить 
полноценный фармакологический или токсико-
логический эксперимент без использования ла-
бораторных животных. При этом большое коли-
чество манипуляций возможно только под общей 
анестезией. Во избежание преждевременного 
пробуждения животного во время манипуля-
ций применяют постоянный контроль их состо-
яния. Воздействие анестезирующих препаратов 

во время операции возможно оценить мето-
дом электроэнцефалографии (ЭЭГ) с системой 
фронтальных отведений [1]. Применение ЭЭГ 
в качестве метода мониторинга основывается 
на наблюдении, что все анестезирующие препа-
раты изменяют синаптическую функцию [2].

Оценка глубины наркоза осуществляется тре-
мя методами: биспектральный анализ, спек-
тральная энтропия, анализ слуховых вызван-
ных потенциалов. В состоянии седации на ЭЭГ 

ABSTRACT

A.Yu. Grishina , 
U.V. Sharkova , 

Yu.I. Sysoev , 
D.Yu. Ivkin  , 

I.A. Nikitina , 
N.A. Anisimova , 

V.P. Ilnitskiy , 
E.I. Eletskaya , 
S.V. Okovityi  

https://orcid.org/0000-0003-2448-513X
https://orcid.org/0000-0003-1021-0338
https://orcid.org/0000-0003-4199-5318
https://orcid.org/0000-0001-9273-6864
https://orcid.org/0000-0001-5789-6475
https://orcid.org/0000-0002-4019-4255
https://orcid.org/0000-0003-3054-3594
https://orcid.org/0000-0002-9423-7249
https://orcid.org/0000-0003-4294-5531


53Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2023. Vol. 13, No. 1

Влияние антагонистов α2-адренорецепторов на характеристики электроэнцефалограмм кроликов...

Гришина А.Ю., Шаркова У.В., Сысоев Ю.И., Ивкин Д.Ю., Никитина И.А.,  
Анисимова Н.А., Ильницкий В.П., Елецкая Е.И., Оковитый С.В. 

наблюдается преобладание низкочастотных ко-
лебаний, относящихся к δ-активности, что поз-
воляет отследить состояние анестезии с исполь-
зованием показателя SEF 95 (95% spectral edge 
frequency, частота края спектра). Необходимо 
отметить, что для оценки степени глубины 
наркоза такого показателя недостаточно [3], 
поэтому в настоящем исследовании для оцен-
ки глубины анестезии и седации были исполь-
зованы специальные индексы ритма ЭЭГ (Kδ/θ 
и Iвосст). Kδ/θ  — показатель, описывающий отно-
шение δ- и θ-ритма и характеризующий степень 
бодрствования животных после введения седа-
тивного препарата; Iвосст  — показатель степени 
восстановления состояния бодрствования после 
введения антагониста дексмедетомидина (анти-
памезол, пророксан).

Дексмедетомидин широко используется в каче-
стве средства для седации пациентов в интен-
сивной терапии или в послеоперационном пе-
риоде. Являясь высокоселективным агонистом 
α2-адренорецепторов, дексмедетомидин оказы-
вает выраженный седативный эффект, сочетаю-
щийся с анальгетическим и симпатолитическим 
действием при отсутствии влияния на дыхание 
[4, 5], стабилизирует гемодинамику при эндо-
трахеальной интубации и при хирургическом 
воздействии, снижая потребность в анестетиках 
и опиоидах [6]. Антиишемическое и антигипок-
сическое действия данного препарата в соче-
тании с ограниченным профилем его побочных 
эффектов позволяют широко применять его 
в качестве вспомогательного средства для об-
щей и регионарной анестезии [7, 8].

Применение α2-адреноагонистов в качестве ане-
стезирующих средств может быть связано с рядом 
побочных эффектов, например c временной ги-
пертензией, выраженной гипотонией и брадикар-
дией. Для устранения гипнотического, седативного 
и побочного действия дексмедетомидина на ды-
хательную и сердечно-сосудистую системы в ве-
теринарной практике применяют синтетический 
α2-адреноблокатор атипамезол [6]. Комбинация 
атипамезола с ксилазином [9], медетомидином 
[10], дексмедетомидином [11] или кетамином [12] 
способствует выходу из глубокого наркоза и со-
кращает время восстановления после него.

Отмечено, что седации, вызываемой дексме-
детомидином, может препятствовать введение 
α1,2-адреноблокатора пророксана. Так, напри-
мер, известно, что внутримышечная инъекция 
пророксана блокировала седативный эффект 
клофелина у кроликов и кошек [13].

Цель работы — оценка влияния α2-адреноблока-
торов пророксана и атипамезола на изменение 
отношения индексов ритмов волн электроэнце-
фалограмм при введении дексмедетомидина.

Материалы и методы
Исследование было проведено на кроликах-сам-
цах линии Советская шиншилла массой 3,0±0,3 кг 
(n=12), полученных из ФГУП «Питомник лабора-
торных животных «Рапполово» (Ленинградская 
обл.). Животных содержали в стандартных 
условиях в соответствии с санитарно-эпиде-
миологическими требованиями к устройству, 
оборудованию и содержанию эксперименталь-
но-биологических клиник (вивариев), методи-
ческими указаниями по содержанию и исполь-
зованию лабораторных животных1, Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и Совета 
Европейского союза от 22.09.2010 по охране жи-
вотных, используемых в научных целях, и в со-
ответствии с санитарно-эпидемиологическими 
правилами СП 2.2.1.3218-14. Исследование было 
одобрено на заседании биоэтической комис-
сии ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государ-
ственный химико-фармацевтический универ-
ситет» Минздрава России, протокол заседания 
№ Rabbits-01-2019 от 20.11.2019. Все животные 
были взяты из одной партии и прошли период 
адаптации в течение 5 сут, затем разделены 
на 4 группы в зависимости от получаемых пре-
паратов (табл. 1).

Для исследования использовали физиологиче-
ский раствор (Натрия хлорид-СОЛОфарм 0,9%, 
ООО «Гротекс»), дексмедетомидин (Дексдор, кон-
центрат для приготовления раствора для инфу-
зий 100 мкг / 1 мл, «Орион Корпорейшн»), α2-адре-
ноблокатор атипамезол (Антиседан, раствор 
для инъекций 0,5%, «Орион Фарма»), пророксан 
(субстанция пророксана гидрохлорид, ФГУП НПЦ 
«Фармзащита» ФМБА России). 

Запись электроэнцефалограмм животных осу-
ществляли с помощью чашечковых электро-
дов с использованием 8-канального энцефало-
графа «Нейрон-Спектр-1» (ООО «Нейрософт») 
с полосой пропускания 0,5–35 Гц и часто-
той дискретизации 500 Гц. Непосредственно 
перед регистрацией поверхность головы живот-
ных тщательно выбривали и обрабатывали 70% 
спиртовым раствором. Крепление электродов 
осуществляли с помощью контактной адгезивной 
электродной пасты «Унипаста» (ООО  «Гельтек-
Медиа»). Электроды FP1 и FP2 (лобные по-
люса) располагали над лобно-теменными об-
ластями коры головного мозга, электроды 

1	 Guide for the care and use of laboratory animals. Washington, DC: National Academy Press; 1996.
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C3 и C4 (центральные отведения) — над темен-
но-затылочными. Референтный электрод уста-
навливали на область переносицы, заземляю-
щий игольчатый электрод — под кожу на спине. 
На протяжении всего времени эксперимента 
(записи ЭЭГ) кролики находились в пластмассо-
вых фиксаторах.

После подготовки животного и расположения 
электродов осуществляли фоновую запись ЭЭГ 

в течение 10–15 мин. Далее вводили изучаемые 
вещества с интервалом в 15 мин и проводили 
последующую запись энцефалографической 
активности в течение 90 мин (табл. 1, рис. 1). 
При перекрестном дизайне исследования было 
сделано по 4 записи (4 особи, некоторые живот-
ные могли участвовать в 2 разных эксперимен-
тах с интервалом >2 недель). Из полученных эн-
цефалограмм выбирали 60-секундные участки  

Рис. 1. Примеры 5-секундных фрагментов электроэнцефалограмм кролика (группа 3) и соответствующие им зависимости 
спектральной мощности. Бордовым, красным, зеленым, синим и фиолетовым цветами представлены δ-, θ-, α-, низкочастотные 
β- и высокочастотные β-ритмы соответственно. FP1, FP2 — лобные полюса; C3, С4 — центральные отведения.

Fig. 1. Exemplar 5-second fragments of electroencephalograms of rabbits (group 3) and the corresponding spectral power values. Bor-
deaux, red, green, blue, and purple colours represent δ-, θ-, α-, low- and high-frequency β-rhythms, respectively; FP1 and FP2, frontal 
poles; C3 and С4, central leads.

Таблица 1. Порядок введения веществ в группах экспериментальных животных

Table 1. Administration schedule for the experimental animal groups

Наименование группы
Group name

Инъекция 1 (в начальный момент времени 
эксперимента)

Injection 1 (at the start of the experiment)

Инъекция 2 (через 15 мин после начала 
эксперимента)

Injection 2 (15 min after the start of the experiment)

Группа 1
Group 1

Физиологический раствор внутривенно
Intravenous normal saline

Физиологический раствор внутривенно
Intravenous normal saline

Группа 2
Group 2

Дексмедетомидин, 100 мкг/кг подкожно
Dexmedetomidine, 100 µg/kg subcutaneously

Физиологический раствор внутривенно
Intravenous normal saline

Группа 3
Group 3

Дексмедетомидин, 100 мкг/кг подкожно
Dexmedetomidine, 100 µg/kg subcutaneously

Атипамезол, 50 мкг/кг внутримышечно
(доза, эквимолярная дозе дексмедетомидина)
Atipamezole, 50 µg/kg intramuscularly
(equimolar to the dose of dexmedetomidine)

Группа 4
Group 4

Дексмедетомидин, 100 мкг/кг подкожно
Dexmedetomidine, 100 µg/kg subcutaneously

Пророксан, 170 мкг/кг внутривенно (доза, 
эквимолярная дозе дексмедетомидина)
Proroxan, 170 µg/kg intravenously (equimolar to the 
dose of dexmedetomidine)

Фоновая активность
Background activity

FP1

FP2

C3

C4

FP1

FP2

C3

C4

15 минут после введения дексмедетомидина
15 min after administration of dexmedetomidine

15 минут после введения атипамезола
15 min after administration of atipamezole
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записи в различные периоды эксперимен-
та: фоновая запись перед первой инъекци-
ей, 5 и 15  мин после первой инъекции, 15, 45 
и 75 мин — после второй.

На выбранных участках записи проводили ана-
лиз, включавший расчет индексов δ- (0,5–4,0 Гц), 
θ- (4,0–8,0 Гц), α- (8,0–14,0 Гц) и β-ритмов (низкоча-
стотных 14,0–20,0 и высокочастотных 20,0–35,0 Гц). 
Индекс ритма вычисляли как долю интенсивности 
сигналов энцефалограммы, принадлежащих опре-
деленному частотному диапазону, от интенсивно-
сти сигналов всех частотных диапазонов, зареги-
стрированных за заданное время.

В наших пилотных исследованиях было от-
мечено, что седация, вызываемая у кроликов 
введением дексмедетомидина, характеризует-
ся выраженным увеличением индекса δ-ритма 
и одновременным снижением индекса θ-рит-
ма, поэтому в качестве показателя, характе-
ризующего уровень бодрствования испытуе-
мых животных, нами было выбрано отношение 
индексов δ- и θ-ритмов (Kδ/θ) (табл. 2, рис. 2). 
Для фоновой записи были характерны высокие 
значения индекса θ-ритма и низкие — δ-ритма.

Для оценки степени восстановления состояния 
бодрствования был использован индекс восста-
новления (Iвосст)  — отношение Kδ/θ, полученное 
через 15 мин после введения антагониста (ати-
памезол, пророксан), к значению фоновой запи-
си перед первой инъекцией (рис. 3).

Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием пакета программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad 
Software). Осуществляли проверку нормально-
сти распределения количественных признаков 
с использованием W-критерия Шапиро–Уилка. 
При нормальном распределении количествен-
ных признаков значимость различий незави-
симых выборок оценивали с помощью одно
факторного дисперсионного анализа ANOVA 
с post-hoc-тестом по Даннетту; при распределе-
нии, отличном от нормального, — с помощью не-
параметрического критерия Краскела–Уоллиса 
с post-hoc-тестом по Данну. Определяли медиан-
ное значение (Ме) и перцентили [25–75%].

Результаты и обсуждение
У кроликов в состоянии бодрствования наблю-
дали преобладание θ-активности, отмечалась 

Рис. 2. Динамика значений показателя Kδ/θ у кроликов в отведениях: а — FP1, b — FP2 (лобные полюса); c — C3, d — С4 (централь-
ные отведения).

Fig. 2. Time course of Kδ/θ values observed in rabbits in frontal (a, FP1; b, FP2) and central (c, C3; d, C4) leads. 
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пограничная активность между δ- и θ-ритмами. 
При подкожном введении дексмедетомидина 
мощность δ-ритмов постепенно увеличивалась, 
мощность θ-ритмов снижалась. Данная тенден-
ция достигала своего максимума через 10 мин 
и длилась дольше 2  ч, о чем свидетельство-
вало сохранение индекса Kδ/θ, достигнутого 
через 15 мин после введения дексмедетомидина. 

Можно сделать вывод, что при подкожном вве-
дении дексмедетомидина в дозе 100 мг/кг седа-
ция у кроликов длится более 1,5 ч.

После внутримышечного введения атипамезо-
ла соотношение индексов ритмов постепенно 
возвращалось к исходным значениям. При этом 
на ~60 мин эксперимента отмечался кратковре-
менный подъем мощности δ-ритмов (табл. 3). 
Введение пророксана после дексмедетомидина 
не оказало влияния на соотношение индексов 
ритмов волн, визуально седация наблюдалась 
в течение 1,5 ч записи (табл. 4).

При введении атипамезола возникала стимуляция 
α2А-адренорецепторов, расположенных в области 
голубого пятна ствола мозга, что вызывало сниже-
ние мощности δ-ритмов и увеличение мощности 
θ-ритмов. Такое воздействие нарушает адренер-
гическую передачу по восходящим нервным во-
локнам в вентролатеральном преоптическом ядре 
таламуса, что, в свою очередь, приводит к актива-
ции исходящего из этого ядра ГАМК-ергического 
торможения туберомаммилярного ядра [14].

Введение пророксана не оказывало влияния 
на отношения индексов ритмов волн после введе-
ния дексмедетомидина, мощности δ- и θ-ритмов 
оставались на значениях, достигнутых введени-
ем дексмедетомидина. Возможными причинами 
отрицательного результата в отношении эффек-
тов пророксана являются видоспецифические 
особенности его фармакологии, а также необхо-
димость применения большей дозы для прерыва-
ния действия дексмедетомидина.

Таблица 2. Отношение индексов δ- и θ-ритмов (Kδ/θ ) до и после введения препаратов кроликам

Table 2. δ- to θ-rhythm index ratios (Kδ/θ ) in rabbits before and after dosing

Время фиксации 
показаний

Time of recording

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

Группа 4
Group 4

FP1 FP2 C3 C4 FP1 FP2 C3 C4 FP1 FP2 C3 C4 FP1 FP2 C3 C4

Фоновое значение
Background value 2,12 2,48 2,52 2,38 1,33 1,38 1,79 1,73 0,88 0,94 0,67 0,68 0,46 0,53 0,50 0,54

5 мин после введения
5 min after administration 3,36 3,45 2,60 2,59 6,38 5,93 5,26 5,31 11,36 11,37 10,81 10,63 11,20 9,92 11,21 10,42

15 мин после введения
15 min after administration 2,38 2,44 1,99 1,91 6,63 6,75 5,25 6,00 11,83 11,34 11,98 11,59 9,49 9,39 9,08 8,95

30 мин после введения
30 min after administration 1,84 2,90 1,94 2,00 5,77 5,11 4,15 4,55 1,19 1,33 1,14 1,18 10,00 8,65 10,14 9,86

60 мин после введения
60 min after administration 1,58 1,75 1,89 1,34 2,39 2,16 1,93 1,80 1,35 1,27 0,92 0,92 2,20 2,64 1,93 1,51

90 мин после введения
90 min after administration 1,79 1,45 1,81 1,35 1,75 1,56 1,61 1,61 1,64 1,52 1,47 1,52 1,05 1,30 1,12 1,21

Примечание. FP1, FP2 — лобные полюса; C3, С4 — центральные отведения.
Note. FP1 and FP2, frontal poles; C3 and C4, central leads.

0

2

4

6

Физиологи-
ческий
раствор

Normal saline

I во
сс
т

Дексмеде-
томидин

 Dexmedeto-
midine

* *

Дексмедетомидин+
атипамезол

Dexmedetomidine+
atipamezole

Рис. 3. Усредненные значения Iвосст всех регистрируемых от-
ведений у животных экспериментальных групп.

Fig. 3. Averaged recovery values (Iвосст) from all recorded leads in 
the experimental animal groups.

 *  — уровень статистической значимости различий p<0,05 
как для групп, получавших физиологический раствор и декс-
медетомидин, так и для групп, получавших дексмедетомедин 
и дексмедетомедин+атипамезол
 * The level of significance, p<0.05, is the same for the differences 
between the groups receiving normal saline or dexmedetomidine 
and between the groups receiving dexmedetomidine or dexmede-
tomidine+atipamezole
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Заключение
Введение кроликам дексмедетомидина при-
водит к увеличению мощности δ-ритмов 

и снижению мощности θ-ритмов. Применение 
атипамезола способствует возвращению отно-
шения индексов ритмов волн к изначальным. 

Таблица 3. Мощность ритмов головного мозга кроликов (группа 3) в зависимости от введения препаратов

Table 3. Rabbit brain rhythm power as a function of medicinal product administration (group 3)

Индекс ритма, %
Rhythm index, %

Отведение
Lead 

Весь диапазон
Full range

δ-ритм
δ-rhythm

θ-ритм
θ-rhythm

α-ритм
α-rhythm

β-НЧ-ритм
β-LF-rhythm

β-ВЧ-ритм
β-HF-rhythm

Через 15 мин после введения дексмедетомидина
15 min after dexmedetomidine administration

FP1 100 93,7 4,3 1,2 0,4 0,4

FP2 100 93 4,5 1,3 0,5 0,6

C3 100 93,9 4,2 1,2 0,4 0,4

C4 100 93,3 4,4 1,2 0,5 0,5

Через 15 мин после введения атипамезола
15 min after atipamezole administration

FP1 100 4,7 84,3 8,5 1,3 1,2

FP2 100 5,1 80,7 10,2 1,8 2,1

C3 100 4,7 84,3 8,5 1,3 1,2

C4 100 4,6 83,2 9,1 1,5 1,5

Примечание. Отведения FP1, FP2 — лобные полюса; C3, С4 — центральные отведения; НЧ — низкочастотный ритм; ВЧ — высо-
кочастотный ритм.
Note. FP1 and FP2, frontal poles; C3 and C4, central leads; LF, low frequency rhythm; HF, high frequency rhythm.

Таблица 4. Мощность ритмов головного мозга кроликов (группа 4) в зависимости от введения препаратов

Table 4. Rabbit brain rhythm power as a function of medicinal product administration (group 4)

Индекс ритма, %
Rhythm index, %

Отведение
Lead

Весь диапазон
Full range

δ-ритм
δ-rhythm

θ-ритм
θ-rhythm

α-ритм
α-rhythm

β-НЧ-ритм
β-LF-rhythm

β-ВЧ-ритм
β-HF-rhythm

Через 15 мин после введения дексмедетомидина
15 min after dexmedetomidine administration

FP1 100 86,7 9,4 1,9 1,3 0,7

FP2 100 84,8 9,8 2,6 1,8 0,9

C3 100 86,3 10,3 1,7 1,2 0,5

C4 100 84,2 11,1 2,2 1,9 0,6

Через 15 мин после введения пророксана
15 min after proroxan administration

FP1 100 87,2 7,9 2,8 1,3 0,8

FP2 100 86 8 3,1 1,6 1,1

C3 100 88,1 7,7 2,5 1,1 0,6

C4 100 88,5 7,6 2,2 1,2 0,4

Примечание. Отведения FP1, FP2 — лобные полюса; C3, С4 — центральные отведения; НЧ — низкочастотный ритм; ВЧ — высо-
кочастотный ритм.
Note. FP1 and FP2, frontal poles; C3 and C4, central leads; LF, low frequency rhythm; HF, high frequency rhythm.
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Внутривенное введение пророксана при седа-
ции дексмедетомидином не оказало влияния 
на восстановление паттерна ЭЭГ.

Атипамезол устраняет седативное и гипнотиче-
ское действие дексмедетомидина, что подтвер-

ждает возможность его применения в ветери-
нарной практике для вывода из наркоза. В свою 
очередь, применение пророксана с целью устра-
нения седативного эффекта дексмедетомидина 
неэффективно.
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Ингибиторы нейраминидазы  — класс препаратов, применяемый для лечения 
инфекции, вызываемой вирусами гриппа. Для скрининга потенциальных ин-
гибиторов нейраминидазы представляет интерес разработка in vitro методик 
без использования вирусов в реакции. Цель работы: разработать и валидиро-
вать методику определения ингибирующего действия веществ по отношению 
к ферменту нейраминидаза (КФ 3.2.1.18) с использованием флуоресцентного 
субстрата 2’-4(4-метилумбеллиферил)-α-D-N-ацетилнейраминовой кислоты 
(4MU-NANA) in vitro на примере хиноидных пигментов — потенциальных инги-
биторов нейраминидазы. Материалы и методы:  в основе метода лежит фер-
ментативное расщепление субстрата 4MU-NANA ферментом нейраминидазой 
с образованием флуоресцентного маркера 4-метилумбеллиферона с детекцией 
при длинах волн возбуждения/испускания 360/450 нм. Результаты:  методика 
валидирована по параметрам: специфичность, линейность, точность, преци-
зионность. Линейность методики составила 0,31–80 мкМ 4-метилумбеллифе-
рона. Точность для четырех уровней концентраций, включая нижний предел 
количественного определения, находилась в пределах 87–114%, т.е. относитель-
ная погрешность при оценке точности не превышала 15%. Внутридневная пре-
цизионность составила 1,5–10,4%, междневная прецизионность 2,3–9,6%. При 
оценке ингибирующего действия на примере занамивира гидрата (0,6–150 нМ) 
точность составила 89–120%, прецизионность 3,1–11,0%. Для контрольных об-
разцов занамивира гидрата значение IC50 составило 27 ± 3 нМ, для осельтами-
вира IC50 = 16 ± 2 нМ. Для тестирования субстанций допустимо использовать 
растворители: диметилсульфоксид 50%, полисорбата 80 раствор 5%, этанол 50% 
и метанол 50 и 100%. Для соединений, нерастворимых в перечисленных раство-
рителях, предложено получение комплексов включения с 2-гидроксипропил-β-
циклодекстрином. Для исследуемого вещества биснафтазарина, хиноидного 
пигмента природного происхождения, IC50 составила 273 ± 28 нМ. Заключение: 
методика характеризуется удовлетворительной точностью и воспроизводимо-
стью и может быть использована для скрининга потенциальных ингибиторов 
нейраминидазы. Для тестирования нерастворимых веществ предложено их при-
менение в виде комплексов включения с циклодекстринами.

Ключевые слова: нейраминидаза; осельтамивир; занамивира гидрат; ингибирующее действие; 2-гидрокси-
пропил-β-циклодекстрин; биснафтазарин
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Neuraminidase inhibitors are a class of antivirals used to treat influenza infec-
tions. Screening assays for potential neuraminidase inhibitors would benefit from 
the development of in vitro procedures that do not require handling viruses. The aim  
of the study was to develop and validate a procedure for in vitro determination 
of inhibitory effects on neuraminidase (EC 3.2.1.18), using 2’-4(methylumbellife- 
ryl)-α-D-N-acetylneuraminic acid (4MU-NANA) as a fluorogenic substrate and 
quinonoid pigments, potential neuraminidase inhibitors, as a case study. Materi-
als and methods: the method is based on neuraminidase cleavage of 4MU-NANA 
to release fluorescent 4-methylumbelliferone, which is detected at the excitation 
and emission wavelengths of 360 and 450 nm, respectively. Results: the procedure 
was validated for specificity, range, accuracy, and precision. It remained linear over 
the range of 0.31–80 μM of 4-methylumbelliferone. The accuracy for four concen-
tration levels (including the LLOQ) was 87–114%; i.e., the relative error of accuracy 
evaluation was less than 15%. The intra- and inter-day precision ranged from 1.5 to 
10.4% and from 2.3 to 9.6%, respectively. Inhibitory effect evaluation using zanami-
vir hydrate (0.6–150 nM) demonstrated the accuracy of 89–120% and the precision 
of 3.1–11.0%. The IC50 values for positive controls (zanamivir hydrate and oseltami-
vir) were 27 ± 3 and 16 ± 2 nM, respectively. The following solvents may be used: 
50% dimethyl sulfoxide, 5% Polysorbate 80, 50% ethanol, 50 and 100% methanol. If 
a compound is insoluble in the solvents, it is possible to form inclusion complexes 
with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin. For bisnaphthazarin, the natural quinonoid 
pigment used in the study, the IC50 amounted to 273 ± 28 nМ. Conclusion: the pro-
cedure demonstrated adequate accuracy and reproducibility and is recommended 
for screening for potential neuraminidase inhibitors. In order to use the procedure 
for insoluble substances, the authors suggest forming inclusion complexes with cy-
clodextrins.

Key words: neuraminidase; oseltamivir; zanamivir hydrate; inhibitory effect; 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; 
bisnaphthazarin
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Введение
Грипп — острое респираторное заболевание, вы-
зываемое различными типами (А, В, С) вирусов 
гриппа. По частоте и количеству случаев грипп 
и другие острые респираторные вирусные ин-
фекции (ОРВИ) занимают первое место среди 
инфекционных заболеваний. Ежегодно в мире 
регистрируют от 3 до 5 млн случаев заболевания 
гриппом [1]. В России грипп и ОРВИ составляют 
до 90% от всех случаев инфекционных заболе-
ваний [2]. Ежегодные эпидемические вспышки 
наносят ущерб здоровью населения и требуют 
затрат на лечение и реабилитацию пациентов [1].

Действие препаратов, используемых при грип-
пе, направлено на элиминацию возбудителя 
заболевания, купирование воспаления, умень-
шение болевых проявлений, детоксикацию ор-
ганизма и повышение его защитных сил, а также 
на профилактику осложнений [3]. Поскольку ви-
рус развивает резистентность в отношении ле-
карственных средств, то поиск новых активных 
фармацевтических субстанций (АФС) остается 
актуальным.

Вирус гриппа представляет собой частицы 
круглой или продолговатой формы размером 
80–120 нм, покрытые мембраной, в которую 
погружены поверхностные белки  — гемагглю-
тинин (необходим для связывания с клеточными 
рецепторами и проникновения вируса внутрь 
клетки хозяина) и нейраминидазу (для выхода 
вируса из клетки хозяина) [4].

Применяемые для лечения гриппа химиопрепа-
раты имеют различные молекулярные мишени 
[3, 5, 6]. Среди препаратов этиотропного дей-
ствия можно выделить следующие основные 
группы:
1)  блокаторы ионного канала (ингибиторы де-
капсидации вируса). Механизм действия пре-
паратов заключается в ингибировании белка 
М2, необходимого для создания ионного канала 
и регулирующего pH в процессе «раздевания» 
вируса в эндосомах. Представители группы: 
амантадин и ремантадин;
2)  ингибиторы РНК-зависимой РНК-полиме
разы, блокирующие репликацию вируса. 
Представители группы: рибавирин, арбидол, 
фавипиравир;

3)  ингибиторы нейраминидазы. Представители 
группы: занамивир и осельтамивир.

Ингибиторы нейраминидазы широко приме-
няются для терапии гриппозных инфекций. 
Фермент нейраминидаза (КФ 3.2.1.18)  — это 
экзосиалидаза, расщепляющая α-кетозидную 
связь между терминальным остатком сиаловой 
(N-ацетилнейраминовой) кислоты и следующим 
моносахаридным остатком [5, 7]. В природе 
нейраминидаза обнаружена не только в составе 
оболочек некоторых вирусов, в том числе грип-
па, но и в ряде патогенных микроорганизмов 
(Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 
Clostridium perfringens и др.). Нейраминидаза 
C. perfringens часто используется в лабораторной 
практике, в том числе для скрининга ингибито-
ров нейраминидаз [8].

Для вируса гриппа А известно девять подтипов 
нейраминидазы, для вируса типов B и C — по од-
ному [7]. На антигенных различиях поверхност-
ных гликопротеинов гемагглютинина и нейра-
минидазы основана классификация вирусов 
гриппа А. В человеческой популяции циркулиру-
ют вирусы гриппа А с нейраминидазами типов 
N1, N2 и N91. Природным резервуаром вируса 
гриппа типа А являются птицы, среди которых 
и циркулирует значительное количество антиге-
нов различных вариантов вируса, в том числе 
высокопатогенные штаммы, например субтипов 
H5N1, H5N8, H5N62. У птиц, обитающих на терри-
тории Российской Федерации, чаще всего выяв-
ляют вирусы гриппа с нейраминидазами следу-
ющих типов: N1, N2, N6 и N8 [9].

В качестве потенциальных ингибиторов ней-
раминидазы представляют интерес хиноид-
ные пигменты, выделенные из панцирей мор-
ских ежей. Разнообразие механизмов действия 
и эффектов, оказываемых, например, эхинохро-
мом  А и спинохромом А, привлекло внимание 
к изучению активности в отношении нейрами-
нидаз вируса гриппа, родственных хиноидным 
пигментам соединений3.

Для создания новых препаратов необходима 
воспроизводимая методика оценки их способ-
ности ингибировать активность нейраминидазы.

Цель работы — разработать и валидировать ме-
тодику определения ингибирующего действия 

1	 Кононова АА. Псевдовирусная система на основе вируса везикулярного стоматита для поиска противовирусных средств, 
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Восточноазиатского-Австралийского пролетного пути в перемещении генов и реассортации вируса гриппа.  
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3	 Васильева ЕА. Спинохромы морских ежей тихоокеанского региона: распространение и биологическая активность: дис. … 
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веществ по отношению к ферменту нейрами-
нидаза (КФ 3.2.1.18) с использованием флуо-
ресцентного субстрата 2’-4(4-метилумбелли-
ферил)-α-D-N-ацетилнейраминовой кислоты 
(4MU-NANA) in vitro на примере хиноидных пиг-
ментов  — потенциальных ингибиторов нейра-
минидазы.

Существует несколько групп методов оценки 
активности нейраминидазы. Наиболее широ-
ко применяют методы с использованием син-
тетических субстратов с флуоресцентными 
или хемилюминесцентными метками. В отличие 
от методов c использованием культивируемых 
клеток, результаты таких анализов отличают-
ся лучшей воспроизводимостью и позволяют 
прогнозировать трансляционность in vivo [10, 
11]. Применение этих субстратов позволяет ис-
пользовать данную методику достаточно широ-
ко, так как лицензию на работу с вирусами имеет 
ограниченное количество лабораторий.

Чувствительность хемилюминесцентного ме-
тода определения активности нейраминидазы 
(субстрат  — 2-диоксетановое производное сиа-
ловой кислоты (NA-STAR)) выше, чем флуорес-
центного, однако хемилюминесцентный продукт 
гидролиза нестабилен — время жизни не превы-
шает 5 мин [10].

В качестве субстратов могут быть использованы 
различные соединения [7, 8, 10–15].

Для разработки методов определения ак-
тивности нейраминидазы, альтернативных 
колориметрическим и радиоактивным мето-
дам [5, 8], в качестве наиболее часто исполь-
зуемого субстрата применяется 2’-4(4-мети-
лумбеллиферил)-α-D-N-ацетилнейраминовая 
кислота (MU-Neu5Ac или 4MU-NANA) [13, 14]. 
Ближайшим аналогом 4MU-NANA является 
4-трифторметилумбеллиферил-α-N-ацетил
нейраминовая кислота (CF3MU-Neu5Ac). Высо
кая интенсивность флуоресценции этого 
вещества позволяет проводить анализ нейра-
минидаз низкой активности [12].

Для оценки активности нейраминидаз созда-
ны коммерческие доступные наборы, содержа-
щие готовые к использованию реагенты, однако 
при разработке собственной методики анализа 
стоимость исследования становится значитель-
но ниже, так как большинство реагентов может 
быть приготовлено непосредственно в лабора-
тории в достаточных количествах. Субстраты, 
затраты на которые ранее составляли основную 
стоимость проведения анализа, теперь мож-
но приобрести у различных производителей 
по конкурентоспособным ценам.

В основе выбранного нами метода лежит фер-
ментативное расщепление субстрата 4MU-NANA 
ферментом нейраминидазой, представленное 
на схеме:

Под действием нейраминидазы происхо-
дит расщепление субстрата с образованием 
N-ацетил-α-D-нейраминовой кислоты (NANA) 
и флуоресцентного маркера 4-метилумбелли-
ферона (4-MU), количество которого определя-
ют при длине волны возбуждения 360 нм и дли-
не волны излучения 465 нм.

В присутствии веществ, оказывающих ингибиру-
ющее действие на нейраминидазу, концентрация 
продуктов реакции снижается. Для сравнения эф-
фективности ингибиторов определяют концентра-
цию максимального полуингибирования (IC50).

Материалы и методы
Для проведения исследования использовали 
следующее оборудование и материалы: анализа-
тор микропланшетный CLARIOstar (BMG Labtech, 
Германия); система получения воды очищенной 
Simplicity® (Millipore, США); термостатированный 
шейкер ST-3L (ELMI, Латвия); весы лабораторные 
AR 2140 (Ohaus, Китай); планшеты 96-луночные 
черные полистироловые для флюоресценции 
OptiPlate (PerkinElmer, США).

Реактивы. 4-метилумбеллиферон (4-MU) (99%, 
BLD Pharmatech Ltd, кат. № BD23062); субстрат 
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2’-4(4-метилумбеллиферил)-α-D-N-ацетилней-
раминовой кислоты натриевая соль, гидрат 
(4MU-NANA) (≥95%, Sigma-Aldrich, кат. № M8639); 
нейраминидаза Clostridium perfingens (C.  wilchii) 
6-го типа, лиофилизированная, 6–10 МЕ/мг белка 
(Sigma-Aldrich, кат. № 3001); 2-гидроксипропил-β-
циклодекстрин, (Sigma-Aldrich, кат. №  778907); 
2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота (MES) 
(Sigma-Aldrich, кат. № M3671); кальций хлористый 
(безводный, ч.д.а., АО  «ЛенРеактив»); натрий 
едкий, (98%, в чешуйках, ООО «НеваРеактив»); 
диметилсульфоксид (для культур клеток, 
ООО  «БиолоТ», кат. № 1.4.7,); полисорбат 80 
(твин 80) (PanReac AppliChem, кат. № 142050.1611); 
метанол (х.ч., АО «Вектон»).

Объекты исследования. Комплекс 1% биснафта-
зарина в виде соединения включения в матрицу 
2-гидроксипропил-β-циклодекстрина (БН-β-ЦД) 
(ЗАО «Санкт-Петербургский институт фармации», 
Россия). Биснафтазарин  — хиноидный пигмент 
природного происхождения, выделенный из пан-
цирей зеленых морских ежей Strongylocentrotus 
droebachiensis. Биснафтазарин является смесью 
изомеров биснафтазаринов, основными из ко-
торых являются этилиденбиснафтазарин и ан-
гидроэтилиден-6,6-bis(2,3,7-тригидроксинафта-
зарин).
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Молярная масса биснафтазаринов, входящих 
в состав анализируемой субстанции, в среднем 
составляет 490 г/моль [16].

Для повышения растворимости биснафтаза-
рина был получен его комплекс с 2-гидрок-
сипропил-β-циклодекстрином (β-ЦД) в виде  

соединения включения одним из наиболее рас-
пространенных методов  — методом сораство-
рения с последующим упариванием раствори-
теля [17].

Положительными контролями являлись препа- 
рат Тамифлю® (75 мг осельтамивира в виде 
осельтамивира фосфата 98,5 мг; «Ф. Хоффманн-
Ля Рош Лтд», Швейцария) и субстанция занами-
вира гидрат (≥98%, CAS № 551942-41-7, Китай).

Приготовление калибровочных растворов стан-
дартного образца (СО) 4-метилумбеллиферона 
(4-MU). Навеску 4-MU массой 0,0113 г растворя-
ли в 10 мл спирта этилового 50%. Из полученно-
го сток-раствора с концентрацией 6,4 мМ с помо-
щью последовательного разбавления в рабочем 
буферном растворе готовили калибровочные 
растворы с концентрациями 3,1–3200 мкМ.

С учетом разбавления в реакционной смеси кон-
центрация СО 4-MU составила 0,31–320 мкМ.

Приготовление испытуемых растворов по-
ложительного контроля  №  1 осельтамивира. 
Содержимое 1 капсулы препарата Тамифлю® 
(75 мг в пересчете на осельтамивир) раство-
ряли при перемешивании в 75 мл воды очи-
щенной, фильтровали (фильтр обеззоленный 
«красная лента») для отделения от нераство-
римых в воде вспомогательных компонентов. 
Полученный сток-раствор имел концентрацию 
3,20 мМ (1 мг/мл). Далее путем серии последо-
вательных разведений готовили растворы с кон-
центрациями 0,026–0,64 мкМ. Концентрации 
положительного контроля №  1 в реакцион-
ной смеси с учетом разведения составили  
0,001–0,032 мкМ.

Подготовка испытуемых растворов положи-
тельного контроля №  2 занамивира гидрата. 
Навеску занамивира гидрата массой 0,01000 г, 
взвешенную с точностью до 0,00001 г, раство-
ряли в 10 мл воды, очищенной при периоди-
ческом перемешивании. Концентрация полу-
ченного сток-раствора составила 1,0 мг/мл 
(3,0 мМ). Далее путем серии разведений во-
дой очищенной готовили испытуемые раство-
ры положительного контроля № 1 с концен-
трациями 0,04–15 мкМ (в реакционной смеси  
0,002–0,75 мкМ).

Приготовление испытуемых растворов суб-
станции. Навеску БН-β-ЦД массой 0,20000 г, 
взвешенную с точностью до 0,00001  г, раство-
ряли в 1 мл метанола. Концентрация комплекса 
в сток-растворе составила 167 мг/мл, в пере-
счете на биснафтазарин 1,67 мг/мл (3,40  мМ). 
Далее путем серии последовательных 

https://www.sigmaaldrich.com/RU/en/product/sigma/sml0492?context=product
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разведений в метаноле и в воде очищенной го-
товили растворы с концентрациями биснафтаза-
рина С1 = 34 мкМ; С2 = 3,40 мкМ; С3 = 0,34 мкМ. 
С учетом разбавления в реакционной смеси 
концентрация пигментов составила 1,7, 0,17, 
0,02 мкМ соответственно.

Приготовление испытуемого раствора 2-гид-
роксипропил-β-циклодекстрина с концентраци-
ей 2 мг/мл. Навеску 2-гидроксипропил-β-цик-
лодекстрина массой 0,010 г (точная навеска) 
растворяли в 5 мл растворителя. В качестве 
растворителей использовали как воду очищен-
ную, так и метанол.

Анализ проводили согласно описанию в ста-
тьях [6, 13] с оптимизацией условий процеду-
ры. Измерение интенсивности флуоресценции 
проводили на анализаторе микропланшетном 
CLARIOstar.

Для проведения ферментативной реакции ис-
пользовали рабочий буферный раствор 140 мкМ 
MES-NaOH (pH 6,5), содержащий 4 мМ CaCl2, 
1  мМ раствор субстрата 4MU-NANA в рабочем 
буферном растворе и раствор нейраминидазы 
6 типа с концентрацией 0,7 МЕ/мл.

В лунки планшета для отрицательного контро-
ля вносили по 10 мкл растворителя(-ей), ис-
пользуемых для приготовления испытуе-
мых растворов; в лунки для положительного 
контроля вносили по 10 мкл растворов поло-
жительных контролей №  1 и 2. В следующие 
лунки вносили по 10 мкл испытуемых раство-
ров субстанции БН-β-ЦД и гидроксипропил-β-
циклодекстрина. Каждый анализ выполняли 
не менее чем в трех повторностях. Во все 
лунки вносили по 160 мкл рабочего буфер-
ного раствора и по 10 мкл рабочего раствора 
нейраминидазы (0,7 МЕ/мл). Планшет заклеи-
вали пленкой и инкубировали 10 мин при тем-
пературе 25 °С и перемешивании 650 об./мин 
в термостатирующем шейкере. После инку-
бации во все лунки вносили по 20  мкл ра-
бочего раствора субстрата 4MU-NANA 
(1,0 мМ). Незамедлительно помещали планшет 
в прибор, перемешивали 30 с при 650 об./мин 
и измеряли интенсивность флуоресценции 
при длинах волн возбуждения/испускания 
360 ± 20 / 450 ± 30 нм в кинетическом режиме 
каждые 60 с в течение 10 мин при температу-
ре 37 °С, усиление сигнала (gain) — 600.

Конечные концентрации реагентов в реакци-
онной смеси составили 0,035 МЕ/мл фермента, 
0,1 мкмоль/мл субстрата, 0,133 мкмоль/мл MES, 
3,8 мкмоль/мл CaCl2.

It – I0

Δt

vотр.к. – vт

vотр.к.

v × Vал

a4–MU × Vр.р.

В качестве бланк-раствора, не содержащего 
аналита и фермента, использовали раствор, 
состоящий из 170 мкл рабочего буферного 
раствора, 10 мкл растворителя, использованно-
го для приготовления растворов тестируемых 
соединений, и 20 мкл рабочего раствора суб-
страта 4MU-NANA (1,0 мМ).

Обработку результатов выполняли с использова-
нием программного обеспечения Mars 3.31 (BMG 
Labtech, Германия) и программы Statistica  10 
(Statsoft, CША).

Скорость ферментативной реакции (v, RFU/мин) — 
изменение интенсивности флуоресценции 
от времени  — при длинах волн возбуждения/
испускания 360 ± 20 / 450 ± 30 нм рассчитывали 
для всех анализируемых образцов по формуле:

	 v =—,	 (1)

где v  — скорость реакции, RFU/мин; It — интен-
сивность флуоресценции после инкубации, RFU; 
I0 — интенсивность флуоресценции, измеренная 
до начала инкубации (0 мин), RFU; Δt — длитель-
ность инкубации между начальным и конечным 
измерениями интенсивности флуоресценции, 
мин.

Ингибирующее действие (ИД, %) анализируе-
мых веществ рассчитывали по формуле:

	 ИД =—×100,	 (2)

где vотр.к.  — скорость ферментативной реакции 
для отрицательного контроля (100% активности 
фермента), RFU/мин; vт  — скорость фермента-
тивной реакции, определенная для испытуемых 
образцов БН-β-ЦД или образцов положительно-
го контроля, RFU/мин.

По результатам анализа серии испытуемых 
растворов с различными концентрациями, 
для которых значение ИД находилось в диапа-
зоне от 20 до 80%, строили зависимость изме-
нения ИД от концентрации вещества, аппрокси-
мировали подходящей функцией, коэффициент 
корреляции для которой составлял не менее 
0,99. Затем с помощью уравнения полученной 
зависимости рассчитывали IC50 — концентрацию 
испытуемых/контрольных образцов, вызываю-
щую 50% ингибирование активности нейрами-
нидазы.

Активность фермента нейраминидазы (АNA) рас-
считывали в МЕ/л (мкмоль/мин/л) по формуле:

	 ANA =—,	 (3)
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где v — значение скорости ферментативной ре-
акции (RFU/мин); a4–MU  — значение коэффици-
ента «a», полученного при построении калиб-
ровочной зависимости для растворов СО 4-MU 
(RFU×л/мкмоль); Vр.р.  — общий объем реакцион-
ной смеси в лунках планшета, мл (Vр.р. = 0,20 мл); 
Vал — объем аликвоты раствора нейраминидазы, 
мл (Vал = 0,01 мл).

Калибровочные, испытуемые и контрольные 
пробы при определении активности нейрамини-
дазы были проанализированы как единая серия 
в рамках одного аналитического цикла.

Результаты и обсуждение
При проведении анализов in vitro для поис-
ка соединений  — потенциальных ингибиторов 
нейраминидазы применение вирусов гриппа 
возможно только в специализированных лабо-
раториях, имеющих лицензию на работу с виру-
сами. Применение для этих же целей рекомби-
нантного изолированного фермента возможно 
в условиях практически любой аналитической 
лаборатории, имеющей соответствующее обо-
рудование. В статьях с описанием метода [6, 
8, 13] отсутствует строгая регламентация ряда 
параметров, например времени и условий ин-
кубации субстрата с тестируемыми образцами, 
выбора допустимых растворителей. Таким об-
разом, условия испытания для методики с опре-
деленным набором реактивов должны быть 
определены экспериментально.

Несмотря на то что определение ингибирования 
нейраминидазы считается воспроизводимым 
методом, существует ряд критических точек 
(этапов):
1)  приготовление испытуемых растворов 
контрольных и тестируемых образцов: погреш-
ности в процессе приготовления растворов ин-
гибитора нейраминидазы могут сместить кри-
вые ингибирования и изменить значения IC50;
2)  приготовление буферного раствора: измене-
ние pH буферного раствора для анализа приво-
дит к смещению значений IC50, что может услож-
нить сравнение данных;
3)  точность при дозировании всех раство-
ров в процессе реакции, соблюдение времени 
и условий инкубации имеют решающее значе-
ние для получения воспроизводимых результа-
тов анализов;
4)  использование контрольных образцов позво-
ляет отслеживать приемлемость полученных ре-
зультатов анализа в течение длительного времени.

При разработке методики определения ин-
гибирующего действия веществ в отношении 

фермента исследователю, как правило, необхо-
димо решить ряд задач:
1)  оценить аналитический диапазон определе-
ния продукта ферментативной реакции 4-MU, 
оценить валидационные характеристики мето-
дики определения 4-MU в реакционной смеси;
2)  выбрать подходящие для проведения тести-
рования растворители;
3)  отработать методику с использованием из-
вестных специфических ингибиторов фермента 
(положительных контролей), оценить валидаци-
онные характеристики методики определения 
ингибирующего действия;
4)  оценить влияние тестируемых соединений 
на активность фермента.

Для разработки методики и проверки пригод-
ности условий постановки ферментативной 
реакции были использованы два известных 
ингибитора нейраминидазы, использующиеся 
в клинической практике (положительные контро-
ли): занамивира гидрат и осельтамивира фосфат.

Выбор диапазона концентраций для приготов-
ления испытуемых растворов положительных 
контролей занамивира гидрата и осельтамиви-
ра фосфата для пилотных экспериментов был 
основан на анализе данных литературы [6, 8, 13].

Для определения влияния занамивира гидрата 
на активность нейраминидазы предложена 
стадия предварительной инкубации фермента 
и тестируемой субстанции при комнатной тем-
пературе или 37 °С в течение 30–60 мин [6, 13]. 
Результаты пилотных экспериментов не соот-
ветствовали данным литературы, полученным 
при использовании тест-систем с вирусами [13]. 
При проведении длительной предварительной 
инкубации занамивира гидрата и осельтами-
вира (в течение 30 мин) их ингибирующее дей-
ствие на активность фермента нейраминидазы 
не превышало 20–25%, а при увеличении дли-
тельности инкубации до 60 мин отсутствовало 
(результат измерения ИД был меньше погреш-
ности методики, а скорость ферментативной 
реакции с ингибитором не отличалась от скоро-
сти реакции отрицательного контроля). Поэтому 
в дальнейшем проводили ряд экспериментов 
с различными условиями инкубации (табл. 1).

При тестировании растворов положительных 
контролей занамивира гидрата и осельтамивира 
без предварительной инкубации ИД составило 
12–48% в зависимости от концентрации проти-
вовирусного препарата.

На основании дальнейших экспериментов было 
установлено, что предварительная инкубация 
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фермента с растворами положительных контро-
лей в реакционной смеси при комнатной тем-
пературе (23–25 °С) в течение 10 мин является 
оптимальной. Увеличение длительности инку-
бации до 15 мин не приводило к статистически 
значимому изменению величины ИД, поэтому 
все последующие эксперименты проводили 
в условиях № 7 (табл. 1), описанных в методи-
ческой части.

Экспериментально полученное для осельтами-
вира значение IC50 составило 16 ± 2 нМ, для за-
намивира гидрата — 27 ± 3 нМ, что сопоставимо 
с данными литературы [6, 8, 13].

Для получения достоверных данных при анализе 
методика должна быть валидирована. Валидация 
аналитической или биоаналитической мето-
дики  — это экспериментальное доказатель-
ство того, что методика пригодна для решения 
предполагаемой задачи. В качестве парамет-
ров валидации согласно рекомендациям были 

выбраны: специфичность, линейность, точность 
и прецизионность внутри одной аналитической 
серии и между сериями4.

Специфичность (реже селективность) — способ-
ность однозначно оценивать анализируемое 
вещество в присутствии других компонентов, 
которые могут содержаться в образце (примеси, 
вспомогательные вещества, продукты деграда-
ции, матрица (среда)). Подобное определение 
специфичности содержится в большинстве руко-
водств по валидации аналитических/биоанали-
тических методик. В «Руководстве по валидации 
аналитических методик проведения испытаний 
лекарственных средств»5 содержатся дополни-
тельные указания: «Процедуры подтверждения 
специфичности зависят от целевого назначения 
аналитической методики».

При разработке и валидации методики опреде-
ления ингибирующего действия специфичность 
методики подтверждается специфичностью 

4	 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD: U.S. Department of Health and Human Services, FDA, 
Center for Drug Evaluation and Research, Center for Veterinary Medicine; 2018.

	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009, London, Committee for Medicinal Products for 
Human Use (CHMP), 2011.

	 ОФС.1.1.0012.15 Валидация аналитических методик. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. М.; 2018.
	 Руководство по валидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств. Решение Коллегии 

Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113.
5	 Руководство по валидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств. Решение Коллегии 

Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113. 

Таблица 1. Варианты условий проведения ферментативной реакции с нейраминидазой

Table 1. Variants of conditions for the enzymatic reaction with neuraminidase

№ 
варианта 
условий
Reaction 

conditions 
No.

Условия предварительной инкубации фермента  
и положительного контроля

Conditions for pre-incubation of the enzyme and a positive 
control

Условия ферментативной 
реакции (с субстратом)

Conditions for the enzymatic 
reaction (with the substrate)

Ингибирующее 
действие, %

Inhibitory action, %
Время, мин
Time, min

Температура, °С
Temperature, °С 

Перемешивание, об./мин
Shaking, rpm

Время, мин
Time, min

Температура, °С
Temperature, °С

1* 60**

37

Без перемешивания
No shaking

10 37

Не ингибирует
No

2 30

650

Менее 25
Less than 25

3 10 Менее 30
Less than 30

4 10** 37 10 25 Не ингибирует
No

5
Без предварительной  

инкубации
No pre-incubation

650 10 37 11–55

6 5**
25 650 10 37

18–42

7 10 22–82

 * Условия № 1 соответствовали литературным данным [12]. 
 ** Эксперименты проведены только с растворами положительного контроля занамивира гидрата.
 * Conditions No. 1 corresponded to the literature data [12]. 
 ** These experiments were carried out using only positive control solutions of zanamivir hydrate.
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используемых в работе фермента и субстрата. 
Для работы были выбраны фермент и специфич-
ный для него субстрат на основании характери-
стик производителя.

При оценке ингибирующего действия субстан-
ций в отношении того или иного фермента 
сравнивают соотношение скоростей фермен-
тативной реакции испытуемых проб с тестиру-
емым соединением с пробами отрицательного 
контроля (растворителя).

В случае тестирования различных субстанций 
(не в составе лекарственной формы) специ-
фичность сводится к проверке специфичности 
детектируемого продукта ферментативной ре-
акции, наличию/отсутствию ингибирующего 
влияния матрицы (растворители, вспомогатель-
ное вещество для растворения тестируемых со-
единений 2-гидроксипропил-β-циклодекстрин), 
а также наличию ингибирования (снижения ско-
рости ферментативной реакции) в пробах поло-
жительного контроля, содержащих известные 
ингибиторы ферментов.

Для проверки специфичности детектирования 
окрашенного продукта ферментной реакции 
были получены спектры флуоресценции (возбу-
ждения и испускания) бланк-раствора, калибро-
вочного раствора 4-MU, модельных проб с до-
бавками 4-MU в диапазоне длин волн от 320 ± 10 
до 400 ± 10 / 450 ± 16 нм (рис. 1).

Для детектируемой области на спектрах 4-MU 
характерно наличие максимумов в области воз-
буждения при λ = 320–330 нм, а также в области 
испускания при λ = 450 ± 16 нм. Аналогичные 

спектры имеют модельные смеси с 4-MU, а так-
же продукты ферментативной реакции. Бланк-
раствор не имеет максимумов поглощения 
и не искажает спектры растворов детектируе-
мого вещества 4-MU, являющегося продуктом 
ферментативной реакции, и не мешает его опре-
делению. Таким образом, флуориметрическое 
определение целевого продукта ферментатив-
ной реакции 4-MU является специфичным.

Для оценки специфичности проведения фер-
ментативной реакции были построены кине-
тические кривые для растворов отрицательно-
го контроля №  1 (метанола) и отрицательного 
контроля № 2 (воды очищенной), а также испы-
туемых растворов ингибиторов — осельтамиви-
ра и занамивира гидрата (рис. 2). 

На протяжении всего периода проведения кинети-
ческой реакции характерно линейное изменение 
интенсивности флуоресценции от времени реак-
ции. В присутствии специфических ингибиторов — 
осельтамивира и занамивира гидрата скорость 
увеличения интенсивности флуоресценции и, со-
ответственно, скорость ферментативной реакции 
снижается. Анализ полученных данных свидетель-
ствует об адекватности постановки ферментатив-
ной реакции, подтверждает специфичность мето-
дики по определению ингибирующего действия 
веществ на активность нейраминидазы.

В ходе валидации методики оценки биологиче-
ской активности веществ проводили валидацию 
методики определения детектируемого продук-
та в реакционной смеси и валидацию определе-
ния ингибирующего действия.
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Рис. 1. Примеры спектров флуоресценции бланк-раствора (1), калибровочных растворов стандартных образцов 4-MU с кон-
центрациями 0,1 мМ (2) и 1,42 мМ (5), модельной смеси с 4-MU на уровне среднего контроля качества (3) и продуктов фермен-
тативной реакции (4)

Fig. 1. Examples of fluorescence spectra of the blank solution (1), calibration solutions of 4-methylumbelliferone standard (0.1 mM (2) 
and 1.42 mM (5)), model mixture containing 4-MU (at the middle quality control level) (3), and enzymatic reaction products (4)
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При оценке линейности (аналитической области) 
требуется показать, что аналитические сигналы 
пропорциональны концентрации анализируе-
мого вещества в образце в пределах диапазона 
применения методики. На основании получен-
ных данных методом наименьших квадратов 
проводят расчет уравнения регрессии и допол-
нительных статистических показателей.

Для выбора области линейности были проанали-
зированы растворы 4-MU в широком диапазоне 
концентраций 0,16–640 мкМ (рис. 3a). Линейная 
зависимость интенсивности от концентрации 
4-MU характерна для концентраций 0,31–80 мкМ 
(рис. 3b). Далее изменение сигнала становится 
нелинейным и выходит на плато. Интенсивность 
флуоресценции в соответствии с данными литера-
туры измеряли при длинах волн возбуждения/

испускания 360/465 нм при значениях усиления 
сигнала 300, 500 и 600. Для дальнейшего прове-
дения эксперимента значение усиления сигнала 
было выбрано равным 600.

Таким образом, линейная (аналитическая) об-
ласть методики детектирования 4-MU составила 
0,31–80 мкМ. Полученное по результатам трех 
аналитических циклов калибровочное уравне-
ние (рис. 3b) у = 565,24х (где у — интенсивность 
флуоресценции, RFU; х — содержание СО 4-MU 
в реакционной смеси, мкМ; коэффициент корре-
ляции r = 0,9990) было в дальнейшем использо-
вано для расчета валидационных параметров. 
Концентрация 4-MU 0,31 мкМ, соответствующая 
нижней точке на калибровочной зависимости, 
была принята в качестве нижнего предела коли-
чественного определения (НПКО).

Рис. 2. Типичные изменения интенсивности флуоресценции в зависимости от времени реакции для растворов отрицательных 
контролей метанола (1), воды очищенной (2) и растворов положительных контролей занамивира гидрата (3), осельтамивира (4)

Fig. 2. Typical changes of fluorescence intensity as a function of reaction time for negative control solutions of methanol (1) and purified 
water (2) and for positive control solutions of zanamivir (3) and oseltamivir (4)
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Рис. 3. Пример изменения интенсивности флуоресценции в зависимости от концентрации 4-MU в диапазоне 0,16–640 мкМ (a) 
с линейным участком в аналитическом диапазоне методики 0,31–80 мкМ (b)

Fig. 3. An example of fluorescence intensity changes as a function of 4-MU concentrations ranging from 0.16 to 640 μM (a); and the linear 
portion of the curve, representing the analytical range (0.31–80 μM) (b)
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На основании полученной зависимости (рис. 3b) 
проводили обратный расчет концентраций 
калибровочных растворов. Отклонения кон-
центраций калибровочных растворов, рассчи-
танных по графику, от фактических значений 
находились в пределах 0,2–13,8%, для НПКО 
13,7–16,2%. Полученные отклонения соответ-
ствуют требованиям  — не более 20% для ниж-
него предела количественного определения 
и не более 15% — для остальных точек. Этому 
критерию должны соответствовать не менее 
чем 75% калибровочных стандартов не менее 
шести концентраций6. По итогам проведенных 

испытаний этому критерию соответствовали 
78–100% калибровочных стандартов.

В ходе валидации был определен предел обна-
ружения по величине стандартного отклонения 
сигнала и угловому коэффициенту калибровоч-
ного графика. Данный способ хорошо применим 
к инструментальным методам анализа. Предел 
обнаружения 4-MU составил 0,11 мкМ.

Оценка точности и прецизионности выполнена 
по результатам анализа модельных растворов 
с 4-MU в необходимом количестве повторностей 
на четырех уровнях концентраций: нижний 

6	 Руководство по валидации аналитических методик проведения испытаний лекарственных средств. Решение Коллегии 
Евразийской экономической комиссии от 17.07.2018 № 113.

Таблица 2. Валидационные параметры методики определения 4-MU в реакционной смеси

Table 2. Validation parameters of the procedure for determination of 4-MU in a reaction mixture

Валидационный параметр
Validation parameters

Результаты
Results

Линейная (аналитическая) область методики, мкМ
Linearity (analytical range), μM 0,31–80,00

Калибровочное уравнение*
Calibration equation у = 565,24х 

Коэффициент корреляции (r)
Correlation coefficient (r) 0,9990

НПКО
LLOQ 0,31

Точность, % (в одном цикле // между циклами)
Accuracy, % (intra-cycle // inter-cycle)
•	 80 мкМ (ВПКО)
•	80 mM (ULOQ)
•	40 мкМ (средний КК)
•	40 mM (MQC)
•	 0,63 мкМ (низкий КК)
•	 0.63 mM (LQC)
•	 0,31 мкМ (НПКО)
•	 0.31 mM (LLOQ )

95,3–102,1 // 97,9

91,7–113,7 // 104,6

86,6–106,4 // 90,8

93,6–107,8 // 98,4

Прецизионность, % (внутридневная // междневная)
Precision, % (intra-day // inter-day)
•	 80 мкМ (ВПКО)
•	80 mM (ULOQ )
•	40 мкМ (средний КК)
•	40 mM (MQC)
•	 0,63 мкМ (низкий КК)
•	 0.63 mM (LQC)
•	 0,31 мкМ (НПКО)
•	 0.31 mM (LLOQ )

1,5–3,2 // 2,3

4,2–10,4 // 7,4

1,5–8,9 // 9,6

1,5–5,6 // 5,4

Стабильность раствора стандартного образца
Stability of the Standard Solution
•	при комнатной температуре
•	at room temperature
•	при температуре 2–8 °С
•	at a temperature of 2–8 °С
•	при температуре ниже –20 °С
•	at a temperature below –20 °С 

До 4 сут
up to 4 days

до 24 ч
up to 24 h

не менее 7 сут
minimum 7 days

Примечание. НПКО — нижний предел количественного определения; ВПКО — верхний предел количественного определения.
 * у — относительная интенсивность флуоресценции, RFU; х — концентрация 4-MU в реакционной смеси, мкМ.
Note. LLOQ — lower limit of quantitation; MQC — middle quality control level; LQC — low quality control level; ULOQ — upper limit of 
quantitation.
 * у — relative fluorescence intensity, RFU; x — 4-MU concentration in the reaction mixture, mM.
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Рис. 4. Влияние на активность нейраминидазы осельтамивира (1) в диапазоне концентраций 0,038–120 нМ и занамивира гид-
рата (2) в диапазоне концентраций 0,2–150 нМ

Fig. 4. Effects of oseltamivir at concentrations of 0.038–120 nM (1) and zanamivir hydrate at concentrations of 0.2–150 nM (2) on 
neuraminidase activity
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и верхний пределы количественного опреде-
ления (ВПКО), контроли качества (КК) нижнего 
и среднего уровней концентраций (табл. 2).

Точность в общем случае должна составлять 
85–115%, для нижнего предела количественного 
определения — 80–120%. Полученные результа-
ты (86,6–113,7%, для НПКО 93,6–107,8%) соот-
ветствовали этим требованиям. Прецизионность 
также должна быть не более 15%, полученные 
значения на четырех уровнях концентраций 
(1,5–10,4%, для НПКО 1,5–5,6%) соответствовали 
требованиям, предъявляемым для биоаналити-
ческих методов анализа7.

Методика пригодна для оценки активно-
сти фермента нейраминидазы в диапазоне  
0,015–4,0 ME/л.

Таким образом, по всем критериям получены ре-
зультаты, свидетельствующие о специфичности, 
линейности, прецизионности и достаточно вы-
сокой чувствительности предлагаемой методики.

Для подтверждения корректности использован-
ной методики были проанализированы растворы 
положительных контролей известных ингибито-
ров нейраминидазы осельтамивира и занами-
вира гидрата. Для расчета показателя IC50 были 
построены зависимости вида у = b × ln х + a 
для диапазона концентраций, соответствующих 
дозозависимому изменению ИД от концентра-
ции ингибиторов (рис. 4). Для осельтамивира 
значение IC50 составило 16 ± 2 нМ, для занами-
вира гидрата — 26,5 ± 3,3 нМ.

По данным литературы при тестировании in vitro 
IC50 занамивира в отношении вирусов гриппа 

в зависимости от его типа в среднем составляет 
от 0,2 до 10,7 нМ, IC50 осельтамивира — от 0,34 
до 15,2 нМ8 [12–14]. Полученные данные не про-
тиворечат данным литературы. Отличия пред-
ставленных в различных источниках литературы 
значений IC50 могут быть обусловлены не только 
различием метода анализа, но и особенностями 
восприимчивости вирусов и ферментов различ-
ных типов, использованных в тестах, к воздей-
ствию ингибиторов. В работах [8, 15] указано, 
что бактериальные нейраминидазы отличаются 
большей устойчивостью к действию занамиви-
ра гидрата и осельтамивира и, соответственно, 
бол́ьшими значениями IC50.

На примере субстанции занамивира гидрата 
были оценены валидационные характеристики 
методики оценки ингибирующего действия в ис-
пользуемой тест-системе (рис. 5, табл. 3).

После усреднения результатов, полученных 
в трех аналитических циклах, была построена 
общая зависимость ИД (у) от концентрации суб-
станции (х): у = 6,56802 × ln х + 28,32 (r = 0,9986), 
которая далее была использована для валида-
ционных расчетов.

За номинальную была принята концентра-
ция 25  нМ, наиболее близкая к значению IC50. 
Оценка валидационных параметров проведена 
для диапазона концентраций 0,6–150 нМ (диапа-
зон концентраций, для которого характерно 
дозозависимое изменение ингибирующего дей-
ствия), соответствующих ингибирующему дей-
ствию занамивира гидрата 22,5–62,5%. По от-
ношению к номинальному значению ИД = 50% 
аналитический диапазон составил 45–125%.

7	 Там же.
8	 Тамифлю®. Инструкция по применению. Видаль (Vidal). https://www.vidal.ru/drugs/tamiflu__37267  
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Рис. 5. Зависимости ингибирующего действия от концентрации занамивира гидрата, полученные в трех аналитических циклах

Fig. 5. The inhibitory action as a function of zanamivir hydrate concentrations observed in 3 runs
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y (2) = 6,7546 ln x + 27,08
 R2 = 0,986
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Точность в общем случае должна составлять 
85–115%, для НПКО  — 80–120%. Полученные 
результаты (90–109%, для НПКО 89–120%) соот-
ветствовали этим требованиям. Прецизионность 
также должна быть не более 15%, полученные 
значения (3,1–8,9%, для НПКО 4,3–11,0%) со-
ответствовали требованиям, предъявляемым 
для биоаналитических методов анализа9.

При использовании тест-систем in vitro / ex vivo, 
содержащих ферменты, для соединений, прак-
тически нерастворимых в воде, исследовате-
ли часто сталкиваются с проблемой выбора 
растворителей, совместимых с данной тест-
системой.

Решение данной проблемы возможно двумя 
путями:

Таблица 3. Валидационные параметры методики определения ингибирующего действия занамивира гидрата

Table 3. Validation parameters of the procedure for determination of the inhibitory action of zanamivir hydrate

Валидационный параметр
Validation parameters

Результаты
Results

Аналитичеcкая область, нМ
Analytical range, nM

0,6–150 (соответствует ИД 22,6–62,5%)
0.6–150 (corresponds to inhibitory action of 22.5–62.5%)

Калибровочное уравнение*
Calibration equation у = 6,56802 × ln x + 28,32

Коэффициент корреляции (r)
Correlation coefficient (r) 0,9986

Прецизионность, % (внутридневная // междневная)
Precision, % (intra-day // inter-day)
150 нМ / nM
25 нМ / nM **
5,5 нМ / nM
0,6 нМ / nM

3,1–7,0 // 5,5
2,9–8,1 // 6,0
4,6–8,9 // 6,7
4,3–11,0//9,0

Точность, % (в одном цикле // между циклами)
Accuracy, % (intra-cycle (n = 3) // inter-cycle (n = 9))

Теоретическое значение 
ИД, %

Expected inhibitory action, %

Полученные значения 
ИД, %

Observed inhibitory action, %

Точность, %
Accuracy, %

150 нМ / nM
25 нМ / nM **
5,5 нМ / nM
0,6 нМ / nM

62,5
49,4
38,6
22,6

56,3–67,0 // 61,4 ± 3,4
45,3–54,0 // 50,2 ± 3,0
35,2–41,2 // 38,7 ± 2,6
20,2–27,2 // 23,6 ± 2,1

90–107 // 98
92–109 // 102
91–107 // 100
89–120 // 105

 * у — ИД (ингибирующее действие), %; х — концентрация занамивира гидрата, нМ. 
 ** концентрация занамивира гидрата (25 нМ), принятая за номинальную, для которой ИД наиболее близко к значению 50%.
 * у — inhibitory action, %; х — zanamivir hydrate concentration, nM. 
 ** This concentration of zanamivir hydrate (25 nM) was taken as the nominal value; its inhibitory action was the closest to 50%.

9	 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD: U.S. Department of Health and Human Services, FDA, 
Center for Drug Evaluation and Research, Center for Veterinary Medicine; 2018. 

	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP192217/2009. London: Committee for Medicinal Products for 
Human Use; 2011. 
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1)  предварительная оценка влияния раствори-
теля на активность фермента;
2)  получение водорастворимых комплексов не-
растворимого соединения при использовании 
различных полимеров.

В качестве возможных растворителей были вы-
браны диметилсульфоксид (ДМСО) 50 и 100%, 
спирт этиловый 50%, метанол 50 и 100%, по-
лисорбата 80 раствор 5% (табл.  4). Также было 
оценено возможное влияние 2-гидроксипро-
пил-β-циклодекстрина, на основе которого был 
получен комплекс включения биснафтазарина, 
на активность нейраминидазы.

Среднее значение скорости ферментативной 
реакции для воды очищенной было принято 
в качестве номинальной скорости реакции.

На основании полученных данных необходимо 
отметить следующее:
•	 ДМСО 50% и полисорбата 80 раствор 5% 

не оказывают статистически значимого влияния 

на скорость ферментативной реакции по срав-
нению с водой очищенной. Данные растворите-
ли могут быть рекомендованы для приготовле-
ния растворов тестируемых субстанций;

•	  β-ЦД не оказывает влияния на активность 
нейраминидазы;

•	 ДМСО 100% ингибирует действие нейрами-
нидазы в среднем на 27%, что больше допу-
стимого уровня 15%, поэтому в дальнейшем 
для приготовления растворов тестируемых 
субстанций его применение было признано 
нецелесообразным;

•	  спирт этиловый 50%, метанол 50 и 100% повы-
шают активность нейраминидазы, что может 
быть обусловлено лучшей растворимостью 
флуоресцентной метки 4-MU в буферных 
растворах в присутствии этих растворителей. 
Их применение может быть целесообразным, 
если тестируемые соединения невозможно 
растворить иными способами. Ингибирующее 
действие тестируемых образцов оценивается 

Таблица 4. Влияние растворителей на активность нейраминидазы ( X ± SD, n = 3)

Table 4. Solvent effects on neuraminidase activity ( X ± SD, n = 3)

Растворитель*
Solvent*

Активность нейраминидазы, мМЕ/л
Neuraminidase activity, mIU/L

Вода очищенная / рабочий буферный раствор
Purified water / assay buffer solution 141 ± 9

2-гидроксипропил-β-циклодекстрин в воде (2 мг/мл)
(2-Hydroxypropyl)-β-cyclodextrin in water 157 ± 12

Диметилсульфоксид 100%
100% Dimethyl sulfoxide  111 ± 1**

Диметилсульфоксид 50%
50% Dimethyl sulfoxide  193 ± 31

Этанол 50%
50% Ethanol 301 ± 36**

Метанол 100%
100% Methanol 463 ± 24**

Метанол 50%
50% Methanol 435 ± 5***

2-гидроксипропил-β-циклодекстрин в метаноле (2 мг/мл)
(2-Hydroxypropyl)-β-cyclodextrin in methanol (2 mg/mL) 413 ± 16***

Полисорбат 80 5%
5% Polysorbate 80 193 ± 23

 * Концентрация растворителя указана без учета разбавления в реакционной смеси. 
 **  Полученные значения скорости ферментативной реакции имеют статистические отличия от значений, полученных для 
воды очищенной. 
 *** Полученные значения скорости ферментативной реакции имеют статистические отличия от значений, полученных для 
воды очищенной (p < 0,05), но не имеют отличий от значений, полученных для метанола (p ≥ 0,05). Оценка влияния растворителя 
на активность фермента была проведена при помощи однофакторного дисперсионного анализа с последующим апостериор-
ным сравнением критерия Тьюки при p < 0,05.
 * The concentrations of solvents in the table do not account for dilution in the reaction mixture. 
 ** The values of enzymatic reaction rate are significantly different from the values obtained with purified water. 
 *** The values of enzymatic reaction rate are significantly different from the values obtained with purified water (p < 0.05), but do not 
differ from the values obtained with methanol (p ≥ 0.05). The effect of solvents on enzyme activity was evaluated using one-way analysis 
of variance followed by Tukey’s test at p < 0.05.
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Таблица 5. Влияние тестируемых образцов на активность фермента нейраминидазы, ингибирующее действие, % ( X ± SD, n = 3)

Table 5. The impact of tested samples on neuraminidase activity, expressed as inhibitory action, % ( X ± SD, n = 3)

Название испытуемого
образца

Name of the tested sample

Концентрация в реакционной смеси
Concentration in the reaction mixture Ингибирующее  

действие, %
Inhibitory action, %мкг/мл

μg/mL
нМ
nM

Комплекс 1% биснафтазарина с 2-гид-
роксипропил-β-циклодекстрином*
1% complex of bisnaphthazarin  
with 2-hydroxypropyl-b-cyclodextrin*

0,008 17,0 30 ± 5

0,084 170 42 ± 2

0,84 1700 67 ± 2

Занамивира гидрат**
Zanamivir hydrate** 0,56 550 75 ± 9

Осельтамивир**
Oseltamivir**

0,002 6,0 42 ± 3

0,010 32,0 76 ± 5

 * Концентрация комплекса приведена в пересчете на субстанцию, т.е. в реакционной смеси концентрация комплекса в целом в 
100 раз больше и составила 0,8; 8,4 и 84 мкг/мл. 
 ** Положительные контроли, ингибиторы нейраминидазы.
 * Concentrations of the complex are expressed as active substance concentrations; i.e., the overall concentration of the complex in the 
reaction mixture was 100 times higher and amounted to 0.8; 8.4, and 84 mg/mL, respectively. 
 ** Positive controls, neuraminidase inhibitors.

по отношению к соответствующему отрица-
тельному контролю, т.е. выбранный раство-
ритель используется в качестве отрицатель-
ного контроля.

Для тестирования водорастворимых соедине-
ний, в том числе положительных контролей (за-
намивира гидрата, осельтамивира) в качестве 
растворителя выбрана вода очищенная.

В таблице 5 представлены результаты опреде-
ления влияния контрольных веществ (занами-
вира и осельтамивира) и БН-β-ЦД на активность 
фермента нейраминидазы.

Тестирование субстанции природного биснафта-
зарина без комплекса включения затруднитель-
но, так как субстанция нацело не растворяется 
ни в одном из предложенных растворителей. 
Поэтому было принято решение о тестировании 
этой субстанции в составе комплекса с 2-гид-
роксипропил-β-циклодекстрином. Особенности 
технологии получения такого комплекса описа-
ны в литературе [17].

1% комплекс БН-β-ЦД оказывает выраженное 
ингибирующее действие на активность фер-
мента нейраминидазы, IC50 которого составило 
273 ± 28 нМ (n = 3). Пигменты биснафтазарины 
могут быть рекомендованы для дальнейшего 
изучения как перспективные субстанции для со-
здания препаратов для лечения инфекционных 
заболеваний.

Эффективность ингибитора значительно за-
висит от биологического происхождения 

фермента. В нашем исследовании использовали 
бактериальную нейраминидазу. В ряде работ [8, 
15, 18] для in vitro тестирования были исполь-
зованы нейраминидазы как бактериального, 
так и вирусного происхождения. В целом было 
показано ингибирующее действие ряда соеди-
нений, в том числе занамивира и осельтамиви-
ра, против как вирусной, так и бактериальной 
нейраминидазы, но в бол́ьших концентрациях. 
Для соединений, ингибирующих бактериаль-
ную нейраминидазу, можно прогнозировать 
наличие ингибирующего действия в отношении 
вирусной нейраминидазы.

Использованная в работе валидированная ме-
тодика является доступной для большинства 
аналитических лабораторий и пригодной 
для скрининга и выбора для дальнейшего те-
стирования соединений — ингибиторов нейра-
минидаз, потенциальных кандидатов в лекар-
ственные средства.

Заключение
Разработана и валидирована быстрая, вос-
производимая и достаточно простая методика 
определения ингибирующего действия веществ 
по отношению к ферменту нейраминидазе 
с использованием флуоресцентного субстрата 
2’-4(4-метилумбеллиферил)-α-D-N-ацетилней-
раминовой кислоты (4MU-NANA). Методика ва-
лидирована по показателям специфичности, 
линейности, точности и прецизионности, удовле-
творяет современным валидационным требова-
ниям и может быть использована в дальнейшем 
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для оценки ингибирующего действия различных 
веществ на изучаемый фермент  — потенциаль-
ных кандидатов в лекарственные средства.

Для контрольного образца занамивира гидрата 
значение IC50 составило 27 ± 3 нМ, для контроль-
ного образца осельтамивира IC50 = 16 ± 2  нМ. 
Полученные данные не противоречат данным 
литературы, что подтверждает корректность по-
становки методики.

Для тестирования субстанции рекомендует-
ся использовать следующие растворители: 
ДМСО 50%, полисорбата 80 раствор 5%, спирт 
этиловый 50% и метанол 50 и 100%. При при-
менении таких растворителей, как этанол и ме-
танол, in vitro отмечено повышение активно-
сти нейраминидазы по сравнению с другими 

растворителями, однако при расчете ингибиру-
ющего действия их влияние как отрицательных 
контролей учитывается и не искажает получае-
мых данных. Для тестирования труднораство-
римых соединений возможно рекомендовать 
получение комплексов включения с 2-гидрок-
сипропил-β-циклодекстрином. Раствор 2-гид-
роксипропил-β-циклодекстрина не оказывает 
статистически значимого влияния на актив-
ность нейраминидазы.

Комплекс 1% биснафтазарина природного 
происхождения с 2-гидроксипропил-β-цикло-
декстрином является ингибитором нейрами-
нидазы, IC50 которого составило 273 ± 28 нМ, 
и может быть рекомендован для дальнейшего 
изучения как фармацевтическая субстанция, ак-
тивная в отношении инфекционных заболеваний.
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Опыт проведения валидации in vitro 
методики оценки инсулинозависимого 
захвата глюкозы

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

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

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

Ключевые слова: валидация биоаналитических методик in vitro; клеточная линия миобластов крысы 
L6J1; метаболическая активность; биологическая активность; инсулин; определение глюкозы в клеточной 
культуральной среде; инсулинозависимый захват глюкозы
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Experimental validation of an in vitro method for assessing insulin-dependent glucose uptake
Afanasyeva A.N., Saparova V.B., Makarenko I.E., Drai R.V., Selmenskikh T.A. 

Experimental Validation of an In Vitro Method 
for Assessing Insulin-Dependent Glucose Uptake

	 Pharm-Holding, CJSC 
34-A Svyazi St., St. Petersburg, Strelna 198515, Russian Federation

	 Alina N. Afanasyeva; Alina.Afanaseva@geropharm.com

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

Key words: validation of in vitro bioanalytical methods; L6J1 rat myogenic cell line; metabolic activity; biological 
activity; insulin; determination of glucose in cell culture media; insulin-dependent glucose uptake

For citation: Afanasyeva A.N., Saparova V.B., Makarenko I.E., Drai R.V., Selmenskikh T.A. Experimental val-
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Введение
Валидация биоаналитической методики  — 
это экспериментальное доказательство того, 
что методика пригодна для решения предпо-
лагаемых задач. Соблюдение принципов вали-
дации обеспечивает надежность данных, по-
лучаемых в процессе разработки и экспертизы 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Концентрация 
препаратов, нМ

Product  
сoncentration, nM

РинФаст®
RinFast® 

Плацебо РинФаст®
RinFast® placebo

Остаток глюкозы в среде
Residual glucose in the medium 

(X ± SD), ммоль/л
(X— ± SD), mmol/L

Нормированные 
данные, %

Normalised data, %

(X ± SD), ммоль/л
(X— ± SD), mmol/L

Нормированные 
данные, %

Normalised data, %

0 16,2 ± 0,7 100 16,6 ± 1 100

0,01 16,5 ± 0,4 99,7 17 ± 0,6 83,4

0,1 16,5 ± 0,5 99,8 16,9 ± 0,6 82,6

1 16,5 ± 0,7 100 17,1 ± 0,5 83,8

10 15,8 ± 0,4 95,3 16,9 ± 1 82,9

50 13,8 ± 0,6 83,4 17,7 ± 0,4 86,7

250 10,4 ± 0,7 63,1 17,7 ± 0,7 86,5

500 7,7 ± 0,4 46,5 18,2 ± 0,6 89,0

2 000 3,7 ± 0,4 22,2 19,5 ± 0,5 95,5

5 000 4,0 ± 0,3 24,1 20,4 ± 1 100

Примечание. Концентрация глюкозы представлена в виде средних значений (X) в 8 повторностях.
Note. Glucose concentrations are presented as mean values (X) for 8 replicates.

РинФаст®
RinFast®

Плацебо препарата РинФаст®
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Рис. 2. Специфичность ответа клеточной линии L6J1. Зависимость концентрации глюкозы в среде от концентрации исследу-
емых препаратов, нормированные данные представлены в виде X ± SD

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

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

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

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

По результатам четырех независимых экспери-
ментов коэффициент вариации для методики 

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

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

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

1 3

246,3

255,7 4266,5

254,3

1 2
331,5

311,3 9
291,1

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

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

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

Дата проведенного исследования
Testing date n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

25.02.2020–06.03.2020 1 265,7

275,9 11
10.03.2020–20.03.2020 3

246,3

266,5

254,3

17.03.2020–27.03.2020 2
331,5

291,1

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

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

Ответ тест-системы дифференцированных 
миоцитов линии L6J1 позволяет специфично 

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

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

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

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

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

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Среднее IC50, нM

Mean IC50 , nМ
Коэффициент вариации, CV, %

Coefficient of variation CV, %

1 2
331,5

279,2 16

291,1

2 2
306,3

281,3

3 2
267,8

197,1

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

Fig. 3. Robustness of the procedure for assessing insulin-dependent glucose uptake by L6J1 cells. Glucose concentrations in the medium 
are plotted as a function of RinFast® concentrations; normalised data are presented as X ± SD%. The legend shows numbers of the 
experiments described in Table 5
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РинФаст®
RinFast®

Генно-инженерный инсулин
человека для культур клеток
Genetically engineered human
insulin for cell cultures
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Рис. 4. Зависимость концентрации глюкозы в среде с клетками L6J1 от концентрации вносимого препарата. Данные пред-
ставлены в виде индивидуальных точек для каждого повтора, всего по 8 повторов для каждой концентрации препарата

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

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

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

№
Дата проведения 

эксперимента
Testing date

Исполнитель
Analyst n IC50, нМ

IC50 , nM
Пассаж
Passage

Конфлюэнт-
ность, %

Confluence, %

Среднее IC50, нM
Mean IC50 , nМ

Коэффициент вариации, 
CV, %

Coefficient of variation, CV, %

1
10.03.2020–
20.03.2020 1 3

246,3

15 100

271,4 14

2 266,5

3 254,3

4 17.03.2020–
27.03.2020 1 2

331,5
3 80

5 291,1

6 17.03.2020–
27.03.2020 2 2

306,3
1 95

7 281,3

8 17.03.2020–
27.03.2020 3 2

267,8
1 95

9 197,1

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

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

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

Инсулиновый препарат
Insulin product

IC50, нМ
IC50 , nM

Среднее IC50, нM
Mean IC50 , nМ

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

РинФаст®
RinFast®

217,9

249,9 13282,0

249,8

Генно-инженерный инсулин человека
Genetically engineered human insulin

183,1

176,0 4173,0

171,8

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

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

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

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

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

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

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

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

Номинальная концентрация 
глюкозы, мМ

Nominal glucose concentration, 
mM

Концентрация глюкозы, рассчитанная по 
калибровочному уравнению, мМ

Glucose concentration calculated from the 
calibration equation, mM

Среднее значение 
концентрации глюкозы, мМ
Mean glucose concentration, 

mM

Коэффициент 
вариации, CV, %

Coefficient of variation, 
CV, %

0,0 – – – – –

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Уровень концентрации глюкозы
Glucose concentration level

Номинальная концентрация, мМ 
Nominal concentration, mM

Найдено X, мМ 
Determined X—, mM

Открываемость, %
Recovery, %

Низкий
Low 1

0,95 95

1,02 102

0,95 95

Средний
Medium 10

9,97 100

9,88 99

10,11 101

Высокий
High 25

26,71 107

26,51 106

24,86 99

Примечание. Среднее значение рассчитывали из трех измерений для каждой концентрации.
Note. Mean values were calculated from three measurements for each concentration.
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Особенности проведения 
биоаналитической части исследования 
эквивалентности биоаналогичного 
препарата надропарина кальция
1 	Акционерное общество «Научно-производственное объединение  

«ДОМ ФАРМАЦИИ», 
Заводская ул., д. 3, к. 245, г.п. Кузьмоловский, Всеволожский р-н, 
Ленинградская обл., 188663, Российская Федерация

2 	Федеральное государственное унитарное предприятие  
«Московский эндокринный завод», 
Новохохловская ул., д. 25, Москва, 109052, Российская Федерация

	 Косман Вера Михайловна; kosman.vm@doсlinika.ru

Для сравнительного изучения фармакодинамики и подтверждения эквивалент-
ности препаратов низкомолекулярных гепаринов (НМГ) согласно современным 
регуляторным требованиям необходимо сопоставить три фармакодинамических 
показателя: анти-Ха и анти-IIа активности и концентрацию ингибитора пути тка-
невого фактора (TFPI). Цель работы — анализ особенностей проведения биоана-
литической части исследования эквивалентности биоаналогичного препарата 
надропарина кальция при подкожном введении. Материалы и методы: опреде-
ление анти-Ха и анти-IIа активности НМГ и содержания TFPI в образцах плазмы 
крови человека, полученных после однократного подкожного введения тести-
руемого и референтного препаратов в одной дозе, выполнено с применением 
коммерчески доступных наборов реагентов и предварительно валидированных 
методик. Основные фармакодинамические параметры (суррогатные фармакоки-
нетические маркеры): максимальная активность или концентрация (Amax или Сmax), 
время достижения максимальной активности или концентрации (Тmax), площадь 
под кривой «активность (концентрация) — время» (AUC ), период полувыведения 
(T1/2) рассчитаны внемодельным методом статистических моментов и выполнена 
их дальнейшая статистическая обработка. Результаты: полученные результаты 
оценки анти-Ха активности и TFPI позволили рассчитать и сопоставить фармако-
динамические параметры (Аmax или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Тmax, T1/2), а также оценить 
доверительные интервалы, необходимые для подтверждения эквивалентности 
исследованных препаратов. Данные по значениям анти-IIа активности имели ха-
рактер колебаний в пределах одного уровня, что не позволило рассчитать и со-
поставить фармакодинамические параметры. Выводы: выявлены особенности, 
которые необходимо учитывать при планировании исследований фармакодина-
мики препаратов надропарина кальция: целесообразность разделения каждого 
образца при отборе с получением двух испытуемых аликвот (одна для опреде-
ления анти-Ха и анти-IIа активностей, вторая — для анализа TFPI) для корректно-
го выполнения аналитического этапа; достаточность подтверждения отсутствия 
мешающего влияния действующего вещества на аналитическую процедуру 
при валидации биоаналитических методик оценки анти-Ха активности, ан-
ти-IIа активности и содержания TFPI в плазме крови человека, валидированных 
в диапазоне концентраций 0,024–0,182 МЕ/мл, 0,0069–0,052 МЕ/мл и 1,56–100 
нг/мл соответственно; возможность получения данных, не позволяющих рассчи-
тать фармакодинамические параметры и сопоставить доверительные интервалы 
для всех трех фармакодинамических показателей. Указанные особенности мо-
гут быть характерны для других препаратов НМГ.
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Considerations for the Bioanalytical 
Part of Equivalence Studies of Biosimilar 
Nadroparin Calcium
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Vsevolozhsky district, Leningrad region 188663, Russian Federation
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25 Novokhokhlovskaya St., Moscow 109052, Russian Federation

	 Vera M. Kosman; kosman.vm@doсlinika.ru

According to current regulatory views, a comparative study of the pharmacodyna
mics (PD) of low molecular weight heparin (LMWH) products and confirmation of their 
equivalence require comparing three PD markers: the anti-Xa activity, the anti-IIa  
activity, and the tissue factor pathway inhibitor (TFPI) concentration. The aim of this 
study was to analyse the features specific to the bioanalytical part of an equivalence 
study of a nadroparin calcium biosimilar after single subcutaneous administration. 
Material and methods: the anti-Xa and anti-IIa activity values and TFPI content were 
determined in human plasma samples obtained after single subcutaneous adminis-
tration of the test and the reference product in the same dose, using commercially 
available reagent kits and pre-validated assays. The authors calculated the main PD 
parameters (surrogate pharmacokinetic markers), namely the maximum activity or 
concentration (Amax or Cmax), time to maximum activity or concentration (Tmax), area 
under the activity–time (or concentration–time) curve (AUC ), and half-life period 
(T1/2), by means of model-independent statistical moment analysis and carried out 
further statistical testing of the parameters. Results: the anti-Xa activity and TFPI 
concentration results provided for the possibility of calculating and comparing 
the PD parameters (Amax or Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Tmax, T1/2) and estimating the con-
fidence intervals that are necessary to confirm the bioequivalence of the studied 
products. The anti-IIa activity data had a characteristic pattern of slight fluctuations 
around one level, which prevented the calculation and comparison of PD parameters. 
Conclusion: the study identified specific features to consider when planning com-
parative PD studies of nadroparin calcium products. Firstly, it is feasible to divide 
samples into two test aliquots (one for anti-Xa and anti-IIa activity determination, 
the other for TFPI analysis) at the moment of collection in order to perform the ana-
lytical step correctly. Secondly, there is no need in full validation for the bioanalyt-
ical assays of the anti-Xa and anti-II activity and TFPI content in human plasma val-
idated in the concentration ranges of 0.024–0.182 IU/mL , 0.0069–0.052 IU/mL and 
1.56–100 ng/mL , respectively; a confirmation that the active ingredient does not 
interfere with the analytical procedure is adequate for the purpose. Finally, the data 
obtained may not allow for calculating PD parameters and comparing confidence 
intervals for all three markers. The listed considerations may be relevant for other 
LMWH products as well.
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Введение
Исследования биоэквивалентности (БЭ) вос-
произведенного лекарственного препарата, 
направленные на доказательство его эквива-
лентности референтному лекарственному пре-
парату, являются одной из значимых частей его 
клинического исследования и регламентиро-
ваны требованиями нормативных документов1. 
В качестве основного критерия биоэквивалент-
ности используют 90% доверительный интервал 
для отношения средних геометрических значе-
ний исследуемых фармакокинетических пара-
метров (максимальной концентрации, площади 
под фармакокинетической кривой) тестируемо-
го лекарственного препарата (T) и референтно-
го лекарственного препарата (препарата срав-
нения, R)2.

Биологические лекарственные препараты 
в связи со сложной и неоднородной химиче-
ской структурой относят к биоаналогичным 
(биоподобным)3, а не воспроизведенным пре-
паратам. Для биоподобных препаратов раци-
онально проведение сравнительных исследо-
ваний, включающих оценку фармакодинамики 
с использованием не общепринятых фармако-
кинетических параметров, а так называемых 
суррогатных маркеров концентрации на основе 
фармакодинамических показателей. При пла-
нировании, проведении и оценке результатов 

такого рода исследований обычно руководству-
ются общими принципами исследований БЭ.

Стандартный дизайн изучения биоэквивалент-
ности предполагает сравнение двух лекар-
ственных препаратов в рамках рандомизиро-
ванного двухпериодного, перекрестного в двух 
последовательностях исследования с приемом 
однократной дозы и периодом отмывки4 (кли-
нический этап). Далее в рамках аналитическо-
го этапа в полученных пробах биологического 
материала проводят определение содержания 
действующего вещества сравниваемых пре-
паратов с помощью заранее разработанной 
и валидированной биоаналитической методи-
ки. На основании полученных данных прово-
дят расчет фармакокинетических параметров 
и дальнейшую статистическую обработку ре-
зультатов (постаналитический или статистиче-
ский этап).

Для некоторых препаратов, прежде всего био-
логической природы, прямая оценка концен-
трации действующего вещества в биоматери-
але затруднительна или невозможна. В этом 
случае могут быть использованы так называ-
емые биологические маркеры (биомаркеры, 
суррогатные маркеры концентрации, конечные 
точки фармакокинетики)5. Для препаратов низ-
комолекулярных гепаринов (НМГ) в связи с их 
высокой гетерогенностью согласно современ-
ным нормативным требованиям6 для оценки 



92 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2023. Т. 13, № 1

Considerations for the bioanalytical part of equivalence studies of biosimilar nadroparin calcium
Kosman V.M., Karlina M.V., Faustova N.M., Ezhova E.A., Kotelnikova I.G., Makarov V.G., Makarova M.N. 

фармакодинамики и эквивалентности следует 
сопоставить анти-Ха, анти-IIа активности и кон-
центрацию ингибитора пути тканевого фактора 
(tissue factor pathway inhibitor, TFPI). Данный 
подход был успешно применен при изучении 
фармакокинетики и (или) эквивалентности 
различных гепаринсодержащих препаратов 
(на  основе эноксапарина, далтепарина и др.) 
[1–6]. Тот же принцип использован при пла-
нировании и выполнении работ по Протоколу 
клинического исследования № НДП-I-02/18 
«Открытое рандомизированное сравнитель-
ное перекрестное исследование безопасности, 
переносимости и фармакодинамики препара-
тов Надропарин кальция, раствор для подкож-
ного введения (ФГУП «Московский эндокрин-
ный завод», Россия), и Фраксипарин, раствор 
для подкожного введения («Аспен Фарма 
Трейдинг Лимитед», Ирландия), у здоровых до-
бровольцев».

Цель работы  — анализ особенностей проведе-
ния биоаналитической части исследования эк-
вивалентности, выявленных при изучении био-
аналогичного препарата надропарина кальция 
при однократном подкожном введении.

Материалы и методы
В ходе клинического этапа работы по Протоколу 
клинического исследования № НДП-I-02/18 
в рамках двух периодов были получены пробы 
плазмы крови от 26 добровольцев на 12 времен-
ных точках (через 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12 
и 24 ч) после введения препаратов Т: Надропарин 
кальция, раствор для подкожного введения 
9500 МЕ анти-Ха/мл (ФГУП «Московский эндо-
кринный завод», Россия)  — 7600 МЕ анти-Ха-
факторной активности/0,8 мл и R: Фраксипарин, 
раствор для подкожного введения («Аспен 
Фарма Трейдинг Лимитед», Ирландия) — 7600 МЕ 
анти-Ха/0,8 мл.

Пробы крови были отобраны в пробирки 
с цитратом натрия. После получения плазмы 
крови путем центрифугирования при комнат-
ной температуре (18–25 °С) в течение 15 мин 
при 3000 об./мин (1200 g) каждая проба была 
разделена на 3 части (аликвоты): 1-я часть — 
для определения анти-Ха и анти-IIа актив-
ности (объем не менее 0,3 мл); 2-я часть  — 
для определения содержания TFPI (объем  
не менее 0,4 мл); 3-я часть  — арбитражная 

проба (объем не менее 0,7 мл). Такое деле-
ние необходимо, поскольку в ходе дальней-
шего анализа допускается только однократ-
ное замораживание проб и определение всех 
трех предусмотренных фармакодинамиче-
ских показателей в одной аликвоте затруд-
нительно. Биопробы (части 1 и 2) переданы 
из клинического центра в аналитический 
с соблюдением температурного режима хра-
нения (минус 20 °С).

Протокол биоаналитической части исследова-
ния рассмотрен и одобрен на заседании экс-
пертной комиссии (ЭК) исследовательского 
учреждения, проводившего эту работу (АО «НПО 
«ДОМ ФАРМАЦИИ», заключение ЭК №  40/20 
от 28.09.2020).

Определение анти-Ха и анти-IIа активно-
сти плазмы крови человека выполнено с по-
мощью набора реагентов «Ренапарин-тест», 
(НПО «Ренам», кат. № ГП-6) с использованием 
хромогенного субстрата. Определение кон-
центрации TFPI в плазме крови человека вы-
полнено методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) с помощью набора реагентов ELISA 
Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) 
(Cloud-Clone Corp., кат. № SEA394Hu). Работу 
с наборами вели согласно инструкциям произ-
водителей с предварительным подбором 
необходимого разведения для анализируемых 
проб. Кроме реагентов, входящих в состав на-
боров, для валидационных испытаний допол-
нительно использованы субстанция надропа-
рина кальция (в качестве стандартного образца 
(СО)) и смесь вспомогательных веществ, вхо-
дящих в состав готовой лекарственной формы 
(ГЛФ) препарата (плацебо препарата), предо-
ставленные ФГУП «Московский эндокринный 
завод». В качестве интактной или бланк-плаз-
мы использована референтная нормальная 
пулированная (РНП) плазма (ООО «Технология 
стандарт»), а также контрольная плазма двух 
уровней активности (норма и патология) 
из набора «Реахром-гепарин» (НПО  «Ренам», 
кат.  №  ГП-1). При выполнении валидацион-
ных испытаний применены модельные смеси 
интактного биологического материала (РНП-
плазмы крови человека) со СО, входящими 
в состав наборов: СО НМГ и калибровочным 
(стандартным) образцом TFPI (СО TFPI).

6	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

	 Guideline on non-clinical and clinical development of similar biological medicinal products containing low-molecular-weight-
heparins. EMEA/CHMP/BMWP/118264/2007 Rev.1. 2017.
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7	 ICH, Q2A, Harmonised tripartite guideline, Text on validation of analytical procedures. Geneva: IFPMA; 1994.
	 ICH, Q2B, Harmonised tripartite guideline, Guideline on validation of analytical procedures: methodology, IFPMA. In: Proceedings 

of the International Conference on Harmonisation. Geneva; 1996.
	 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD; 2018.
	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009. London; 2011.
8	 Изучение биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных средств. В кн.: Руководство по экспертизе лекарствен-

ных средств. Т. 1. М: Гриф и К; 2013. С. 174–200.
	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
9	 ГОСТ Р 50779.42-99. Статистические методы. Контрольные карты Шухарта. М.: Стандартинформ; 2008.
10	Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
11	 ICH, Q2A, Harmonised tripartite guideline, Text on validation of analytical procedures. Geneva: IFPMA; 1994.
	 ICH, Q2B, Harmonised tripartite guideline, Guideline on validation of analytical procedures: methodology, IFPMA. In: Proceedings 

of the International Conference on Harmonisation. Geneva; 1996.
	 Guidance for industry: Bioanalytical method validation. Rockville, MD; 2018.
	 Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009. London; 2011.

Биоаналитические методики валидированы 
согласно рекомендациям7. В качестве основных 
валидационных параметров использованы: 
селективность, нижний предел количествен-
ного определения (НПКО), калибровочный 
диапазон, точность, прецизионность. В ходе 
валидационных испытаний также проверена 
возможность разбавления биопроб перед ана-
лизом.

Параметры фармакодинамики (суррогатные 
маркеры фармакокинетики: максимальная ак-
тивность или концентрация Amax или Сmax, время 
достижения максимальной активности или кон-
центрации Тmax, площадь под кривой «актив-
ность (концентрация)  — время» AUC, период 
полувыведения T1/2) рассчитаны внемодельным 
методом статистических моментов [7].

При статистической обработке данных рассчи-
тывали средние арифметические значения (X ), 
соответствующие им стандартные отклонения 
(SD), стандартные ошибки среднего значения 
(Sx), для фармакодинамических параметров до-
полнительно рассчитывали коэффициент вари-
ации (CV, %), среднее геометрическое, медиану, 
максимальное и минимальное значения.

В качестве основного критерия эквивалентно-
сти препаратов T и R использовали 90% дове-
рительный интервал для отношения средних 
геометрических значений исследуемых фарма-
кодинамических параметров (Amax или Сmax, AUC ), 
полученный с предварительным преобразо-
ванием данных на основе натурального лога-
рифма. Доверительный интервал должен быть 
в пределах 80–125% (или 0,8–1,25)8.

В связи с получением близких значений фарма-
кодинамического показателя (анти-IIа активно-
сти) на всех временных точках у подавляющего 
большинства добровольцев выполнена оценка 
попадания значений в диапазон ±3SD с помощью 
контрольной карты Шухарта9.

Расчет основных фармакодинамических па-
раметров выполнен с использованием при-
ложения PKSolver для Microsoft Office Excel. 
Статистический анализ выполнен с применени-
ем программ Microsoft Excel 2007 и Statistica 
10.0 (StatSoft).

Непосредственное доказательство эквивалент-
ности исследованных препаратов не входило 
в задачу данного исследования, поэтому ма-
териалы, касающиеся дизайна исследования, 
характеристик добровольцев, критериев их 
включения/невключения, статистического обос-
нования размера выборки и т.п., а также дета-
лизация результатов статистической обработки 
полученных данных не включены в текст работы.

Результаты и обсуждение
Процесс валидации биоаналитической методи-
ки является обязательным в практике изучения 
фармакокинетики, токсикокинетики и биоэкви-
валентности в доклинических и клинических ис-
следованиях. Объем и требования к валидации 
биоаналитических методик и анализу исследуе-
мых биологических образцов при изучении био-
эквивалентности регламентированы отдельным 
приложением соответствующего регуляторного 
документа10, который дополняет более общие 
рекомендации по валидации биоаналитических 
методик11.

Использование в биоаналитической работе ком-
мерчески доступных наборов реагентов имеет 
ряд особенностей. На начальном этапе необхо-
димо выполнить проверку работоспособности 
наборов применительно к условиям конкрет-
ной лаборатории, основанную на выполнении 
анализа стандартных образцов (калибраторов), 
входящих в состав наборов; затем оценить влия-
ние действующего вещества и плацебо исследу-
емых препаратов на результаты аналитической 
процедуры, подтвердить наличие активности 
in vitro и провести валидационные испытания.
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Данные по проверке работоспособности на-
боров реагентов с применением коммерчески 
доступных контрольных плазм с различным со-
держанием гепарина представлены в таблице 1. 
Полученные экспериментальные данные соот-
ветствовали показателям правильности опре-
деления анти-Xa и анти-IIа активности гепарина 
в плазме12, что позволило подтвердить их при-
годность для дальнейших испытаний.

По результатам анализа серий растворов СО 
надропарина кальция и СО НМГ, входящего 
в состав набора «Ренапарин-тест», были полу-
чены схожие зависимости оптической плотно-
сти растворов от их анти-Ха активности (рис. 1). 
На рисунке  2 представлены УФ-спектры, полу-
ченные при анализе интактного биоматериала 
(бланк-плазмы) и модельных смесей с добав-
ками СО НМГ или СО надропарина кальция. Их 
сопоставление позволило сделать заключение 
о том, что компоненты биоматериала (плазмы 
крови) не искажают спектров продуктов реак-
ции с СО надропарина кальция и СО НМГ, а так-
же подтвердить, что оптическая плотность сни-
жается схожим образом в присутствии как СО 
НМГ, так и СО надропарина кальция. Таким 
образом, подтверждено, что действующее ве-
щество исследуемого препарата в экспери-
менте in vitro проявляет тот вид активности, 

на котором основана его дальнейшая оценка 
в экспериментах in vivo (в данном случае срав-
нительная оценка фармакодинамики), что об-
основывает корректность использования дан-
ного аналитического подхода для дальнейшего 
исследования.

Результаты анализа, полученные при определе-
нии концентрации TFPI, для растворов плацебо, 
СО надропарина кальция и модельных смесей 
плазмы крови с добавками надропарина каль-
ция, представлены в таблице 2.

Установлено, что плацебо препарата 
и СО надропарина кальция в модельных сме-
сях с плазмой крови не оказывают влияния 
на уровень TFPI in  vitro и не оказывают меша-
ющего влияния на определение концентрации 
TFPI в плазме крови человека. Увеличение кон-
центрации TFPI-фактора при действии любого 
НМГ (в том числе надропарина кальция) можно 
зарегистрировать только in vivo или в специ-
альных клеточных системах, что связано с осо-
бенностями механизма его образования и ре-
гуляции в живом организме [9].

Таким образом, подтверждено отсутствие 
мешающего влияния надропарина кальция 
на результаты определения активности анти-Ха/ 
анти-IIа факторов и концентрации TFPI.

12	Инструкция по применению набора реагентов для определения активности низкомолекулярного гепарина «Ренапа-
рин-тест» (НПО «Ренам», Россия).

Таблица 1. Результаты определения активности анти-Xa и анти-IIа факторов гепарина в образцах контрольной плазмы

Table 1. Results of heparin anti-Xa and anti-IIa activity evaluation in control plasma samples

Параметры
Parameters

Анти-Xa активность, МЕ/мл
Anti-Xa activity, IU/mL

Анти-IIа активность, МЕ/мл
Anti-IIa activity, IU/mL

контрольная 
плазма 1

control plasma 1

контрольная 
плазма 2

control plasma 2

контрольная 
плазма 1

control plasma 1

контрольная 
плазма 2

control plasma 2

Значения активности по паспорту производителя, 
(среднее и диапазон)*
Activity values according to the manufacturer’s product 
insert (mean and range)*

0,43
(0,33–0,53)

0,82
(0,72–0,92)

0,43
(0,33–0,53)

0,82
(0,72–0,92)

Экспериментально полученные значения (X ± SD)
Experimental values (X

—
 ± SD) 0,51 ± 0,02 0,89 ± 0,04 0,47 ± 0,03 0,76 ± 0,04

Коэффициент вариации результатов по паспорту 
производителя, %
Coefficients of variation for results according to the 
manufacturer’s product insert, %

10 10 10 10

Экспериментально полученные коэффициенты 
вариации результатов, %
Experimental coefficients of variation for results, %

4,2 4,8 6,4 5,2

 * Поскольку для нефракционированного гепарина, входящего в состав контрольных плазм из набора реагентов «Реахром-гепа-
рин», соотношение анти-Xa/IIa активности составляет 1:1 [8], то интервал допустимых значений для активности анти-Ха и 
анти-IIa фактора одинаков и соответствует значению, приводимому в паспорте к набору реагентов для определения актив-
ности анти-Ха фактора (анти-Ха/мл).
 * Taking into account the 1:1 ratio of anti-Xa to anti-IIa activity of unfractionated heparin from the control plasmas included into the 
Reachrom-Heparin kit [8], the ranges of acceptable anti-Xa and anti-IIa activity values are the same and correspond to the range given in 
the insert provided with the reagent kit for determination of anti-Xa activity (anti-Xa/mL).
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Основные результаты валидации методик оцен-
ки активности анти-Ха, анти-IIа факторов и кон-
центрации TFPI представлены в таблице 3.

Получены удовлетворительные результаты 
по всем необходимым валидационным пара-
метрам для всех анализируемых показателей. 

Необходимо подчеркнуть, что при выполнении 
валидационных испытаний использованы мо-
дельные смеси интактного биологического ма-
териала (РНП-плазмы) со СО, входящими в со-
став наборов (СО НМГ и СО TFPI). Применение 
СО надропарина кальция (действующего ве-
щества исследованных препаратов) было 

Рис. 1. Примеры калибровочных зависимостей оптиче-
ской плотности растворов от анти-Ха активности СО 
низкомолекулярного гепарина (1) и СО надропарина каль-
ция (2)

Fig. 1. Example calibration function of absorbance vs. anti-Xa 
activity of the low molecular weight heparin reference standard 
(1) and nadroparin calcium (2) solutions

Рис. 2. Типичные УФ-спектры, полученные при анализе 
анти-Xa активности плазмы крови человека: 1 — бланк-плаз-
ма; 2 — модельная проба плазмы крови с добавкой стандарт-
ного образца надропарина кальция, 3 — модельная проба с до-
бавкой стандартного образца низкомолекулярного гепарина

Fig. 2. Typical UV-spectra obtained when analysing human plasma 
anti-Xa activity: 1 — blank plasma, 2 — model plasma spiked with 
the reference standard of nadroparin calcium, 3 — model plasma 
spiked with the reference standard of low molecular weight heparin
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Таблица 2. Результаты определения концентрации ингибитора пути тканевого фактора (TFPI) для плацебо, растворов и мо-
дельных смесей с различными концентрациями СО надропарина кальция

Table 2. Results of tissue factor pathway inhibitor (TFPI) content determination for placebo, test solutions, and model mixtures with 
various concentrations of nadroparin calcium RS

Испытуемый образец
Test sample

Оптическая плотность 
(в растворителе  

для стандарта*), о.е.
Absorbance (in the RS solvent*), a.u.

Модельные смеси с плазмой крови
Model plasma mixtures

оптическая плотность, о.е.
absorbance, a.u.

концентрация TFPI, нг/мл
TFPI concentration, ng/mL

Растворитель для стандарта*
RS solvent* 0,113 0,209 ± 0,005 48,5 ± 2,3

Раствор CO TFPI 1,56 нг/мл*,**
TFPI RS solution 1.56 ng/mL*,** 0,171 0,123 ± 0,004 1,56

Плацебо
Placebo 0,111 ± 0,004 0,209 ± 0,005 48,5 ± 2,3

Растворы СО надропарина 
кальция, мкг/мл
Nadroparin calcium  
RS solution, μg/mL

20,0 0,105 – –

4,0 0,141 0,199 44,2

0,80 0,095 0,216 52,0

0,16 0,108 0,189 52,8

0,032 0,092 0,218 39,9

Примечание. СО — стандартный образец; «–» — не определялась. 
 * Входит в состав набора реагентов ELISA Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) (Cloud-Clone Corp., кат. № SEA394Hu). 
 ** Концентрация раствора соответствует нижнему пределу количественного определения (НПКО).
Note. RS — reference standard; — not determined. 
 * The solvent is provided with the ELISA Kit for Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) (Cloud-Clone Corp., SEA394Hu). 
 ** The concentration corresponds to the lower limit of quantification (LLOQ).
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Таблица 3. Основные валидационные параметры методик определения анти-Xa, анти-IIa активности и концентрации ингиби-
тора пути тканевого фактора (TFPI) в плазме крови человека

Table 3. Main validation parameters for assays of the anti-Xa activity, anti-IIa activity, and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) concen-
tration in human plasma

Валидационный 
параметр
Validation 
parameter

Уровень 
концентрации

Concentration level
Критерий приемлемости

Acceptance criterion

Результат
Result

Вывод
Conclusion

анти-Xa 
активность, 

МЕ/мл
anti-Xa activity, 

IU/mL

анти-IIa 
активность,

МЕ/мл
anti-IIa activity, 

IU/mL

ингибитор 
пути тканевого 
фактора, нг/мл

TFPI, ng/mL

Селективность
Selectivity

Бланк-плазма, 
НПКО, ВПКО*
Blank plasma, 
LLOQ, ULOQ*

Способность дифферен-
цировать аналит от эн-
догенных компонентов 
матрицы и других 
компонентов образца
Ability to differentiate the 
analyte from the endo-
genous matrix and other 
sample components

Подтверж
дена
Confirmed

Подтверж
дена
Confirmed 

Подтверж
дена
Confirmed 

Соответ-
ствует
Conforms

Нижний предел 
количественно-
го определения
Lower limit of 
quantification

НПКО
LLOQ

Точность, менее 20%
Accuracy, ≤20%
Прецизионность, менее 
20%
Precision, ≤20%

0,024

1,5–13,1%

11,6%

0,0069

4,7–10,2%

14,8%

1,56

8,2–12,5%

12,0%

Установлен
Determined
Соответ-
ствует
Conforms
Соответ-
ствует
Conforms

Калибровочный 
диапазон
Calibration range

Калибровоч-
ные стандарты 
не менее шести 
концентраций, 
не менее 3 серий
Calibration stand-
ards at a minimum 
of 6 concentrations, 
at least 3 runs

Коэффициент  
корреляции (r) ≥ 0,9
Correlation coefficient (r) 
≥ 0.9

0,024–0,182

r ≥ 0,99

0,0069–0,052

r ≥ 0,99

1,56–100

r ≥ 0,99

Установлен
Determined
Соответ-
ствует
Conforms

Точность**  
(|δ|, %)
Accuracy**,  
(|δ|, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

4,5–13,1

2,5–10,2

0,5–12,0

0,5–13,4

4,7–10,2

3,6–6,7

1,2–13,8

0,9–14,1

1,6–7,8

2,9–4,2

8,0–13,4

8,2–12,5

Соответ-
ствует
Conforms

Преци-
зионность  
в одном  
цикле***  
(RSD, %)
Intra-run  
precision***  
(RSD, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК 
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

4,5–12,5

3,6–6,5

5,5–7,1

0,7–8,0

3,4–9,6

4,1–7,8

2,1–5,6

0,7–14,1

0,1–7,7

0,4–4,2

1,8–13,8

7,6–13,7

Соответ-
ствует
Conforms

Преци-
зионность  
между цикла-
ми*** (RSD, %)
Inter-run  
precision***  
(RSD, %)

ВПКО
ULOQ
Средний КК 
Middle QC
Низкий КК
Low QC
НПКО
LLOQ

<15

<15

<15

<20

13,3

6,6

8,6

11,6

13,1

6,8

6,5

14,8

6,4

4,7

9,0

12,0

Соответ-
ствует
Conforms

Примечание. ВПКО — верхний предел количественного определения, НПКО — нижний предел количественного определения, КК — 
контроль качества. 
 * Для оценки анти-Ха активности ВПКО — 0,182 МЕ/мл, средний КК — 0,121 МЕ/мл, низкий КК — 0,539 МЕ/мл, НПКО — 0,024 МЕ/мл, 
для оценки анти-IIа активности ВПКО — 0,052 МЕ/мл, средний КК — 0,0347 МЕ/мл, низкий КК — 0,0154 МЕ/мл, НПКО — 0,0069 МЕ/мл, 
для ингибитора пути тканевого фактора ВПКО — 100 нг/мл, средний КК — 50 нг/мл, низкий КК — 3,125 нг/мл, НПКО — 1,56 нг/мл. 
 ** Точность оценивали по принципу «внесено-найдено» как модуль относительной систематической погрешности (|δ|) в процен-
тах от внесенного количества. 
 *** Для оценки прецизионности использована величина относительного стандартного отклонения (RSD, %).
Note. ULOQ — upper limit of quantification, LLOQ — lower limit of quantification, QC — quality control. 
 * For the anti-Xa activity assay, the ULOQ was 0.182 IU/mL, the middle QC level was 0.121 IU/mL, the low QC level was 0.0539 IU/mL, and 
the LLOQ was 0.0240 IU/mL. For the anti-IIa factor activity assay, the ULOQ was 0.052 IU/mL, the middle QC level was 0.347 IU/mL, the 
low QC level was 0.0154 IU/mL, and the LLOQ was 0.0069 IU/mL. For the TFPI assay, the ULOQ was 100 ng/mL, the middle QC level was 
50 ng/mL, the low QC level was 3.125 ng/mL, and the LLOQ was 1.56 ng/mL. 
 ** Accuracy was estimated by recovery in absolute values of relative bias (|δ|) expressed as a percentage of the spiked amount. 
 *** Precision was evaluated using the relative standard deviation (RSD, %).
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целесообразным только на начальном этапе 
испытаний  — для подтверждения отсутствия 
его мешающего влияния на результаты анализа. 
Такая особенность валидационных испытаний 
связана с тем, что целью аналитической про-
цедуры было определение не самого вещества, 
а специфического биомаркера (анти-Ха/анти-IIа 
активность НМГ, концентрация TFPI), который 
является откликом на введение действующе-
го вещества. Поэтому в дальнейшем при ис-
пользовании валидированных ранее методик 
оценки указанных показателей нерациональ-
но проводить полную валидацию для каждо-
го нового действующего вещества группы НМГ. 
Целесообразно ограничиться проверкой при-
годности для анализа коммерчески доступных 
наборов реагентов и подтверждением отсут-
ствия мешающего влияния действующего веще-
ства (и, по возможности, плацебо исследуемой 
ГЛФ) на аналитическую процедуру.

Валидированные методики определения ан-
ти-Ха, анти-IIа активности НМГ в плазме крови 
человека и концентрации TFPI были применены 
для анализа проб плазмы крови добровольцев, 
полученных при проведении клинического ис-
следования. Для успешного выполнения анали-
тического этапа имеет значение аликвотирова-
ние проб, предусмотренное при их отборе (две 
части  — для проведения анализов, передавае-
мые в аналитический центр, и одна арбитраж-
ная часть, хранящаяся в клиническом центре). 
Обычно при использовании биоаналитических 
методик с хроматографическим определением 
одного целевого аналита для анализа исполь-
зуют одну аликвоту образца плазмы крови. 
Согласно рекомендациям по выполнению ис-
следований БЭ для снижения вариабельности 
результатов анализ всех образцов, полученных 
от одного субъекта на всех временных точках, 
предусмотренных дизайном исследования, 
должен быть выполнен в рамках одного анали-
тического цикла, т.е. в совокупности образцов, 
приготовленных в одно и то же время, одним 
аналитиком с использованием одинаковых ре-
активов в сходных условиях13. Традиционно 
в рамках исследования БЭ предусмотрено раз-
деление каждого отобранного образца на две 
равнозначные части: испытуемую пробу и ар-
битражную. Данное аликвотирование проводят 
сразу после отбора образцов крови и получе-
ния плазмы крови, до первого замораживания 
образцов. Арбитражную пробу обычно хранят 
в клиническом центре, а испытуемую передают 

для дальнейшего анализа, предусмотренного 
протоколом исследования. При необходимости 
анализа нескольких соединений или парамет-
ров, выполняемых разными методами, в разных 
аналитических условиях или с использованием 
различных процедур подготовки проб, для вы-
полнения всего комплекса аналитических работ 
может потребоваться повторная заморозка/
разморозка образцов. Если она недопустима, 
то до первой заморозки полученных образцов 
плазмы крови рационально предусмотреть их 
аликвотирование не на две части, как это приня-
то, а на большее число частей (например, на три) 
с учетом особенностей дальнейшего аналитиче-
ского этапа. В случае изучения фармакодинами-
ки препаратов надропарина кальция, учитывая 
необходимость определения в каждом образ-
це трех показателей и рекомендации произ-
водителей наборов реагентов, исключающие 
повторную заморозку проб, выполнение такой 
аналитической работы одновременно из одной 
аликвоты может быть затруднительно и при-
вести к получению некорректных результатов. 
Кроме того, линейность используемых биоана-
литических методик для определения анти-Xa 
и анти-IIa активности НМГ в плазме крови че-
ловека отличается достаточно узким диапазо-
ном; выход за пределы диапазона линейности 
приводит к существенным ошибкам опреде-
ления анти-Xa и анти-IIa активности. Поэтому 
для каждого анализируемого образца плазмы 
крови необходимо подбирать соответствующее 
разбавление проб таким образом, чтобы актив-
ность аналита находилась в пределах установ-
ленных калибровочных диапазонов методик 
(табл. 3). При этом разведения могут отличать-
ся в зависимости от пути введения исследуе-
мых препаратов, временных точек отбора проб, 
индивидуальных особенностей конкретных до-
бровольцев, что обуславливает необходимость 
экспериментального подбора в рамках кон-
кретного исследования. В связи с этими факто-
рами наличие двух отдельных аликвот каждого 
образца (одна для определения анти-Ха и ан-
ти-IIа активности, вторая  — для определения 
концентрации TFPI) позволяет ускорить и оп-
тимизировать работу биоаналитической лабо-
ратории и выполнение аналитического этапа 
сравнительного исследования фармакодинами-
ки препаратов надропарина кальция. Очевидно, 
что указанные аналитические особенности 
будут характерны и для других препаратов 
группы НМГ, поскольку для исследования их 

13	Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
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эквивалентности, так же как и для надропарина 
кальция, необходимо определение трех обсу-
ждаемых фармакодинамических показателей, 
выполняемое по тем же методикам. Следует 
отметить, что разделение отобранного образца 
не на две аликвоты, а на большее количество яв-
ляется непривычным для клинических центров 
и должно быть заранее оговорено и предусмот-
рено при планировании исследования. Поэтому 
авторы считают важным подчеркнуть выявлен-
ную особенность и акцентировать на данном 
вопросе внимание специалистов, отвечающих 
за планирование такого рода исследований 
(подготовку протоколов исследований), про-
ведение их клинического этапа, но не прини-
мающих участие в выполнении аналитических 
работ. Обсуждаемое аликвотирование отобран-
ных образцов, которое следует предусмотреть 
и выполнить в клиническом центре, является 
залогом успешного выполнения аналитическо-
го этапа исследования. Корректное проведе-
ние аналитического этапа работы необходимо 
для получения достоверных данных и является 
ключевым для успешного выполнения всего ис-
следования в целом.

При выполнении анализа проб, полученных 
в ходе клинического этапа, был выявлен базовый 
уровень (оценка диапазона выполнена на осно-
вании всех значений, полученных в «нулевых» 

точках) для всех трех анализируемых показа-
телей: для анти-Ха фактора на уровне 0,10–
0,56 МЕ/мл, для анти-IIа фактора на уровне 0,14–
0,65 МЕ/мл, для TFPI на уровне 12,1–77,5 нг/мл. 
Поскольку определяемые показатели являлись 
эндогенными, для каждого добровольца зна-
чения, полученные в «нулевой» точке, вычита-
ли из значений на всех остальных временных 
точках14. Таким способом получены значения, 
которые характеризовали изменения, обуслов-
ленные экзогенными факторами (в данном слу-
чае  — введением препаратов). Значения ниже 
базового уровня принимали равными нулю.

Усредненные фармакокинетические кривые 
в линейных координатах приведены на рисун-
ке 3, средние значения фармакодинамических 
параметров, рассчитанные на основании полу-
ченных данных, и результаты оценки довери-
тельных интервалов для основных фармакоди-
намических параметров приведены в таблице 4.

Для зависимостей активности анти-Ха факто-
ра и концентрации TFPI от времени для препа-
ратов T и R наблюдали схожие по форме фар-
макокинетические кривые. Максимальную 
анти-Ха активность в плазме крови наблюдали 
через 3–5  ч после введения препарата, макси-
мальную концентрацию TFPI — через 1–4 ч по-
сле введения, далее наблюдали постепенное 
снижение регистрируемых значений (рис. 3a и 3b 
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Рис. 3. Изменение анти-Ха активности (a) и содержания ингибитора тканевого фактора (b) в плазме крови после однократ-
ного подкожного введения тестируемого (1) и референсного (2) препаратов в одной дозе (число добровольцев n = 26, X ± Sx )

Fig. 3. Time courses for anti-Xa activity (a) and tissue factor pathway inhibitor concentration (b) in plasma after single subcutaneous 
administration of test (1) and reference (2) products in the same dose (n = 26, X ± Sx )

14	Изучение биоэквивалентности воспроизведенных лекарственных средств. В кн.: Руководство по экспертизе лекарствен-
ных средств. Т. 1. М: Гриф и К; 2013. С. 174–200.

	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-
дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
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Таблица 4. Показатели фармакодинамики (суррогатные маркеры фармакокинетики) после однократного подкожного введения 
тестируемого и референтного препаратов в одной дозе (n = 26, X ± SD*)

Table 4. Pharmacodynamic parameters (pharmacokinetic surrogate markers) after single subcutaneous administration of test and 
reference products in the same dose (n = 26, X ± SD*)

Параметр
Parameter

Тестируемый 
препарат (T)

Test product (T) 

Референтный 
препарат (R)

Reference product (R) 

90% доверительные 
интервалы

90% confidence intervals

Анти-Ха активность
Anti-Xa activity

Максимальная активность (Аmax), МЕ/мл
Maximum activity (Аmax ), IU/mL

0,84 ± 0,36 0,88 ± 0,40 1,0071–1,1662

Время достижения максимальной активности (Тmax), ч
Time to maximum activity (Тmax ), h

3,9 ± 1,3 4,0 ± 1,3 –

Площадь под кривой «активность–время» (AUC0-24), ч×МЕ/мл
Area under the activity–time curve (AUC0-24 ), h×IU/mL

4,87 ± 2,45 5,19 ± 2,80 0,9876–1,1879

Площадь под кривой «активность-время» (AUC0-∞) , ч×МЕ/мл
Area under the activity–time curve (AUC0-∞ ), h×IU/mL

5,19 ± 2,77 5,68 ± 3,02 0,9657–1,1667

Период полувыведения (T1/2), ч
Half-life period (T1/2 ), h

3,1 ± 2,7 3,8 ± 2,1 –

Концентрация ингибитора пути тканевого фактора
Concentration of tissue factor pathway inhibitor

Максимальная концентрация (Cmax), нг/мл
Maximum concentration (Cmax ), ng/mL

72,2 ± 27,1 70,1 ± 36,6 0,9401–1,0978

Время достижения максимальной концентрации (Тmax), ч
Time to maximum concentration (Тmax ), h

2,8 ± 1,0 2,4 ± 1,3 –

Площадь под фармакокинетической кривой (AUC0-24), ч×нг/мл
Area under the pharmacokinetic curve (AUC0-24 ), h×ng/mL

425,2 ± 248,9 402,7 ± 220,8 0,8949–1,1029

Площадь под фармакокинетической кривой (AUC0-∞), ч×нг/мл
Area under the pharmacokinetic curve (AUC0-∞ ), h×ng/mL

474,0 ± 338,2 508,1 ± 320,4 0,8692–1,0960

Период полувыведения (T1/2), ч
Half-life period (T1/2 ), h

3,2 ± 2,8 3,3 ± 2,1 –

Примечание. «–» — оценка доверительных интервалов не предусмотрена регуляторными документами. 
 * Для упрощения восприятия материала в таблице не приведены значения других статистических параметров (стандартная ошибка 
среднего значения, коэффициент вариации, среднее геометрическое, медиана, максимум, минимум), рассчитанных согласно регулятор-
ным требованиям.
Note. — regulatory documents do not require confidence interval assessment. 
 * For simplicity, the table does not show values for other statistical parameters calculated according to regulatory requirements (standard 
error of the mean, coefficient of variation, geometric mean, median, maximum, and minimum values).

соответственно); через 24 ч после введения ан-
ти-Ха активность составила около 3–4% от мак-
симального уровня, концентрация TFPI — около 
3,6% от максимального уровня.

Полученные результаты оценки анти-Ха ак-
тивности и TFPI позволили рассчитать и сопо-
ставить основные фармакодинамические па-
раметры (Аmax или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, Тmax, T1/2) 
исследованных препаратов, а также оценить 
доверительные интервалы по параметрам Аmax 
или Cmax, AUC0-24, AUC0-∞, необходимые для под-
тверждения эквивалентности исследованных 
препаратов (табл. 4).

Для анти-IIа активности при усреднении всех 
данных наблюдали незначительное нараста-
ние значений во времени после введения ис-
следованных препаратов. Уровень анти-IIа ак-
тивности примерно в 4 раза ниже, чем анти-Ха 

активности (отношение анти-Ха/анти-IIа актив-
ность по средним значениям активностей со-
ставило 4,2 и 4,6 для препаратов T и R соответ-
ственно). При рассмотрении индивидуальных 
кривых выявлено, что анти-IIа активность 
после введения препаратов нарастала лишь 
у некоторых добровольцев; во многих случа-
ях получены значения близкие к нулю, свиде-
тельствовавшие скорее о колебаниях данного 
показателя вокруг одного уровня. Отсутствие 
значимого отклика по анти-IIа активности на-
блюдали как для тестируемого препарата, так 
и для препарата сравнения, что подтвержда-
ло схожее влияние исследованных препара-
тов на анти-IIа активность и не противоречило 
предположению об их эквивалентности.

Учитывая характер полученных данных, 
они представлены в форме контрольной 
карты Шухарта (рис. 4), где средняя линия  
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соответствует среднему значению, верхняя 
и нижняя пунктирные линии — верхней и нижней 
контрольной границе, определяемой как ±3SD. 
Попадание экспериментальных значений в ука-
занный диапазон свидетельствует о том, что ха-
рактеризуемый ими процесс является стабиль-
ным с вероятностью 99,7%15.

Большинство полученных эксперименталь-
ных значений укладывались в диапазон ±3SD, 
что подтверждало предположение о том, что ан-
ти-IIа активность носит характер колебаний во-
круг одного уровня. Поэтому дальнейший расчет 
и сопоставление фармакодинамических пара-
метров на основании полученных данных по ан-
ти-IIа активности нецелесообразен.

По данным литературы, анти-Ха активность 
надропарина кальция приблизительно в 4 раза 
превосходит его анти-IIа активность [9–11]16; 
фармакокинетические свойства препарата 
«Фраксипарин форте» определяются его анти-Ха-
факторной активностью, поскольку активность 
данного фактора выше, чем анти-IIа фактора17; 
низкомолекулярные гепарины, к которым отно-
сят дальтепарин натрия, надропарин кальция 
и эноксапарин натрия, сильнее влияют на фактор 
Ха, чем на фактор IIа, что приводит к более вы-
раженному подавлению образования тромбина, 

а также сильнее влияют на фактор ингибитора 
активатора плазминогена [12]. Авторы [13, 14] от-
мечают, что избирательность действия в отноше-
нии анти-Ха активности падает в ряду эноксапа-
рин → надропарин → далтепарин → тинзапарин. 
Таким образом, данные литературы свидетель-
ствуют об отсутствии выраженного влияния дей-
ствующего вещества исследованных препаратов 
(надропарина кальция) на анти-IIа активность 
плазмы крови, что согласуется с полученными 
нами данными как in vitro, так и in vivo.

Отметим также, что в литературе нет единого 
мнения о возможности расчета фармакодина-
мических параметров на основании всех трех 
фармакодинамических показателей (анти-Ха, 
анти-IIа активности и концентрация TFPI), опре-
деляемых для препаратов данной фармаколо-
гической группы. Ряд работ содержит данные 
по фармакодинамическим параметрам, получен-
ные на основании анти-IIа-факторной активно-
сти после подкожного и внутривенного введения 
препарата Цертопарин (Новаритис, Германия) 
[1], подкожного введения препаратов далтепа-
рина [4], эноксапарина [3, 6] наряду с данными 
для других показателей (анти-Ха, TFPI).

Вместе с тем авторы публикации [3] отмеча-
ют слабо выраженный эффект сравниваемых 

15	ГОСТ Р 50779.42-99. Контрольные карты Шухарта. 2000.
16	Надропарин кальция. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
	 Фраксипарин форте. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
	 Australian Public Assessment Report for Nadroparin. 2018. https://www.tga.gov.au/sites/default/files/auspar-nadroparin-180904.pdf 
17	Фраксипарин форте. Инструкция по медицинскому применению. https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid-

=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
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Рис. 4. Контрольная карта Шухарта анти-IIа активности в плазме крови добровольцев (после вычитания базового уровня) 
после однократного подкожного введения тестируемого (T  ) и референтного (R ) препаратов в одной дозе (объединенные 
данные для препаратов Т и R, n = 52)

Fig. 4. Shewhart control chart for anti-IIa activity in plasma of volunteers (after baseline subtraction) after single subcutaneous 
administration of test (T  ) and reference (R ) products in the same dose (pooled T and R data, n = 52)

https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=1fb59f3d-37f9-4922-a04c-680f0edbe405&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.aspx?routingGuid=5922a504-bd7e-43ef-89dd-0fae986b5267&t=
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препаратов эноксапарина по отношению к ан-
ти-IIа активности, а авторы работы [6] подчерки-
вают наибольшее значение анти-Ха активности 
для оценки фармакологического действия и без-
опасности сравниваемых препаратов. Авторы 
[15] при сопоставлении фармакокинетики пре-
паратов НМГ (дальтепарина натрия и надропа-
рина кальция) у детей с онкологическими забо-
леваниями, осложненными тромбозом, а также 
авторы ряда других работ, связанных с оценкой 
фармакокинетики препаратов данной фармако-
логической группы (например, [16–20]), опери-
руют только параметрами, основанными на ан-
ти-Ха активности.

В работе [2] суммированы результаты исследо-
ваний биоэквивалентности сразу нескольких 
препаратов группы НМГ — эноксапарина, далте-
парина, тинзапарина и фондапаринокса (надро-
парина) при подкожном введении. Авторы 
рекомендуют использовать для оценки биоэк-
вивалентности этих препаратов параметры, по-
лученные на основе оценки анти-Ха активности, 
а результаты по анти-IIа активности считают 
необходимым представлять в качестве дока-
зательства сопоставимого терапевтического 
воздействия. Эта позиция согласуется с полу-
ченными нами результатами. С нашей точки 
зрения, схожее отсутствие значимого отклика 
в отношении одного из показателей (анти-IIа ак-
тивности) для обоих сравниваемых препаратов 
при соблюдении необходимых критериев экви-
валентности по результатам оценки двух других 
показателей (анти-Ха активности и концентра-
ции TFPI) является достаточными аргументами 
для подтверждения их эквивалентности.

Заключение
При сравнительном исследовании фармако-
динамики и оценке эквивалентности биоана-
логичного препарата «надропарин кальция» 

при подкожном введении выявлен ряд особен-
ностей, которые важны для планирования ана-
логичных исследований.

Отмечена необходимость дополнительного 
разделения (аликвотирования) каждого биооб-
разца при их отборе с получением двух испы-
туемых аликвот (одна для определения анти-Ха 
и анти-IIа активностей, вторая  — для анализа 
TFPI) для корректного выполнения их дальней-
шего анализа. Показано, что валидация биоана-
литических методик оценки анти-Ха активности, 
анти-IIа активности и содержания TFPI в плазме 
крови человека, валидированных в диапазо-
не концентраций 0,024–0,182 МЕ/мл, 0,0069–
0,052  МЕ/мл и 1,56–100 нг/мл соответственно, 
в полном объеме для каждого нового действу-
ющего вещества нецелесообразна, достаточно 
проверки отсутствия мешающего влияния изу-
чаемого препарата и его плацебо на аналитиче-
скую процедуру с одновременным подтвержде-
нием активности препарата in vitro (в отношении 
анти-Ха и анти-IIа активностей).

При планировании сравнительных исследова-
ний фармакодинамики и оценки эквивалент-
ности препаратов надропарина кальция необ-
ходимо учитывать возможность отсутствия 
значимого изменения анти-IIа активности плаз-
мы крови на введение препарата и получения 
данных, не позволяющих рассчитать фармако-
динамические параметры и сопоставить дове-
рительные интервалы для трех анализируемых 
фармакодинамических показателей.

Указанные особенности могут быть характер-
ны и для других препаратов НМГ, поскольку 
при сравнительном исследовании фармако-
динамики и оценке эквивалентности таких 
препаратов используют суррогатные маркеры 
концентрации, а не содержание исходного дей-
ствующего вещества.
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Количественный анализ митоксантрона 
методом ВЭЖХ-МС/МС в среде 
для культивирования клеток Caco-2

	 Федеральное государственное бюджетное образовательное учреждение 
высшего образования «Рязанский государственный медицинский 
университет имени академика И.П. Павлова»  
Министерства здравоохранения Российской Федерации, 
ул. Высоковольтная, д. 9, Рязань, 390026, Российская Федерация

	 Черных Иван Владимирович; ivchernykh88@mail.ru

Митоксантрон  — маркерный субстрат белка устойчивости рака молочной же-
лезы (BCRP), участвующего в ряде фармакокинетических межлекарственных 
взаимодействий. При проведении исследований in vitro в связи с возможной 
насыщаемостью транспортера BCRP целесообразно применять невысокие кон-
центрации митоксантрона, поэтому необходим высокочувствительный метод 
его количественного определения. 
Цель работы: разработка и валидация методики количественного определения 
митоксантрона в среде для культивирования клеток Caco-2 методом ВЭЖХ-МС/МС. 
Материалы и методы: анализ выполняли на высокоэффективном жидкостном 
хроматографе «Ultimate  3000» (Thermo Fisher Scientific) с тройным квадруполь-
ным масс-спектрометрическим детектором TSQ Fortis и колонкой UCT Selectra C18 
4,6×100 мм, 5 мкм, 100 Å. Использовали градиентный режим элюирования, подвиж-
ная фаза — смесь раствора муравьиной кислоты 1% и метанола. Скорость подвиж-
ной фазы — 0,3 мл/мин, температура разделения — 35 °С, объем пробы — 5 мкл. 
Длительность анализа — 10 мин, время удерживания митоксантрона — 5,51 мин. 
Пробоподготовка заключалась в осаждении белка среды для культивирования ме-
танолом и центрифугировании (13 000 g, 10 мин). Детектирование проводили в ре-
жиме регистрации положительных ионов, метод ионизации — электрораспыление 
(3700 В), оболочечный газ 50 л/мин, вспомогательный газ 10 л/мин, продувочный 
газ 1 л/мин, температура трубки для переноса ионов 300 °С, температура испари-
теля 350 °С. Переходы масс: 455 m/z → 88,2 m/z при энергии столкновения 25 В, 
455 m/z → 358,1 m/z при 18 В, фрагментация источника 0, CID gas 2 мТорр. 
Результаты: методика характеризовалась селективностью, чувствительностью 
(предел обнаружения — 10 нмоль/л, нижний предел количественного определе-
ния — 50 нмоль/л), правильностью, прецизионностью и линейностью (50−1000 
нмоль/л). Отсутствовал перенос пробы и матричный эффект, образцы проб об-
ладали стабильностью при моделировании реальных условий хранения. Мето-
дика позволяет проводить доклинические исследования влияния лекарствен-
ных веществ на активность BCRP путем оценки трансцеллюлярного переноса 
митоксантрона в присутствии тестируемого вещества. 
Выводы: разработана и валидирована ВЭЖХ-МС/МС методика количественного 
анализа митоксантрона в среде для культивирования клеток Caco-2.

Ключевые слова: митоксантрон; ВЭЖХ-МС/МС; маркерный субстрат BCRP; валидация; доклинические ис-
следования
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Mitoxantrone Quantification by HPLC-MS/MS 
in Caco-2 Culture Media

	 I.P. Pavlov Ryazan State Medical University, 
9 Vysokovoltnaya St., Ryazan 390026, Russian Federation

	 Ivan V. Chernykh; ivchernykh88@mail.ru

Mitoxantrone is a marker substrate of breast cancer resistance protein (BCRP). BCRP 
is involved in a  number of pharmacokinetic drug–drug interactions. The  trans-
porter’s possible saturability makes it advisable to  use low concentrations of mi-
toxantrone for in vitro studies. Consequently, mitoxantrone quantification requires 
a method with high sensitivity. 
The  aim of the  study was to  develop and validate a  procedure for mitoxantrone 
quantification in Caco-2 culture media by HPLC-MS/MS. 
Materials and methods. The  authors used an  Ultimate 3000 HPLC system and 
a TSQ Fortis triple quadrupole mass spectrometer by Thermo Fisher Scientific and 
a Selectra C18 column (4.6×100 mm, 5 µm, 100 Å) by United Chemical Technolo-
gies. The  elution ran in a  gradient mode with a  mobile phase of 1% formic acid 
solution and methanol. Experimental parameters were as follows: eluent flow rate, 
0.3  mL/min; separation column temperature, 35  °C; injection volume, 5  µL; ana-
lysis time, 10 min; approximate mitoxantrone retention time, 5.51 min. The sample 
preparation involved protein precipitation from the culture medium with methanol, 
followed by centrifugation at 13,000 g for 10 min. The detection was performed 
using electrospray ionisation in the positive ion mode. Detection parameters were 
as follows: electrospray voltage, 3700 V; sheath gas flow rate, 50 L/min; auxiliary 
gas flow rate, 10 L/min; sweep gas flow rate, 1 L/min; ion-transfer tube temperature, 
300 °C; and evaporator temperature, 350 °C. The detection was set at mass trans-
itions of m/z 455 to 88.2 and m/z 455 to 358.1, with the collision energy for these 
transitions amounting to 25 V and 18 V, respectively. The source fragmentation was 
at 0, and the CID gas pressure was at 2 mTorr. 
Results. The analytical procedure showed selectivity, high sensitivity (limit of detec-
tion, 10 nmol/L; lower limit of quantification, 50 nmol/L), accuracy, precision, and lin-
earity in the concentration range of 50–1000 nmol/L. The authors observed no carry-
over or matrix effects. A simulation of real-life storage conditions demonstrated high 
stability of mitoxantrone samples. Thus, the analytical procedure enables preclinical 
evaluation of medicinal product effects on the functional activity of BCRP, based on 
assessing the transcellular mitoxantrone transport in the presence of a test product. 
Conclusion. The authors developed and validated the analytical procedure for mi-
toxantrone quantification in Caco-2 culture media by HPLC-MS/MS.

Key words: mitoxantrone; HPLC-MS/MS; BCRP marker substrate; validation; preclinical studies

For citation: Tranova Yu.S., Shchulkin A.V., Chernykh I.V., Mylnikov P.Yu., Slepnev A.A., Yakusheva E.N. Mitoxantrone 
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Введение
Митоксантрон  — синтетическое противоопу-
холевое средство, производное антраценди-
она, применяемое для терапии рака молоч-
ной железы и простаты, лимфомы и лейкемии. 
Основной механизм действия препарата за-
ключается в ингибировании фермента топо-
изомеразы  II, необходимого для процесса ре-
парации ДНК [1].

Одним из новых методов доклинического иссле-
дования лекарственных средств является изуче-
ние их взаимодействий на уровне мембранных 
белков-транспортеров in vitro. В соответствии 
с руководствами зарубежных регуляторных ор-
ганов1 и отечественными рекомендациями2 все 
новые лекарственные вещества необходимо те-
стировать на принадлежность к субстратам и мо-
дуляторам активности белков-транспортеров.

ABSTRACT

1	 In vitro metabolism and transporter-mediated drug-drug interaction studies. Guidance for industry. U.S. Department of Health 
and Human Services FDA. Center for Drug Evaluation and Research (CDER); 2017.

2	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014. 
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Митоксантрон является субстратом эффлюксного 
мембранного белка устойчивости рака молочной 
железы (breast cancer resistance protein, BCRP), ко-
торый препятствует всасыванию препарата в ки-
шечнике и проникновению в опухолевые клетки, 
а также способствует экскреции препарата гепа-
тобилиарной системой. BCRP — продукт экспрес-
сии гена ABCG2, эффлюксный АТФ-зависимый 
белок-транспортер, впервые обнаруженный 
в 1998  г. в клетках рака молочной железы (ли-
ния MСF-7/AdrVp), которые не содержали глико-
протеина-P (ABCB1-белок) и транспортера MRP1, 
но проявляли множественную лекарственную 
устойчивость [2]. Транспортер экспрессируется 
также в синцитиотрофобластах плаценты чело-
века и в меньшей степени на апикальной мем-
бране эпителия тонкой кишки, на капиллярной 
поверхности гепатоцитов, в эндотелиоцитах 
гематоэнцефалического барьера, в стволовых 
клетках, в яичниках, надпочечниках и легких 
[3]. Такая локализация белка в тканях, а также 
принадлежность к числу его субстратов широ-
кого спектра лекарственных веществ (противо-
опухолевые агенты, производные нуклеозидов 
и нуклеотидов, препараты стероидных гормонов, 
ряд антибиотиков и пр. [4]) свидетельствует о его 
активном влиянии на фармакокинетику лекар-
ственных средств [5]. Вариабельность активно-
сти BCRP, продемонстрированная в многочис-
ленных исследованиях, повышает вероятность 
возникновения межлекарственных фармакоки-
нетических взаимодействий с его участием.

Митоксантрон является маркерным субстратом 
BCRP, т.е. препаратом, фармакокинетика которого 
существенно зависит от функционирования транс-
портера. Таким образом, интенсивность переноса 
вещества через клеточный монослой может слу-
жить показателем активности BCPR. Определение 
активности белков-транспортеров путем оценки 
трансцеллюлярного переноса их маркерных суб-
стратов или анализа их фармакокинетики было 
одобрено, например, для оценки влияния лекар-
ственных средств на ABCB1-белок соответствен-
но in vitro и in vivo3 [6, 7]. В связи с тем что опыты 
in vitro требуют меньших временных и экономиче-
ских затрат, а также не сопряжены с этическими 
проблемами, они являются предпочтительными 
для исследования влияния биологически актив-
ных веществ на активность транспортных белков.

Оценка интенсивности переноса митоксантро-
на через билипидную мембрану клеток, гипер-
экспрессирующих BCRP, например, доступной 
в России линии клеток Caco-2 [5], позволит 

не только определять принадлежность тестиру-
емых веществ к его субстратам или модуляторам 
и прогнозировать нежелательные межлекар-
ственные взаимодействия, но также проводить 
направленный поиск веществ-ингибиторов 
данного транспортера с целью их дальнейшего 
использования для повышения эффективности 
химиотерапии рака молочной железы.

В опытах in vitro целесообразно применять невы-
сокие концентрации митоксантрона, что связано 
с возможной насыщаемостью транспортера BCRP. 
Поэтому необходим высокочувствительный ме-
тод количественного определения митоксантро-
на. Широко распространенным методом анализа 
лекарственных веществ в биологических жидко-
стях является высокоэффективная жидкостная 
хроматография (ВЭЖХ) с ультрафиолетовым (УФ) 
детектированием. Однако этот метод имеет ряд 
существенных недостатков: относительно низ-
кую разрешающую способность и специфичность, 
длительность анализа, необходимость исполь-
зования сложной и дорогостоящей экстракции 
для пробоподготовки [8]. Ранее с использова-
нием более чувствительного и селективного ме-
тода  — ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС) была 
разработана методика количественного анализа 
метотрексата  — еще одного субстрата BCRP  — 
в среде для культивирования клеток Caco-2 [9]. 
Митоксантрон имеет важное преимущество: от-
ношение коэффициентов кажущейся проница-
емости данного вещества в трансвелл-системе 
(6,18±0,17)  — параметр, характеризующий сте-
пень участия белка-транспортера в его трансцел-
люлярном переносе — превышает отношение тех 
же коэффициентов метотрексата (3,38±0,08). Это 
делает митоксантрон более предпочтительным 
для использования в качестве маркера функцио
нирования BCRP.

Цель работы — разработать и валидировать ме-
тодику количественного анализа митоксантрона 
(маркерного субстрата BCRP) в среде для культи-
вирования клеток Caco-2 методом ВЭЖХ-МС/МС.

Материалы и методы
В качестве стандартного образца использова-
ли субстанцию митоксантрона (Sigma Aldrich, 
кат. № MKCM8540). Матричный раствор миток-
сантрона в метаноле с концентрацией 1 мг/мл 
(2,27×106 нмоль/л) хранили при температуре 

−20 °С. Рабочие растворы (с концентрациями 500, 
1000, 2000, 4000, 6000, 8000 и 10000 нмоль/л) 
готовили из матричного раствора путем 

3	 Clinical drug interaction studies — Cytochrome P450 enzyme- and transporter-mediated drug interactions. Guidance for industry. U.S. 
Department of Health and Human Services Food and Drug Administration Center for Drug Evaluation and Research (CDER); 2020.
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его разбавления в среде для культивирова-
ния, представляющей собой раствор Хэнкса 
(ООО  «ПанЭко», кат. № Р020п) с 25 мМ HEPES 
(Gibco, кат. № 2026999) и 1% диметилсульфокси-
да (ООО «ПанЭко», кат. № Ф135). Калибровочные 
растворы (с концентрациями 50, 100, 200, 400, 
600, 800 и 1000 нмоль/л митоксантрона) и об-
разцы для контроля качества (с концентрация-
ми 50, 150, 400 и 800 нмоль/л митоксантрона) 
готовили разведением равных объемов рабочих 
растворов средой для культивирования, получа-
емой после инкубации с клетками линии Сасо-
2 в течение 3 ч (клетки могут выделять в среду 
ряд высокомолекулярных соединений, способ-
ных повлиять на результаты анализа). Готовили 
три серии калибровочных растворов и раство-
ров контроля качества, одна серия составля-
ла один валидационный цикл. Аналитический 
диапазон выбирали на основе концентраций, 
ожидаемых в исследовании на указанной кле-
точной линии.

Количественный анализ выполняли на высо-
коэффективном жидкостном хроматографе 
Ultimate 3000 (Thermo Fisher), оснащенном авто-
семплером, дегазатором, градиентным насосом 
и тройным квадрупольным масс-спектрометри-
ческим детектором TSQ Fortis (Thermo Fisher).

Управление системой и математическую обра-
ботку данных проводили с помощью программы 
Thermo Scientific Xcalibur (ver. 4.2.47).

Использовали обращенно-фазовую хроматогра-
фическую колонку UCT Selectra C18 4,6×100 мм, 
5 мкм, 100 Å (United Chemical Technologies) 
и предколонку Selectra C18 Guard Cartridges SLC-
18GDC46-5UM (United Chemical Technologies).

Использовали градиентный режим элюирования 
смесью раствора муравьиной кислоты и метано-
ла (табл. 1). Скорость подвижной фазы состав-
ляла 0,3 мл/мин при температуре 35 °С, объем 
вводимой пробы — 5 мкл.

Время одного анализа составляло 10 мин, время 
удерживания митоксантрона соответствовало 
5,51±0,013 мин. Для приготовления подвижной 
фазы применяли следующие реактивы: вода 
для ВЭЖХ-МС (VWR, кат. № 21F104014), кислота 
муравьиная 98% (Panreac, кат. № 0001900259), 
метанол квалификации «ос.ч.» для градиентной 
ВЭЖХ (ООО ТД «Химмед»).

Анализ проводили в режиме регистрации по-
ложительных ионов, метод ионизации  — элек-
трораспыление, напряжение на игле распыли-
теля 3700  В; скорость потока оболочечного газа 
(sheath gas) составляла 50 л/мин, вспомогатель-
ного газа (auxiliary gas) — 10 л/мин, продувочного 
газа (sweep gas)  — 1  л/мин, температура трубки 
для переноса ионов — 300 °С, температура испа-
рителя  — 350  °С. Для детектирования митоксан-
трона использовали следующие переходы масс: 
455 m/z → 88,2 m/z при энергии столкновения 25 В 
и 455 m/z → 358,1 m/z при энергии столкновения 
18 В, фрагментация источника 0, CID gas 2 мТорр.

Пробоподготовка заключалась в осажде-
нии белка и других высокомолекулярных ве-
ществ (которые могут присутствовать в среде 
для культивирования после инкубации с клет-
ками) метанолом. Для этого к 100  мкл пробы 
добавляли 400 мкл метанола, перемешивали 
на встряхивателе Vortex (Heidolph), центрифу-
гировали на центрифуге Avanti JXN-3 (Beckman 
Coulter) при 13000 g в течение 10 мин.

Для расчета метрологических характеристик 
и основных валидационных параметров раз-
работанной методики применяли программы 
Statistiсa 13.0 и Microsoft Excel.

Биоаналитическую методику валидировали 
по следующим параметрам: селективность, ли-
нейность, нижний предел количественного 
определения, правильность (на уровнях внутри 
цикла, между циклами), прецизионность (на 
уровнях внутри цикла, между циклами), матрич-
ный эффект, перенос пробы и стабильность об-
разцов в соответствии с действующими отече-
ственными и зарубежными руководствами4.

4	 Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014.
	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».
	 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services FDA. Center for Drug 

Evolution and Research (CDER); 2018.
	 Guideline on bioanalytical method validation. European Medicines Agency. Committee for medicinal products for human use. 

London; 2011.

Таблица 1. Программа градиентного элюирования для анали-
за митоксантрона

Table 1. Gradient elution programme for mitoxantrone analysis

Время 
анализа, 

мин
Time, 
min

Соотношение компонентов подвижной фазы 
по объему, %:

Volume ratio of mobile phase components, %:

раствор муравьиной кислоты 1 %
1% formic acid solution

метанол
methanol

0 70 30

0,3 10 90

6 70 30
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Результаты и обсуждение
Основным аналитическим методом, используемым 
при изучении фармакокинетики лекарственных 
веществ для оценки их концентрации в биожид-
костях, является ВЭЖХ. При этом универсальным 
и наиболее селективным методом детектирова-
ния стала тандемная масс-спектрометрия (МС/МС) 
[10]. Для митоксантрона ранее предложена мето-
дика количественного анализа данным методом 
с УФ-детектированием [11], что снижает ее специ-
фичность, а также требует значительного увели-
чения объема вводимого образца. Использование 
флуоресцентного детектора для митоксантрона 
затруднительно в связи с его низкой флуоресци-
рующей способностью [12].

Селективность разработанной нами методики 
определяли, анализируя холостую пробу среды 
для культивирования без добавления стандарта 
митоксантрона и образцы среды для культиви-
рования с добавлением митоксантрона до ко-
нечных концентраций 50, 150, 400 и 800 нмоль/л. 
На хроматограммах образцов холостой среды 
для культивирования не наблюдали пиков со 
временем удерживания, соответствующим вре-
мени удерживания целевого вещества (рис. 1).

Предел обнаружения митоксантрона в сре-
де для культивирования составил 10  нмоль/л, 
при этом соотношение сигнала к шуму (базовой 

линии) превышало 3. Нижний предел количе-
ственного определения митоксантрона соста-
вил 50 нмоль/л. При этом отношение сигнала 
к шуму было не ниже 10, а правильность и преци-
зионность определения не превышали 20%.

Калибровочную кривую строили, анализируя 7 ка-
либровочных растворов (образцов холостой сре-
ды для культивирования с добавлением растворов 
митоксантрона до получения концентраций 50, 100, 
200, 400, 600, 800 и 1000 нмоль/л). Полученные ка-
либровочные графики зависимости площади пика 
от концентрации вещества (образец одного из гра-
фиков приведен на рисунке 2) могут быть экстра-
полированы следующими уравнениями линейной 
регрессии: y  = –133,844+8,395×x, коэффициент 
корреляции r  = 0,9986; у  = –217,449+9,438×x, r  = 
0,9987, W = 1/x; y = –289,597+9,62134×x, r = 0,9989, 
W = 1/x. Полученные коэффициенты корреляции 
соответствовали рекомендованным значениям 
(не менее 0,99)5.

Отклонения найденных концентраций калиб-
ровочных образцов от номинальных значений, 
рассчитанные по уравнению линейной зависи-
мости, приведены в таблице 2 и демонстрируют 
близость каждой точки к калибровочной кривой. 
Экспериментально рассчитанные концентра-
ции калибровочных растворов должны лежать 
в пределах ±15% от номинальных значений (за 
исключением концентрации, соответствующей 
нижнему пределу количественного определе-
ния, для которой эти значения могут находиться 
в пределах ±20%)6.

5	 Bioanalytical method validation. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services FDA. Center for Drug 
Evolution and Research (CDER); 2018. 

6	  Руководство по экспертизе лекарственных средств. Т. 1. М.: Гриф и К; 2014.
	 Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 85 «Об утверждении Правил проведения иссле-

дований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза».

Рис. 1. Хроматограмма среды для культивирования с добав-
лением 1000 нмоль/л митоксантрона (RT  — retention time, 
время удерживания; AA — automatic area, площадь пика; BP — 
base peak, молекулярная масса основного продукта распада 
молекулярного иона)

Fig. 1. Chromatogram of the culture medium with 1000 nmol/L 
mitoxantrone (RT, retention time; AA, automatic area mea-
surement; BP, base peak representing the molecular weight of 
the main product of molecular ion decay)

Рис. 2. Образец калибровочного графика зависимости «кон-
центрация митоксантрона — площадь пика»

Fig. 2. Exemplar calibration curve of mitoxantrone concentration 
versus peak area
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Правильность и прецизионность методики оце-
нивали, выполняя анализ образцов для контро-
ля качества митоксантрона с концентрациями 
50, 150, 400 и 800  нмоль/л в рамках трех цик-
лов, параметры оценивали внутри и между цик-
лами. Полученные величины прецизионности 

(относительного стандартного отклонения) 
и правильности (относительной погрешности) 
соответствовали принятым нормам (не более 
20% для нижнего предела количественного 
определения и не более 15% — для остальных 
точек) (табл. 3 и 4).

Таблица 2. Отклонения вычисленных концентраций митоксантрона в калибровочных растворах от номинальных значений

Table 2. Deviations of mitoxantrone concentrations in calibration samples from their nominal values

Концентрация 
митоксантрона 
номинальная, 

нмоль/л
Nominal 

mitoxantrone 
concentration, 

nmol/L

Серия калибровочных растворов 1
Set of calibration solutions 1

Серия калибровочных растворов 2
Set of calibration solutions 2

Серия калибровочных растворов 3
Set of calibration solutions 3

Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность, 
%

Accuracy, %

Концентрация 
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность, 
%

Accuracy,
%

Концентрация
рассчитанная, 

нмоль/л
Calculated 

concentration, 
nmol/ L

Правильность,
%

Accuracy, %

50,0 56,23 12,47 44,20 11,61 50,86 1,71

100,0 99,38 0,62 90,74 9,26 96,52 3,49

200,0 182,99 8,50 204,60 2,30 208,21 4,10

400,0 415,99 4,00 418,81 4,70 418,35 4,59

600,0 606,65 1,11 618,63 3,11 614,36 2,39

800,0 697,56 12,88 819,24 2,40 811,15 1,39

1000,0 1001,67 0,17 967,64 3,24 956,74 4,32

Таблица 3. Правильность и прецизионность методики количественного определения митоксантрона в среде для культивирова-
ния клеток Caco-2 внутри цикла и между циклами

Table 3. Intra- and inter-run accuracy and precision of the analytical procedure for mitoxantrone quantification in Сaco-2 culture media

Уровень концентрации 
митоксантрона, нмоль/л

Mitoxantrone concentration, nmol/L

Параметр
Parameter

Результаты определения концентрации митоксантрона 
(диапазон / среднее арифметическое)

Mitoxantrone concentration measurement results  
(range / arithmetic mean)

50
150
400
800

Правильность, %
Accuracy, %

13,19–18,22 / 14,92
3,95–4,96 / 4,42
7,74–10,87 / 8,83
4,14–5,89 / 4,76

50
150
400
800

Прецизионность, %
Precision, %

11,72–16,13 / 13,76
3,18–6,10 / 5,72
6,93–9,32 / 8,34
5,42–6,88 / 5,98

Таблица 4. Правильность при определении стабильности растворов митоксантрона с концентрациями 150 и 800 нмоль/л

Table 4. Accuracy observed in the stability study of 150 nmol/L and 800 nmol/L mitoxantrone solutions

Условия хранения
Storage conditions

Концентрация 
номинальная, нмоль/л
Nominal concentration, 

nmol/L

Концентрация рассчитанная 
средняя, нмоль/л
Calculated average 

concentration, nmol/ L

Правильность, %
Accuracy, %

При комнатной температуре
Room temperature

150,00 143,44 4,37

800,00 793,87 0,77

Трехкратная заморозка-разморозка 
при –80 °С
Three freeze-thaw cycles at –80 °С

150,00 148,11 1,26

800,00 786,24 1,72

Хранение при –80 °С в течение 60 сут
Storage at –80 °C for 60 days

150,00 137,40 8,40

800,00 764,32 4,46

После пробоподготовки и нахождения 
в автосемплере в течение 24 ч
Sample preparation and 24 h in the autosampler

150,00 156,07 4,04

800,00 776,60 2,92
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Матричный эффект оценивали по площади 
пиков митоксантрона с концентрациями 50 
и 800 нмоль/л в растворах со средой для культи-
вирования и в метаноле. Относительное стан-
дартное отклонение эффекта матрицы, ото-
бранной из 6 отдельных лунок планшета, 
не превышало 15%.

Стабильность растворов митоксантрона 
с концентрациями 150 и 800  нмоль/л в среде 
для культивирования анализировали при крат-
косрочном хранении в условиях комнатной тем-
пературы, трехкратной заморозке-разморозке 
при –80  °С, при хранении при –80  °С в тече-
ние 60 сут, после пробоподготовки и нахожде-
ния в автосемплере в течение 24 ч. Выполняли 
по 3 повтора для каждого вида стабильно-
сти. Правильность для каждой концентрации 
(для  средних значений) находилась в преде-
лах 15% от номинальных значений (табл. 4).

При последовательном анализе пробы 
с концентрацией митоксантрона 1000 нмоль/л 
и холостой пробы (образец среды для культи-
вирования) на хроматограмме последней от-
сутствовали пики, соответствующие по времени 

удерживания пикам митоксантрона, т.е. перено-
са проб не происходило.

Заключение
Разработанная ВЭЖХ-МС/МС методика коли-
чественного определения митоксантрона (мар-
керного субстрата BCRP) в среде для культиви-
рования клеток Сасо-2 обладает более высокой 
специфичностью и разрешающей способностью, 
позволяет проводить более быструю пробопод-
готовку и количественный анализ проб по срав-
нению с ВЭЖХ с УФ-детектированием.

Данная методика валидирована по следую-
щим параметрам: селективность, линейность, 
нижний предел количественного определе-
ния, правильность, прецизионность, матрич-
ный эффект, перенос пробы и стабильность. 
Полученный аналитический диапазон позво-
ляет использовать методику для определе-
ния концентрации митоксантрона при оценке 
его транспорта через монослой клеток линии 
Сасо-2 с целью анализа тест-веществ на при-
надлежность к модуляторам активности бел-
ка-транспортера BCRP.
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	 Агафонов Алексей Михайлович; chuh2008@yandex.ru

Широкое применение лекарственных препаратов на основе растительных ма-
сел требует строгой регламентации и оценки показателей качества, установ-
ления срока годности и контроля условий хранения. Наиболее часто для опре-
деления ненасыщенных соединений, входящих в состав растительных масел, 
используется метод определения йодного числа, однако он имеет ряд недо-
статков. Альтернативой ему является способ определения ненасыщенности, 
основанный на реакции эпоксидирования.
Цель работы: оценка возможности определения степени ненасыщенности тер-
пеноидов и эфирных масел с использованием пероксикарбоновых кислот.
Материалы и методы: в исследовании использовали линалоол, мирцен, ли-
монное масло, эпоксидирование проводили пероксидекановой и пероксиокта-
новой кислотами. Избыток кислоты определяли йодометрическим титрованием.
Результаты: показана возможность количественного определения ненасы-
щенности отдельных терпеноидов и эфирного масла путем проведения эпок-
сидирования пероксикислотами. Разработана методика определения йодно-
го числа эфирного масла. Рассчитаны йодные числа для линалоола, мирцена 
и лимонного масла. Определено, что эпоксидирование протекает как реакция 
второго порядка, рассчитаны константы скорости реакции (для линалоола  — 
3,9 л×моль–1×мин–1 (298 К), мирцена (до монооксида)  — 1,76 л×моль–1×мин–1 
(298 К), эпоксида мирцена (до диэпоксида) — 0,044 л×моль–1×мин–1 (298 К), ли-
монного масла — 3,9 л×моль–1×мин–1 (297 К)).
Выводы: предложена методика быстрого и эффективного определения степе-
ни ненасыщенности (определения йодного числа), основанная на титрометрии 
с использованием пероксикислот, которая может быть принята за основу мето-
да количественного определения суммы ненасыщенных биологически актив-
ных веществ в эфирных маслах.
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Being widely used, medicinal products based on vegetable oils require strict regu-
lation and evaluation of quality attributes, determination of shelf-life periods, and 
monitoring of storage conditions. The most common testing method for unsaturated 
compounds in vegetable oils is the iodine value determination, which has a range 
of limitations. An alternative method for determining the degree of unsaturation is 
based on epoxidation.
The aim of the study was to evaluate the possibility of determining the degree of 
unsaturation of terpenoids and essential oils using peroxycarboxylic acids.
Materials and methods. The authors performed epoxidation of linalool, myrcene, 
and lemon oil with peroxydecanoic and peroxyoctanoic acids, followed by iodomet-
ric titration of the excess acid.
Results. The  study demonstrated the  possibility of measuring the  degree of un-
saturation of the selected essential oil and terpenoids using peracid epoxidation. 
The authors developed a procedure for determining the iodine value of essential oils 
and calculated the iodine values of linalool, myrcene, and lemon oil. Epoxidation 
proceeded as a second-order reaction. The authors obtained the following reaction 
rate constants: 3.9 L×mol–1×min–1 for linalool (298 К), 1.76 L×mol–1×min–1 for myrcene 
converting to monoxide (298 К), 0.044 L×mol–1×min–1 for myrcene epoxide convert-
ing to diepoxide (298 К), and 3.9 L×mol–1×min–1 for lemon oil (297 К).
Conclusions. The suggested procedure involving peracid titration for rapid and effi-
cient determination of the degree of unsaturation (iodine value) provides a potential 
basis for developing a quantification method for total unsaturated bioactive com-
pounds in essential oils.
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Введение
Эфирные масла, а также некоторые другие 
соединения, содержащие в структуре моле-
кул ненасыщенные связи, нашли широкое 
применение в фармации в качестве активных 
действующих веществ лекарственных пре-
паратов, а также вспомогательных веществ 
при создании мягких лекарственных форм 
[1–4]. Широкое применение лекарствен-
ных средств на основе растительных масел 
в терапии различных заболеваний, специ-
фичность состава и свойств требуют строгой 
регламентации и оценки показателей их каче-
ства, установления срока годности и контроля 
за условиями хранения.

Наиболее часто используемым методом опре-
деления степени ненасыщенности, основанным 
на реакции присоединения, является метод 
определения йодного числа (I)  — количества 
йода (г), который присоединяется в опреде-
ленных условиях к 100 г органического ве-
щества1. Йодное число  — показатель оценки 
качества жирных масел, позволяющий судить 
об их способности к окислению и полимери-
зации. Общий недостаток определения нена-
сыщенности по этому показателю заключается 
в том, что, помимо присоединения по двойным 
связям йод способен вступать в реакции галоге-
нирования насыщенных атомов углерода в цепи 
молекулы. Кроме того, вещества изопреновой 
структуры, которые входят в состав эфирных 
масел, дополнительно могут подвергаться окис-
лению (например, альдегидные группировки). 
Все вышесказанное может приводить к завы-
шению результатов анализа. Таким образом, 
данный метод имеет ограниченное примене-
ние и, в частности, не может быть использован 
для характеристики степени ненасыщенности 
эфирных масел. Альтернативой ему является 
способ определения ненасыщенности, осно-
ванный на реакции эпоксидирования, который 
не имеет таких недостатков.

Идентификацию эфирных масел проводят ме-
тодом газовой хроматографии, в качестве зна-
чения показателя используют относительное 
значение времени удерживания отдельных 
компонентов либо проводят сравнение хрома-
тографических профилей образца с эталонной 
хроматограммой. Также допускается определе-
ние подлинности масел методом тонкослойной 
хроматографии, хроматомасс-спектроскопии 
или другими инструментальными методами 
(УФ-, ИК-, ЯМР-спектроскопии и др.) [5].

При контроле качества эфирных масел кро-
ме необходимых физико-химических показа-
телей2 [6] дополнительно может быть опреде-
лено йодное число, что позволяет не только 
подтвердить сделанную по результатам фар-
макопейных методик оценку качества мас-
ла, исключить его фальсификацию или порчу 
во время хранения, но и осуществить коли-
чественное определение основного (одного 
или нескольких) компонента продукта или ин-
дивидуального натурального душистого ве-
щества, полученного из эфирного масла [7]. 
Следует отметить, что в настоящее время 
не существует фармакопейных методов ко-
личественного определения ряда эфирных 
масел [8].

Метод оценки ненасыщенности путем опреде-
ления кислородных чисел (масса кислорода (г), 
поглощенного 100 г пробы, КЧ) титрованием 
пероксикислотой на примере надбензойной 
кислоты предложил Н. Meerwein в 1924  г. [9]. 
Расчет КЧ осуществляли на основании дан-
ных йодометрического титрования, выра-
женных абсолютным снижением содержания 
«активного кислорода» в 1,00 мл раствора. 
Полученные результаты пересчитывали на йод 
и сравнивали с йодными числами, определен-
ными по Вийсу [7, 10].

В работе [7] показана возможность исполь-
зования метода эпоксидирования с исполь-
зованием относительно стабильной высшей 
пероксикарбоновой кислоты  — пероксиоктано-
вой  — для определения степени ненасыщенно-
сти некоторых терпеноидов и эфирных масел, 
применяющихся в медицине [11].

Важным фактором, определяющим возмож-
ность использования методики для анализа, 
является устойчивость выбранных реагентов. 
В работе [10] показано, что в условиях длитель-
ных анализов (несколько часов) при комнатной 
температуре достаточно устойчивыми являются 
0,3–0,5% растворы пероксикислоты (перокси-
декановой и пероксиоктановой) в хлороформе 
или дихлорметане. Именно в этих растворите-
лях достигается наивысшая скорость окисления 
при одновременном обеспечении количествен-
ной стехиометрии реакции эпоксидирования 
ненасыщенных связей [12].

Цель работы  — оценка возможности опреде-
ления степени ненасыщенности терпеноидов 
и эфирных масел с использованием пероксикар-
боновых кислот.

1	 ОФС.1.2.3.0005.15. Йодное число. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.
2	 ОФС.1.5.2.0001.15. Эфирные масла. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
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Материалы и методы
В работе использовали линалоол (3,7-диме-
тил-1,6-октадиен-3-ол) с содержанием основ-
ного действующего вещества ≥95,0%, плотность 
0,858–0,868 г/см3, Sigma-Aldrich, кат. № 504505; 
мирцен (7-метил-3-метилен-1,6-октадиен) с со-
держанием основного действующего вещества 
≥90,0%, плотность 0,794 г/см3, Sigma-Aldrich, 
кат. № 276212; лимонное масло  — плотность 
0,895–0,91 г/см3, ООО «Парфумерно-косметична 
компанія “ДНД”», сер. 0815.

Пероксидекановая (пероксикаприновая) кисло-
та, H3C–(СH2)8CO3H, (8,5% активного кислорода) 
и пероксиоктановая (пероксикаприловая) кисло-
та, H3C–(СH2)6CO3H, (9,98% активного кислорода) 
были получены по методике [13] взаимодействи-
ем декановой или октановой кислот c 50% пе-
роксидом водорода в присутствии 3,75-кратного 
молярного излишка серной кислоты при +20 °С. 
Содержание основного вещества в продуктах 
реакции по данным йодометрического титрова-
ния составляло 98–101%. Строение полученных 
соединений подтверждено результатами йодо-
метрического титрования (определение актив-
ного кислорода), ИК-спектроскопии (Avatar 370, 
Thermo Nicolet).

Для получения кислоты уксусной разведенной 
смешивали 31,3 мас. ч. уксусной кислоты (х.ч., 
содержание основного действующего вещества 
не менее 98%, ООО «Биохим») и 68,7 мас. ч. воды 
дистиллированной. Содержание уксусной кис-
лоты составляло 29,5–30,5%. Раствор калия йо-
дида получали следующим образом: 10 г калий 
йодида растворили в только что прокипяченной 
и охлажденной до комнатной температуры воде 
очищенной и довели объем раствора дистилли-
рованной водой до 100 мл, полученный раствор 
должен быть бесцветным. 0,1 моль/л раствор на-
трия тиосульфата готовили по требованиям3.

Для проведения реакции эпоксидирования 
(схема 1) использовали конические колбы 
на 75 мл с притертыми пробками. Мерная посуда 
и вспомогательные вещества класса А (1 класс) 

отвечали требованиям4. Для нагрева и поддер-
жания необходимой температуры реакцион-
ной смеси использовали воздушный термостат 
ТС — 80М (ОАО «Смоленское СКТБ СПУ»).

Строение полученных продуктов эпоксидирова-
ния доказывали с помощью ИК-спектроскопии. 
В спектре продуктов регистрируются полосы 
поглощения, соответствующие симметрич-
ным (1250 см–1) и асимметричным (950–810, 
840–750 см–1) валентным колебаниям связи С–О 
оксиранового фрагмента [14].

Методика определения ненасыщенности с ис-
пользованием пероксидекановой (пероксиоктано-
вой) кислоты. Точную навеску эфирного масла 
массой ~0,1 г растворяли в конической колбе 
объемом 75 мл с притертой пробкой в 25,0 мл 
хлороформа или дихлорметана (метиленхло-
рид, бензол, хлороформ, этилацетат), вноси-
ли точную навеску пероксидекановой кислоты 
массой ~0,2 г, закупоренную колбу тщательно 
взбалтывали, после чего начинали отсчет вре-
мени.

В коническую колбу с помощью пипетки отби-
рали 1,00 мл полученного раствора, добавляли 
при интенсивном взбалтывании 4 мл уксусной 
кислоты разбавленной и 1 мл 10% раствора ка-
лий йодида и сразу же проводили титрование 
свободного йода 0,1 моль/л раствором натрия 
тиосульфата. Затем реакционную смесь остав-
ляли на 0,5–2 ч, после чего определение ак-
тивного кислорода повторяли по приведенной 
выше методике. Расчет содержания вещества 
(w,  %) и йодного числа (I, г на 100 г вещества) 
проводили по формулам (1) и (2).

	 w =                                                      ,	 (1)

	 I =                                                            ,	 (2)

где V0 — объем раствора натрия тиосульфата, из-
расходованный на титрование в контрольном 
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OH
RCOOH

R
+ +
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O
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Схема 1. Реакция эпоксидирования ненасыщенных соединений — образование эпоксидов в результате присоединения кислоро-
да пероксикарбоновой кислоты.

Scheme 1. Epoxidation of unsaturated compounds, i.e. epoxide formation by addition of oxygen from peroxycarboxylic acid.

3	 ОФС.1.3.0002.15. Титрованные растворы. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018
4	 ОФС.1.1.0022.18. Мерная посуда. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

(V0 – V1) × 0,1 × K × M × V × 100
2 × m × 1000

(V0 – V1) × 0,1 × K × 126,9 × V × 100
m × 1000
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опыте (определение содержания пероксикис-
лоты в растворе без пробы ненасыщенного 
определяемого соединения), мл; V1  — объем 
раствора натрия тиосульфата, затраченный 
на титрование остатка пероксикислоты в опы-
те с пробой ненасыщенного определяемого 
соединения, мл; V — объем мерной колбы, мл; 
0,1 — концентрация раствора натрия тиосуль-
фата, моль/л; 126,9 — масса эквивалента йода, 
г/моль; m  — навеска, г; 1000  — коэффициент 
пересчета в г; К  — коэффициент поправки 
концентрации раствора натрия тиосульфата 
до 0,1000 моль/л; М  — молекулярная масса 
определяемого вещества; 100  — перерасчет 
на 100 г эфирного масла.

Результаты и обсуждение
Кинетика эпоксидирования ациклических моно-
терпеноидов и окислителя в среде метиленхло-
рида при температуре 298 К подчиняется кине-
тическому уравнению второго порядка (рис. 1–3). 
Для каждого объекта определяли оптимальное 
время прохождения реакции, устанавливали 
стехиометрическое соотношение реагентов 
и рассчитывали I.

Длительность реакции эпоксидирования ли-
налоола пероксиоктановой кислотой состав-
ляет не более 10 мин (рис. 1). Было установ-
лено, что на 1 моль линалоола расходуется 
1 моль пероксикислоты. Содержание основно-
го действующего вещества при температуре 

Рис. 1. Кинетические кривые реакции эпоксидирования линалоола пероксиоктановой кислотой (ПК) в среде метиленхлорида 
при 298 К: а — в прямых координатах, b — обращенно-концентрационная анаморфоза.

Fig. 1. Kinetic curves for linalool epoxidation with peroxyoctanoic acid (PA) in a methylene chloride medium at 298 K: concentration 
versus time (a) and inverse concentration versus time (b).

Рис. 2. Кинетические кривые реакции эпоксидирования β-мирцена пероксиоктановой кислотой (ПК) в среде метиленхлорида 
при 298 К: а — в прямых координатах, b — обращенно-концентрационная анаморфоза.

Fig. 2. Kinetic curves of β-myrcene epoxidation with peroxyoctanoic acid (PA) in a methylene chloride medium at 298 K: concentration 
versus time (a) and inverse concentration versus time (b).
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298 К через 10  мин составило 101,7%, йодное 
число, рассчитанное по уравнению (2), — 167,35 г 
на 100 г; теоретически рассчитанное йодное 
число — 164,6 г на 100 г. Исследования эпокси-
дирования линалоола в различных средах (ме-
тиленхлорид, бензол, хлороформ, этилацетат 
и др.) показали, что наиболее высокая скорость 
реакции наблюдается в среде метиленхлори-
да (3,9 л·моль–1·мин–1). Наблюдения проводили 
при оптимальной температуре, при которой 
не наблюдается термического разрушения реа-
гентов [10].

Время, которое необходимо для полного эпокси-
дирования β-мирцена, составляет около 60 мин 
(рис. 2). Количество субстанции β-мирцена, рас-
считанное по уравнению (1), составило 99,1%, 
йодное число, рассчитанное по уравнению (2), — 
369 г / на 100 г (теоретически рассчитанное  — 
372,7 г / на 100 г). В реакции эпоксидирования 
на 1 моль β-мирцена расходуется 2 моля перок-
сикислоты: объем титранта найден путем пере-
сечения экстраполированных участков кинети-
ческих кривых. Первая стадия эпоксидирования 
характеризуется более высокой скоростью ре-
акции (1,76 л·моль–1·мин–1), скорость реакции, 
протекающей на второй стадии эпоксидирова-
ния, ниже и составляет 0,044 л·моль–1·мин–1.

Также была изучена кинетика эпоксидирования 
лимонного масла  — вещества, представляю-
щего собой смесь различных ненасыщенных 
соединений терпеноидной структуры (рис.  3). 
Длительность эпоксидирования лимонного 
масла с пероксидекановой кислотой в среде 

метиленхлорида при 297 К составила 30 мин, I — 
243 г / на 100 г. Обращенно-концентрационная 
анаморфоза кинетической кривой является 
линейной функцией, эффективная констан-
та скорости реакции второго порядка  — 
3,9 л·моль–1·мин–1.

Основными компонентами лимонного масла яв-
ляются лимонен (до 85%), β-терпинен (6%), β-мир-
цен (1,5%), нераль (1,1%) и другие ненасыщенные 
терпеноиды [15]. Скорость реакции эпоксидиро-
вания основного компонента лимонена состав-
ляет 2,1 л×моль–1×мин–1 [7], что ниже значения, 
определенного в настоящей работе для эпок-
сидирования лимонного масла. Такое различие, 
по-видимому, объясняется широкой номенклату-
рой ненасыщенных реакционно-активных соеди-
нений, содержащихся в лимонном масле.

Таким образом, определенные в нашем экспе-
рименте скорость и длительность эпоксиди-
рования являются кажущимися величинами 
и представляют собой величину, нелинейно 
складывающуюся из кинетических параметров 
эпоксидирования индивидуальных терпенов, 
входящих в состав лимонного масла. Следует 
отметить, что на данный момент степень ненасы-
щенности для эфирных масел Государственная 
фармакопея Российской Федерации XIV изд. 
не регламентирует5.

В таблице 1 приведены результаты непрямого 
титрования некоторых растительных масел пе-
роксикарбоновой кислотой (метод 1) и однохло-
ристым йодом по Вийсу (референтный метод6). 
Значения, полученные по методу 1, в среднем 

5	 ОФС.1.5.2.0001.15. Эфирные масла. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2. М.; 2018.
6	 ОФС.1.2.3.0005.15. Йодное число. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 1. М.; 2018.

Рис. 3. Кинетические кривые реакции эпоксидирования лимонного масла пероксидекановой кислотой (ПД) в среде метиленхло-
рида при 297 К: а — в прямых координатах, b — обращенно-концентрационная анаморфоза.

Fig. 3. Kinetic curves of lemon oil epoxidation with peroxydecanoic acid (PD) in a methylene chloride medium at 297 K: concentration 
versus time (a) and inverse concentration versus time (b).

с 
(П

Д
), 

м
ол

ь/
л

c 
(P

D
), 

m
ol

/L

Время, мин
Time, min

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0 10 20 30

 

a

1/
с 

(П
Д

), 
л/

м
ол

ь
1/

c 
(P

D
), 

L/
m

ol

Время, мин
Time, min

1/с = 3,9x + 15,5

5

15

25

35

45

55

65

0 5 10

b



118 Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2023. Т. 13, № 1

Determination of the degree of unsaturation in essential oils
Agafonov A.M., Remezova I.P., Kosenko V.V., Bunyatyan N.D., Anosova L.S., Evteev V.A.

на 2–10% ниже, чем полученные референтным 
методом. Данный факт может быть объяснен 
тем, что в случае эпоксидирования реакция 
присоединения протекает количественно, а по-
бочные процессы сведены к минимуму, а также 
тем, что содержание пероксидов, образующихся 
при хранении глицеридов ненасыщенных кис-
лот, учитывается в холостом опыте.

Таким образом, предложенная методика опре-
деления степени ненасыщенности образца с ис-
пользованием эпоксидирования позволяет оце-
нить действительное содержание глицеридов 
высокомолекулярных ненасыщенных кислот 
в пробе масел. Выполнение измерений по дан-
ной методике не требует большого времени 
и может применяться как для образцов жирных 
масел [10], так и для образцов, содержащих 
эфирные масла. Длительность реакции не пре-
вышает 30 мин при комнатной температуре.

Нами рассчитаны йодные числа для некоторых 
терпеноидов (линалоол, мирцен) и лимонного 

масла. Найденные йодные числа близки к теоре-
тически рассчитанным йодным числам и могут 
быть использованы как дополнительный показа-
тель при контроле качества субстанций и лекар-
ственных форм.

Заключение
Разработана методика определения степени 
ненасыщенности (определения йодного чис-
ла) терпеноидов, а также растительных масел 
с использованием данных реакции эпоксиди-
рования пероксидекановой кислотой в среде 
метиленхлорида, которая может быть исполь-
зована при контроле качества субстанций и ле-
карственных форм на их основе. В качестве по-
казателя степени ненасыщенности эфирного 
масла предложено использовать йодное число. 
Представленная методика, основанная на титро-
метрии с использованием пероксикислот, может 
быть принята за основу метода количественного 
определения суммы ненасыщенных биологиче-
ски активных веществ в эфирных маслах.
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