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Резюме. Тест «Аномальная токсичность» является обязательным в Российской Федерации для стандарти-
зации субстанций биологического происхождения, несмотря на неоднозначную оценку его целесообраз-
ности. Изучение аномальной токсичности субстанции инсулина по стандартной методике невозможно, 
поскольку его введение вызывает гибель животных в результате гипогликемического шока. Изменение 
фармакопейной методики определяет необходимость её последующей валидации. На примере субстанции 
человеческого генно-инженерного инсулина «Росинсулин» (ООО «Завод «Медсинтез») с использованием 
в качестве биологической тест-системы аутбредных мышей-самцов установлены оптимальные условия 
выполнения теста, включающие внутрибрюшинное введение раствора глюкозы за 60 мин до внутривен-
ного введения инсулина. Оценено изменение показателей интоксикации, массы тела и уровня глюкозы в 
крови при выполнении теста для трех серий субстанции. Методика теста «Аномальная токсичность» ва-
лидирована по показателям «Робастность» (с оценкой влияния малых изменений объема вводимого рас-
твора инсулина и времени между введением раствора глюкозы и инсулина) и «Прецизионность» (внутри- 
дневная и междневная). Получены удовлетворительные результаты по всем валидационным показателям.
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ABNORMAL TOXICITY TEST VALIDATION FOR INSULIN SUBSTANCE STANDARDISATION

V.M. Kosman1*, K.L. Kryshen2, A.A. Kryshen2, M.V. Gavrilin3, O.N. Pozharitskaya1, M.N. Makarova2

Abstract. Abnormal Toxicity test is obligatory in the Russian Federation for standardisation of biological origin 
substances, despite an ambiguous assessment of its expediency. Evaluation of abnormal toxicity of insulin by a standard 
technique is impossible because its introduction causes death of animals as a result of hypoglycemic shock. A change in 
pharmacopoeial technique defines need of its validation. On the example of substance of human genetically engineered 
insulin Rosinsulin (LLC «Zavod Medsintez») with mice males as biological test system the optimum conditions of the 
test were proposed. They include intraperitoneal introduction of glucose solution in 60 min, prior to intravenous 
administration of insulin. Indicators of intoxication, body weight and blood glucose level were monitored during the 
test for three bathes of insulin substance. Abnormal Toxicity test was validated on Robutness (with influence of small 
changes of volume of the entered solution of insulin and time between introduction of glucose and insulin solutions) 
and a Precision (intra-day and inter-day). Satisfactory results for all validation parameters were received.

Keywords: Abnormal Toxicity test, insulin substance, standardization, validation.

Аналитические методики и методы контроля

ВВЕДЕНИЕ
Валидация является неотъемлемой 

частью системы обеспечения качества. 
Прошедший валидацию процесс гаранти-
рует, что все серии одного и того же про-
дукта однородны и соответствуют тре-
бованиям действующей нормативной 
документации  [1]. Валидация – докумен-
тированное подтверждение соответствия 
оборудования, условий производства, тех-
нологического процесса, качества полу-
продукта и готового продукта действу-
ющим регламентам и/или требованиям 
нормативной документации [2]. 

Применение валидации выгодно про-
изводителям готовой продукции, так как 
позволяет не только предотвратить воз-
никновение ошибок во время производст- 
венного цикла, но и обеспечить выпуск 

доброкачественных препаратов при сни-
жении брака готовой продукции. Кроме то-
го, хорошо разработанная и сосредоточен-
ная на важнейших моментах производства 
валидация повышает воспроизводимость 
технологии и качество продукции [3].

Тест «Аномальная токсичность» явля-
ется биологическим испытанием, применя-
емым в оценке качества фармацевтических 
субстанций [4]. Соответствующие разделы 
включены в большинство ведущих миро-
вых фармакопей [5].

Основной целью проведения данно-
го теста является выявление токсичности 
препарата, превышающей установлен-
ный ранее допустимый уровень, контро-
лируемый по повышению летальности 
или по неожидаемым (нерегламентиро-
ванным) явлениям интоксикации живот-
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ных. Данное испытание позволяет определить ано-
мальную (повышенную) токсичность лекарственного 
препарата, которая может возникнуть за счет появле-
ния продуктов разложения или нежелательных при-
месей при изменении процесса производства, не 
предусмотренных регламентом, транспортирования 
или хранения [6]. 

Испытанию на аномальную токсичность подлежат 
вещества природного происхождения, лекарственные 
средства, получаемые из крови, органов, тканей че-
ловека или животного, растительного сырья, микро-
организмов и продуктов их жизнедеятельности, при 
производстве из них готовых лекарственных форм, в 
основном для парентерального применения [6].

Примером подобных препаратов является суб-
станция инсулина, производство которой осуществля-
ется биотехнологическим способом. Качество получа-
емой субстанции контролируют по ряду показателей, 
в том числе примесям родственных белков, примесям 
высокомолекулярных белков, проинсулиноподобной 
иммунореактивности, примесям ДНК штамма-проду-
цента, примесям иммунореактивных белков Escheri-
chia coli, примесям одноцепочечного предшественни-
ка инсулина. Тем не менее не исключена возможность 
накопления в субстанции в процессе производства 
белков с высоким уровнем токсичности и неизвестной 
природой. Поэтому для подобных препаратов прово-
дят испытание на аномальную токсичность.

Мнение о целесообразности данного теста весь-
ма неоднозначно. В работе [5] проведен подробный 
анализ исторических и научных данных о проведе-
нии теста на аномальную токсичность. Авторы отме-
чают особенности проведения испытания, его неспе- 
цифичность, низкие воспроизводимость и надеж-
ность, отсутствие корреляции результатов теста с ка-
чеством продукции или загрязнением, непригодность 
теста для предусмотренного назначения. Поэтому они 
считают полное удаление этого испытания из фарма-
копей и других регуляторных требований, поддер-
живаемое рядом международных экспертов и реали-
зованное в ряде частных монографий, включенных 
в зарубежные фармакопеи (прежде всего в Евро- 
пейскую Фармакопею), обоснованным. Одним из до-
водов в пользу такой позиции является забота о бла-
гополучии животных, подкрепленная, например, ини-
циативой 3Rs и другими современными директивами 
по защите животных [7, 8].

Авторы [9], напротив, считают, что тест на ано-
мальную токсичность, разработанный на доклини-
ческом этапе исследований, должен быть обязатель-
ным для серийно выпускаемых биотехнологических 
препаратов и биоаналогов. 

В работе [10] отмечено, что при сохранении обще-
мировой тенденции к исключению теста «Аномальная 
токсичность» из нормативных документов и оценке 
безопасности лекарственных средств с помощью аль-

тернативных методов роль данного теста в России 
достаточно высока, особенно для субстанций биоло-
гического происхождения.

В Российской Федерации данный тест в настоя-
щее время является обязательным для субстанций со-
ответствующего типа (ОФС 1.2.4.0004.15 «Аномальная 
токсичность» [6]). Стандартная методика проведения 
исследования аномальной токсичности препаратов 
включает в себя парентеральное введение лекарст- 
венного средства пяти аутбредным мышам с после-
дующим наблюдением за животными в течение 48 ча-
сов после введения препарата. Исследуемый препарат 
проходит испытание (отсутствует аномальная токсич-
ность), если не зарегистрированы снижение массы те-
ла, признаки интоксикации и гибель животных [6]. 

Оценка аномальной токсичности субстанции ин-
сулина по стандартной методике невозможна, посколь-
ку его введение вызывает гибель животных в резуль-
тате гипогликемического шока. Поэтому необходимо 
изменение стандартной методики и разработка соот-
ветствующего раздела частной фармакопейной ста-
тьи. Внесение изменений в фармакопейную методику 
определяет необходимость её последующей валида-
ции [6, 11]. 

Целью данного исследования являлась опти-
мизация и валидация методики оценки аномальной 
токсичности субстанции инсулина (производитель 
ООО  «Завод «Медсинтез», Россия) при однократном 
внутривенном введении самцам аутбредных мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования являлись опытно-про-

мышленные образцы трех серий субстанции челове-
ческого генно-инженерного инсулина «Росинсулин» 
(ООО «Завод «Медсинтез», Россия), соответствующие 
по качеству требованиям статьи «Human insulin» Евро-
пейской Фармакопеи (PhEu 8.0) [12].

В качестве тест-системы использованы аутбред-
ные мыши-самцы массой 19–21 г [6] (ЗАО «НПО «ДОМ 
ФАРМАЦИИ»), которых содержали в стандартных ус-
ловиях в соответствии с Директивой 2010/63/EU по 
охране животных, используемых в научных целях [7], 
на полнорационной сбалансированной по содержа-
нию питательных веществ диете для лабораторных 
животных (по ГОСТ Р 50258-92 [2]). Эксперименты вы-
полнены согласно методическим руководствам и нор-
мативным документам, правилам надлежащей лабо-
раторной практики при проведении доклинических 
исследований в Российской Федерации (ГОСТ 33044-
2014) и одобрены на заседании биоэтической комис-
сии ЗАО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ». 

В экспериментах использовали внутривенный 
способ введения тестируемых препаратов в хвосто-
вую вену животных. Для проведения исследования 
использовали дозу 12 МЕ/кг, рассчитанную с учетом 
метаболических коэффициентов на основании инди-

Биологические методы анализа
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видуальной суточной потребности в инсулине (сог- 
ласно инструкции по применению препарата). Раст- 
воры тестируемых субстанций (с концентрацией 
2,4 МЕ/мл, 1 МЕ соответствует 0,0347 мг) готовили не-
посредственно в день введения. В качестве раствори-
теля использовали 0,9% раствор натрия хлорида для 
инъекций («Б. Браун Мельзунген АГ», Германия), под-
кисленный 0,1 М раствором хлористоводородной кис-
лоты (ООО «Экохим», Россия) до рН 2,5-3,5. Объем вве-
дения составлял 100 мкл / мышь массой 20 г. Методика 
подготовки тестируемых субстанций, выбор доз и объ-
ема введения отработан нами в ходе предваритель-
ных экспериментов. 

Перед введением инсулина животным вводили 
раствор глюкозы [глюкоза (декстроза), раствор для ин-
фузий 5%, ООО «Завод «Медсинтез», Россия] внутри-
брюшинно в объеме 1 мл на животное.

У животных регистрировали следующие 
показатели:

• массу тела до введения глюкозы, через 24 и 48 ча-
сов после введения;

• уровень глюкозы в крови и признаки интоксика-
ции до введения глюкозы, перед введением тес- 
тируемого препарата, через 60 минут после вве-
дения тестируемого препарата, через 24 часа и 
48 часов после введения тестируемого препарата. 

Животных лишали корма за 4 часа до начала ма-
нипуляций, доступ к воде при этом не был ограничен. 
Животные были обеспечены кормом через час после 
последнего измерения глюкозы в крови.

Массу тела экспериментальных животных ре-
гистрировали на электронных весах Vibra AJ-1200CE 
(Япония), анализ уровня глюкозы в крови был прове-
ден с помощью глюкометра One Touch® Horizon™ (США).

Для всех данных была применена описательная 
статистика: данные проверены на соответствие закону 
нормального распределения. Были рассчитаны сред-
нее значение (Х–   ), стандартная ошибка среднего (SE), 
стандартные отклонения (SD) и относительные стан-
дартные отклонения (RSD, %), межгрупповые разли-
чия были проанализированы параметрическими ме-
тодами, различия определены при уровне значимости 
р≤0,05.

В план валидации метода включена его оценка по 
валидационным показателям прецизионность и проч-
ность. В экспериментах по оценке прочности мето-
да варьировали объем вводимого препарата и время 
между введением раствора глюкозы и инсулина. Пре-
цизионность на уровне сходимости (повторяемости) 
оценена по результатам трех серий экспериментов, 
выполненных в один день, – внутридневная прецизи-
онность, и по результатам трех серий экспериментов, 
выполненных в три разных дня, – междневная пре-
цизионность. Внутридневная прецизионность (intra-
day precision) и междневная прецизионность (inter-day 
precision) не должны превышать 15% (RSD) [13, 14].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Экспериментальное исследование включало три 

этапа:

• отработку теста с варьированием временного ин-
тервала между введением растворов глюкозы и 
инсулина;

• анализ трех серий (согласно ОСТ 91500.05.001-
00 [15]) субстанции в оптимальных условиях;

• выполнение валидационных процедур. 

Кроме регистрации изменения массы тела, ин-
токсикации и гибели животных при выполнении теста 
«Аномальная токсичность», для субстанции инсули-
на целесообразным является анализ уровня глюкозы 
в крови. С одной стороны, этот показатель является 
маркером развития гипогликемии, характерной для 
биологического действия инсулина. С другой сторо-
ны, введение данного показателя решает одну из важ-
ных проблем оценки результатов теста. Одной из осо-
бенностей теста «Аномальная токсичность» является 
отсутствие каких-либо количественных критериев и/
или показателей, получаемых при его выполнении. 
Гибель животных, как основной критерий теста, яв-
ляется оценкой в бинарной системе «да»/«нет». Такая 
оценка трудно поддается статистической обработке и 
недостаточна для определения валидационных пара-
метров методик. Введение количественной характе-
ристики – в данном случае оценки уровня глюкозы в 
крови – создает предпосылки для более корректной 
оценки результатов.

Для предотвращения гипогликемического шока 
инсулин следует вводить мышам внутривенно через 
определенное время после внутрибрюшинного вве-
дения раствора глюкозы. В задачу первого этапа ис-
следования входила отработка теста для субстанции 
инсулина, включавшая выбор оптимального времен-
ного интервала между введениями (15 мин, 30 мин, 
60 мин). 

Первые симптомы токсического влияния ис-
следуемого препарата были зарегистрированы че-
рез 60  мин после внутривенного введения раство-
ра тестируемого препарата в дозе 12 МЕ/кг в объеме 
100 мкл/мышь. У экспериментальных животных наб- 
людали угнетение поведения, снижение реакции на 
раздражители, повышение тонуса мускулатуры, одыш-
ки, вынужденное положение тела в пространстве – ле-
жа на брюхе либо на боку. Через 24 часа после внутри-
венной инъекции раствора тестируемого препарата 
признаки интоксикации проходили. Животные были 
в удовлетворительном состоянии. Гибель животных 
вследствие гипогликемического шока была зарегист- 
рирована в контрольных группах самцов, которые не 
получали внутрибрюшинную инъекцию раствора глю-
козы перед внутривенным введением инсулина. Ана-
логичную картину интоксикации наблюдали и на по-
следующих этапах исследования.

Аналитические методики и методы контроля
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Массу тела экспериментальных животных регист- 
рировали непосредственно перед введением тести-
руемого препарата, далее через 24 часа и 48 часов. До 
начала исследования масса тела между эксперимен-
тальными группами не различалась. Однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) не выявил статисти-
чески значимых отличий между группами, получивши-
ми инъекцию «Росинсулина» с разными временными 
интервалами после введения глюкозы.

Уровень глюкозы в крови экспериментальных жи-
вотных измеряли натощак перед внутрибрюшинным 
введением раствора глюкозы, непосредственно перед 
внутривенной инъекцией «Росинсулина» (через 15, 30 
и 60 мин), далее через 60 мин после введения тестиру-
емого объекта, и через 24 часа и 48 часов (таблица 1).

До начала исследования уровень глюкозы меж-
ду группами не отличался (ANOVA, p>0,05). Динамика 
уровня глюкозы также не отличалась между группами 
в регистрируемых временных промежутках.

Поскольку достоверной разницы между време-
нем введения «Росинсулина» и уровнем глюкозы в 
крови обнаружено не было, для проведения следу-
ющих этапов эксперимента был выбран интервал 
60  мин после внутрибрюшинного введения раствора 
глюкозы.

Результаты теста для трех серий субстанции 
«Росинсулина», полученные при выполнении второго 
экспериментального этапа, схожи с данными, приве-
денными выше. Через 60 мин после инъекции инсули-
на наблюдали проявление признаков интоксикации (с 
близкой степенью выраженности), исчезавших к 24 ча-
сам после введения тестируемого препарата. Динами-
ка массы тела экспериментальных животных в груп-
пах, получивших глюкозу, сохраняла положительную 
динамику в период наблюдения; статистических от-
личий по массе между группами, получившими инъ-

екцию трех серий «Росинсулина», и контрольной груп-
пой не было зарегистрировано. Уровень и динамика 
уровня глюкозы между группами, получившими глю-
козу внутрибрюшинно, в регистрируемых временных 
промежутках не отличалась. Таким образом, уровень 
глюкозы при введении трех различных серий раство-
ра субстанции «Росинсулина» не отличался между 
группами. 

На третьем этапе был выполнен ряд валидаци-
онных испытаний. Процесс валидации является обя-
зательным в практике качественного производства 
медицинской продукции и является важной частью 
системы обеспечения и контроля качества. Валидация 
метода оценки аномальной токсичности выполнена в 
соответствии с рекомендациями [11]. Основными ва-
лидационными параметрами методики являются спе- 
цифичность, линейность, прецизионность, точность 
и робастность [11]. Следует подчеркнуть, что полная 
валидация обсуждаемой методики в соответствии с 
привычной схемой и пониманием, применяемым к хи-
мическим и/или физико-химическим и даже биологи-
ческим методикам, используемым в стандартизации 
лекарственных препаратов, в данном случае непри-
менима. Неизвестны конкретные токсины, вызыва-
ющие положительный результат теста «Аномальная 
токсичность», поэтому затруднительно оценить спе- 
цифичность методики. Специфичность может быть 
рассмотрена только в таком аспекте: есть токсины – 
есть гибель животных – результат теста положитель-
ный; нет токсинов – нет гибели животных – результат 
отрицательный. По отношению к присутствию токси-
нов методика специфична, по отношению к их при-
роде – нет, что и вызывает дискуссию относитель-
но целесообразности самого теста [5]. Отсутствие 
конкретного аналита, аналитического отклика или сиг-
нала (площади хроматографического пика, значения 
оптической плотности, объема титранта, какого-ли-
бо вида биологической активности или эффекта или 

Таблица 1.

Уровнень глюкозы при отработке теста «Аномальная токсичность» на одной серии субстанции «Росинсулина», Х
–
   ±SE

№  
группы

Описание группы

Уровень глюкозы, моль/л

исходный
после  

введения 
глюкозы

через 60 мин 
после введения 
«Росинсулина»

через 24 часа 
после введения 
«Росинсулина»

через 48 часов 
после введения 
«Росинсулина»

1 без глюкозы, «Росинсулин»
7,7 ± 0,28

n=5
–

2,5 ± 0,16
n=5

9,7*
n=1

–

2
глюкоза, «Росинсулин»
через 15 минут

7,8 ± 0,24
n=5

9,4 ± 0,28
n=5

2,7 ± 0,17
n=5

7,5 ± 0,35
n=5

7,8 ± 0,16
n=5

3
глюкоза, «Росинсулин»
через 30 минут

7,9 ± 0,21
n=5

9,9 ± 0,17
n=5

2,7 ± 0,17
n=5

8,2 ± 0,25
n=5

8,1 ± 0,19
n=5

4
глюкоза, «Росинсулин»
через 60 минут

7,8 ± 0,26
n=5

10,5 ± 0,44
n=5

2,9 ± 0,19
n=5

8,4 ± 0,30
n=5

7,8 ± 0,17
n=5

Примечание: * – статистическую обработку данных этой группы не проводили в связи с гибелью четырех животных из пяти.

Биологические методы анализа
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иного специфичного количественного параметра) не 
позволяет оценить линейность отклика в зависимости 
от концентрации аналита (с получением соответству-
ющего уравнения регрессии и его параметров), а так-
же точность методики. Поэтому в качестве параметров 
валидации метода были выбраны только два крите-
рия, которые могут быть применены к рассматривае-
мому тесту, – прецизионность и робастность. Данный 
подход, с нашей точки зрения, позволяет удовлетво-
рить требованию о необходимости валидации методи-
ки, отличающейся от приводимой в ГФ [6, 11]. При об-
суждении результатов наибольшее значение имеют 
данные по содержанию уровня глюкозы в крови, как 
основной (хотя и косвенный) количественный показа-
тель, оцениваемый в ходе выполнения теста.

Оценка робастности была проведена по двум па-
раметрам: влиянию объема раствора «Росинсулина» 
для внутривенного введения (в диапазоне 90, 100 и 
110% от номинального или 90, 100 и 110 мкл/мышь) и 
влиянию времени между введением раствора глюко-
зы и «Росинсулина» (в диапазоне 90, 100 и 110% от но-
минального или 54, 60 и 66 мин после введения раст- 
вора глюкозы).

Результаты, полученные при оценке влияния 
объема раствора «Росинсулина» для внутривенно-
го введения на уровень глюкозы в крови животных, 
представлены в таблице 2.

Для каждого из объемов введения на каждой кон-
трольной точке, а также при усреднении всех данных 
по каждой контрольной точке относительные стан-
дартные отклонения полученных значений уровня 

глюкозы в крови животных не превышали 15%. Таким 
образом, варьирование объема раствора «Росинсули-
на» для внутривенного введения в интервале 90–110% 
от номинального не оказало значимого влияния на ре-
зультаты теста.

Данные, полученные при оценке влияния вре-
мени между введением раствора глюкозы и инсу-
лина на уровень глюкозы в крови животных при 
проведении теста «Аномальная токсичность», пред-
ставлены в таблице 3.

Для каждого из интервалов между введения-
ми на каждой контрольной точке, а также при усред-
нении всех данных по каждой контрольной точке от-
носительные стандартные отклонения полученных 
значений уровня глюкозы в крови животных не пре-
вышали 15%. Таким образом, варьирование времени 
между введением раствора глюкозы и «Росинсулина» 
в интервале 90–110% от номинального не оказывает 
значимого влияния на результаты теста «Аномальная 
токсичность».

Прецизионность была оценена по результатам 
трех серий эксперимента, выполненных в один день, – 
внутридневная прецизионность (intra-day precision) и 
по результатам трех серий эксперимента, выполнен-
ных в три разных дня, – междневная прецизионность 
(inter-day precision). Мерой прецизионности является 
величина относительного стандартного отклонения 
(RSD,%), полученная при усреднении результатов из-
мерений. Данные по уровню глюкозы в крови, полу-
ченные при оценке прецизионности, представлены в 
таблице 4.

Таблица 2. 

Оценка влияния объема раствора «Росинсулина» для внутривенного введения в тесте «Аномальная токсичность»

Объем  
введения, %  

от номинального
Параметр

Время измерения

Исходная
После введения 

раствора  
глюкозы

Через 60 мин 
после введения 
«Росинсулина»

Через 24 часа 
после введения 
«Росинсулина»

Через 48 часов 
после введения 
«Росинсулина»

90
Х
–
   ±SD 7,5±0,8 10,6±0,5 2,4±0,3 7,5±1,1 7,8±0,8

RSD, % 10,6 4,6 13,5 14,7 10,4

100
Х
–
   ±SD 7,9±1,1 10,0±0,5 2,4±0,2 8,4±0,6 8,8±0,6

RSD, % 13,9 5,4 9,0 7,4 6,3

110
Х
–
   ±SD 7,1±0,7 10,2±0,7 2,9±0,3 7,1±0,6 7,1±0,7

RSD, % 10,5 6,4 8,8 8,3 9,3

Все группы
Х
–
   ±SD 7,5±0,9 10,3±0,6 2,6±0,3 7,7±0,9 7,9±1,0

RSD, % 12,1 5,8 13,3 12,0 12,2

Аналитические методики и методы контроля
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Таблица 3.

Оценка влияния времени между введением раствора глюкозы и «Росинсулина» в тесте «Аномальная токсичность»

Время между 
введением  

раствора глюкозы 
и инсулина, %  

от номинального

Параметр

Время измерения

Исходная
После введения 

раствора  
глюкозы

Через 60 мин 
после введения 
«Росинсулина»

Через 24 часа 
после введения 
«Росинсулина»

Через 48 часов 
после введения 
«Росинсулина»

90
Х
–
   ±SD 7,5±0,9 10,0±1,0 2,5±0,3 6,8±0,9 7,0±0,5

RSD, % 11,8 9,9 13,8 12,9 7,7

100
Х
–
   ±SD 7,8±0,8 9,9±1,2 2,7±0,4 8,2±1,0 7,9±0,8

RSD, % 10,3 12,5 14,3 11,5 10,1

110
Х
–
   ±SD 7,2±0,7 10,1±0,8 2,6±0,4 8,1±0,6 7,6±0,7

RSD, % 9,8 7,8 14,6 7,6 8,9

Все группы
Х
–
   ±SD 7,5±0,8 10,0±1,0 2,6±0,4 7,7±1,0 7,5±0,7

RSD, % 10,5 9,5 13,8 13,0 10,0

Таблица 4.

Уровень глюкозы в крови аутбредных мышей при оценке прецизионности в тесте «Аномальная токсичность»

День/серия  
эксперимента

Параметр

Время измерения

Исходная
После введения 

раствора  
глюкозы

Через 60 мин 
после введения 
«Росинсулина»

Через 24 часа 
после введения 
«Росинсулина»

Через 48 часов 
после введения 
«Росинсулина»

День 1 (утро)
Х
–
   ±SD 7,4±0,9 10,2±0,6 2,6±0,4 8,5±1,0 8,3±0,7

RSD, % 12,7 5,6 14,6 11,4 8,2

День 1 (день)
Х
–
   ±SD 7,4±0,6 10,5±1,2 2,8±0,4 6,4±0,6 6,8±0,8

RSD, % 8,5 11,2 14,6 6,0 11,3

День 1 (вечер)
Х
–
   ±SD 8,3±0,3 10,4±0,9 2,7±0,4 7,9±0,5 6,4±0,4

RSD, % 4,0 8,9 13,9 6,5 5,6

Внутридневная прецизионность, 
RSD, %

10,2 8,4 13,5 14,6 14,3

День 2 (утро)
Х
–
   ±SD 7,6±0,7 10,2±1,1 2,6±0,4 8,2±1,1 7,8±1,0

RSD, % 8,5 11,0 14,4 13,5 13,2

День 3 (утро)
Х
–
   ±SD 7,5±0,8 10,4±0,8 2,5±0,4 6,9±0,7 7,2±0,4

RSD, % 10,3 7,4 14,7 10,7 6,1

Междневная прецизионность, 
RSD, %

9,6 8,4 13,7 14,3 12,9

Биологические методы анализа
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Внутридневная прецизионность (intra-day preci-
sion) на каждой контрольной точке варьировала в ди-
апазоне 8,4–14,6% и не превышала 15%. Междневная 
прецизионность (inter-day precision) варьировала в 
пределах 8,4–14,3% и также не превышала уровня 15%, 
регламентируемого [13, 14].

По результатам данного этапа методика была ва-
лидирована по показателям «Робастность» (с оценкой 
влияния малых изменений объема вводимого раство-
ра инсулина и времени между введением раствора 
глюкозы и инсулина) и «Прецизионность» (внутрид-
невная и междневная). Получены удовлетворительные 
результаты по всем валидационным показателям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Тест «Аномальная токсичность» является обяза-

тельным в Российской Федерации для стандартизации 
определенного типа субстанций (преимущественно 
биологического происхождения). Изучение аномаль-
ной токсичности субстанции инсулина по стандартной 
методике невозможно, поскольку его введение вызы-
вает гибель животных в результате гипогликемическо-
го шока. Изменение фармакопейной методики опре-
деляет необходимость её последующей валидации.

На примере субстанции человеческого генно-ин-
женерного инсулина «Росинсулин» (ООО «Завод «Мед-
синтез») с использованием в качестве биологической 
тест-системы аутбредных мышей-самцов установле-
ны оптимальные условия выполнения теста, включаю-
щие внутрибрюшинное введение раствора глюкозы за 
60 мин до внутривенного введения инсулина. 

Оценено изменение показателей интоксикации, 
массы тела и уровня глюкозы в крови при выполнении 
теста для трех серий субстанции. 

Методика теста «Аномальная токсичность» вали-
дирована по показателям «Робастность» (с оценкой 
влияния малых изменений объема вводимого раст- 
вора инсулина и времени между введением раство-
ра глюкозы и инсулина) и «Прецизионность» (внутрид-
невная и междневная). Получены удовлетворительные 
результаты по всем валидационным показателям.
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