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Резюме
Цель исследования: адаптация методики ИФА для целей сравнительного фармакокинетического иссле-
дования препаратов инсулина гларгина, валидация методики и её практическая апробация в клиническом 
исследовании биосимилярности.
Материалы и методы. Измерения выполнены на автоматических иммуноферментных анализаторах 
Personal Lab (Adaltis S.r.l., Италия) с использованием тест-систем для измерения концентрации инсулина 
гларгина (Invitron Ltd., Великобритания); для коррекции на кросс-реактивность были измерены концен-
трации человеческого инсулина в исследуемых образцах; клиническая часть исследования выполнена на 
42 пациентах мужского пола в возрасте 18–65 лет с сахарным диабетом 1-го типа. Дизайн исследова-
ния: двойное слепое рандомизированное двухпериодное клэмп-исследование в перекрёстных группах с 
отмывочным периодом 7–14 дней. Сравниваемые препараты: Инсулин Гларгин (гларгин), раствор для 
подкожного введения, 100 ЕД/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия); Лантус® (гларгин), раствор для подкожного 
введения, 100 ЕД/мл («Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ», Германия). 
Результаты. На этапе адаптации была осуществлена модификация методики, рекомендованной про-
изводителем тест-систем. Результаты выполненной валидации модифицированной методики по всем 
параметрам, установленным регуляторными требованиями (селективность, специфичность, точность 
калибровочного графика, правильность и прецизионность внутри испытания и между испытаниями, 
эффект переноса предыдущей пробы, допустимость разведения, стабильность растворов, стабиль-
ность в биологической матрице, параллелизм), удовлетворяли критериям приемлемости. По данным 
анализа биологических образцов, полученных в клинической части исследования, рассчитан основной 
фармакокинетический параметр инсулинов длительного действия – AUCins.  0-τ; продемонстрирована 
биосимилярность сравниваемых препаратов (точечная оценка для отношения геометрических средних 
составила 99 %. 90%-й доверительный интервал для AUCins.0-τ составил 81,02–120,62 %, что находится 
в рамках допустимого диапазона (80,00–125,00 %).
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Abstract
Aims: adaptation and validation of the ELISA method insulin glargine determination for the pharmacokinetic study, 
practical approval in the biosimilars clinical trial. 
Materials and methods. Serum insulin glargine determination was measured using a commercial ELISA kit. All tests 
were run on a Personal LAB machine (Adaltis S.r.l., Rome, Italy) with test systems for measuring the concentration of 
insulin glargine (Invitron Ltd., United Kingdom); human insulin concentrations were measured in the samples from the 
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study for correction of cross-reactivity. Clinical part of this study included 42 male patients aged 18–65 with diabetes 
mellitus type 1. This was a double-blind, randomized, crossover clamp study with wash-out period of 7–14 days. Compari-
sons drugs: Insulin Glargine (glargine) solution for subcutaneous administration, 100 U/ml (GEROPHARM, Russia) and 
Lantus® (glargine) solution for subcutaneous administration, 100 U/ml (Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Germany). 
Results. At the stage of the method adaptation the modification of original manufacturer’s method was performed; the 
full validation of modified analytical method for all parameters (selectivity, specificity, precision of calibration curves, 
intra- and inter-batch precision and accuracy, carry-over, dilution integrity, stability of solutions, stability in biologic 
matrix, parallelism) in accordance with regulatory authorities requirements has been done. The primary endpoint 
for long-acting insulins – AUCins.0-τ was calculated. Insulin Glargine and Lantus® are equivalent based on AUCins.0-τ data 
(point estimation for ratio of geometric means was 99 %, the confidence intervals for the ratio of the geometric mean 
for AUCins.0-τ was 81.02–120.62 %, that correspond to acceptance range 80.00–125.00 %).
Key words: insulin glargine, ELISA, biosimilar, validation
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Обоснование

Сахарный диабет представляет собой серьёзнейшую 
медицинскую и социально-экономическую проблему во 
всём мире. Данные заболеваемости сахарным диабетом 
демонстрируют его стремительную распространённость. 
Число больных в России в 2000 г. составляло 2,067 млн, а 
в 2010 г. было уже зарегистрировано 3,16 млн случаев [1]. 

Главным направлением лечения больных с инсули-
нозависимым сахарным диабетом является заместитель-
ная инсулинотерапия. За время своего существования 
препараты инсулина прошли эволюцию от природного 
инсулина, получаемого из поджелудочной железы до-
машних животных, до рекомбинантных препаратов и 
аналогов человеческого инсулина, к которым относится 
инсулин гларгин [2].

Инсулин гларгин отличается от человеческого инсули-
на добавлением двух остатков аргинина в конец В-цепи и 
заменой аспарагина на глицин в положении А21. Эти две 
модификации привели к созданию стабильной структуры, 
которая растворима в кислой среде при рН = 4.0 и образует 
микропреципитаты при введении в подкожную клетчатку 
с нейтральным значением рН, что замедляет всасывание. 
Добавление небольшого количества цинка стабилизирует 
образующиеся преципитаты, что приводит к дополнитель-
ному увеличению длительности действия препарата. В 
результате инсулин гларгин характеризуется замедленным 
поступлением в кровь без пиков концентрации в течение 
продолжительного времени и по своей фармакокинетике 
сходен с непрерывной подкожной инфузией инсулина [3].

Таким образом, инсулин гларгин явился первым 
аналогом человеческого инсулина 24-часового действия, 
не имеющим выраженного максимума уровня концентра-
ции (пика) на фармакокинетической кривой. Кроме того, 
получены данные, свидетельствующие о снижении меж- и 
внутрииндивидуальной вариабельности всасывания 
инсулина гларгина по сравнению с традиционным про-
лонгированным инсулином НПХ (нейтральный протамин 
Хагедорна), что выражается в существенной стабилиза-
ции состояния у больных диабетом.

Оригинальный лекарственный препарат инсулина 
гларгина Лантус® («Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ», Гер-
мания) был выведен на рынок в 2000 г. [3]. За последние 
несколько лет прошли клинические исследования и были 
выведены биоаналоги данного инсулина. В Европейском 
союзе к настоящему времени зарегистрировано 2 био-
симиляра инсулина гларгина – Lusduna и ABASAGLAR® [4, 
5]. Также биосимиляры аналогов инсулина выводятся и 
на локальные рынки, в том числе и России. 

Одним из условий доказательства биосимилярности 
препаратов является подтверждение эквивалентности их 
фармакокинетических профилей [5, 6, 7]. Для получения 
надёжных результатов оценки фармакокинетических 
параметров инсулина гларгина необходимо применение 
высокочувствительных, селективных и точных аналити-
ческих методов [7]. Поскольку инсулин является белком, 
применение ряда стандартных аналитических методов, 
традиционно используемых в фармакокинетических 
исследованиях, является затруднительным. В литера-
туре описаны как методы, основанные на применении 
иммунохимии, так и методы с использованием высоко-
эффективной жидкостной хроматографии с тандемным 
масс-спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/
МС). Методы ВЭЖХ-МС/МС являются наиболее селектив-
ными и специфичными [7], однако в рутинном варианте 
имеют недостаточный уровень чувствительности для ис-
следований фармакокинетики инсулинов и применяются 
главным образом в токсикокинетических исследованиях 
для измерения высоких концентраций инсулина, до-
стигающих токсических уровней [8, 9]. Более высокая 
чувствительность методов ВЭЖХ-МС/МС может быть 
достигнута за счёт предварительного избирательного 
выделения инсулина гларгина из исследуемых образцов 
методом иммуноаффинной хроматографии, однако такой 
подход является трудоёмким и дорогостоящим. В связи с 
этим в качестве методов выбора для целей исследования 
фармакокинетики инсулина гларгина рассматриваются 
методы на основе иммунохимии [10]. Применительно к 
рассматриваемой задаче в литературе описаны иммуно-
ферментный и радиоиммунный анализ. Предпочтитель-
ным является использование метода иммуноферментного 
анализа (ИФА), являющегося более доступным и удобным 
в исполнении и безопасным для персонала лаборатории. 
В связи с изложенным разработка и валидация методов 
ИФА для определения инсулина гларгина в плазме крови 
является актуальной и перспективной задачей.

Цель исследования

Адаптация методики ИФА для целей сравнительного 
фармакокинетического исследования препаратов инсу-
лина гларгина, валидация методики и её практическая 
апробация в клиническом исследовании биосимиляр-
ности препаратов инсулина гларгина.

Материалы и методы

Оборудование. Измерения выполнены на автома-
тических иммуноферментных анализаторах Personal Lab 
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(Adaltis S.r.l., Via Luigi Einaudi 7, 00012, Guidonia Montecelio 
(RM), Италия), состоящих из следующих модулей: блок 
идентификации образцов; блок пипетирования; блок 
инкубации; блок промывки; блок фотометрического 
детектирования (от 0 до 3,0  ед. оптической плотности 
(ОП), спектральный диапазон фотометра 400–700  нм, 
количество каналов считывания – 16).

Тест-системы. Использованы наборы реагентов для 
измерения концентрации инсулина гларгина методом 
ИФА (Invitron  Ltd., Великобритания). Для измерения 
концентраций человеческого инсулина в целях после-
дующей коррекции на кросс-реактивность (см. ниже) 
использовали наборы реагентов для измерения концен-
трации инсулина методом ИФА (Mercodia Insulin ELISA, 
Sweden, LOT 26196).

Стандартные образцы. В качестве стандартного 
образца определяемого вещества в представленном 
исследовании использовался Инсулин Гларгин (GLR), суб-
станция-порошок (28,6 МЕ/мг), серия 07-17 («Герофарм-
БИО», Россия). Валидационные образцы готовили путём 
внесения в интактную плазму крови человека (K3EDTA в 
качестве антикоагулянта) рабочих растворов инсулина 
гларгина. Концентрации инсулина гларгина в калибро-
вочных образцах составляли 7,50, 10,00, 13,00, 18,00, 
24,00, 32,00 и 40,00  мкМЕ/мл; образцы контроля каче-
ства имели концентрации 15,00 (низкая концентрация), 
20,00 (средняя концентрация) и 30,00 мкМЕ/мл (высокая 
концентрация). 

В тесте на специфичность использовался Инсулин 
человеческий (INS), субстанция, серия RIN 09-16; 28,4 МЕ/
мг («Герофарм-БИО», Россия).

Выполнение ИФА-измерения. Аликвоту образца 
объёмом 500  мкл вносили в полипропиленовую про-
бирку и помещали в штатив анализатора. Все измере-
ния выполнялись в дублях. Аналитические процедуры 
выполнялись в соответствии с инструкцией к наборам 
реагентов и рекомендациями их производителя; они 
включали этапы, перечисленные ниже:

•  внесение калибровочных образцов в полипропи-
леновые пробирки на 3,5 мл с их последующей установ-
кой в штатив для стандартов;

•  внесение образцов в полипропиленовые пробирки 
с их последующей установкой в штатив анализатора;

•  внесение реагентов в ёмкости для реагентов с их 
последующими установками в штатив для реагентов;

•  закрепление необходимого количества лунок в 
рамочном держателе;

•  автоматический перенос аликвот образцов 
(100 мкл) в лунки планшетов;

•  инкубирование при комнатной температуре 
(2 часа);

•  трёхкратная промывка охлаждённым промывоч-
ным буферным раствором (Т = 2–8 °С);

•  внесение конъюгата (100 мкл) в лунки планшета; 
•  инкубирование при Т = 2–8 °С (16 часов);
•  трёхкратная промывка охлаждённым промывоч-

ным буферным раствором (Т = 2–8 °С);
•  внесение раствора субстрата (100 мкл) в лунки 

планшета;
•  инкубирование при комнатной температуре 

(30 минут);
•  внесение стоп-раствора (100 мкл) в лунки план-

шета;

•  измерение оптической плотности при длинах волн 
450 нм, 620 нм, 405 нм.

Для расчёта концентраций инсулина гларгина в об-
разцах использовалась калибровочная кривая, аппрок-
симированная функцией полинома четвёртой степени.

Валидация аналитической методики была вы-
полнена в соответствии с Руководством Guideline 
on bioanalytical method validation EMEA/CHMP/
EWP/192217/2009 (принято 21.07.2011, вступило в дей-
ствие 01.02.2012) и Правилами проведения исследований 
биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза (утверждены ре-
шением Совета Евразийской экономической комиссии 
№ 85 от 03.11.2016 г.). Валидация включала следующие 
тесты: селективность, специфичность, точность кали-
бровочного графика, правильность и прецизионность 
внутри испытания и между испытаниями, эффект пере-
носа предыдущей пробы, допустимость разведения, 
стабильность растворов, стабильность в биологической 
матрице, параллелизм.

Дизайн клинической части исследования
В качестве дизайна клинической части исследования 

было выбрано двойное слепое рандомизированное двух-
периодное исследование в перекрёстных группах, дли-
тельность отмывочного периода составила от 7 до 14 дней. 

Критерии соответствия
В исследование допускались только мужчины в 

возрасте 18–65 лет с ИМТ от 18,5 до 32 кг/м2, имеющих 
установленный диагноз сахарный диабет 1-го типа. Обя-
зательным критерием включения пациентов являлась 
стабильная терапия инсулином гларгином не менее 
6  месяцев до включения в исследования, стабильная 
доза не менее 3  месяцев и не превышающая 1,2  МЕ/
кг. HbA1С был ≤ 8,0 %, С-пептид ≤ 0,3 нмоль/л. Также у 
субъектов исследования должны были отсутствовать 
противопоказания к проведению клэмп-исследования, 
такие как труднодоступные вены верхних конечностей, 
случаи тяжёлых гипогликемий в анамнезе, отягощённый 
аллергологический анамнез.

Условия проведения, этическая экспертиза
Исследование было проведено в соответствии с 

Хельсинкской декларацией Всемирной медицинской 
ассоциации, принципами надлежащей клинической 
практики и локальными регуляторными требованиями. 
Протокол исследования был одобрен Министерством 
Здравоохранения РФ (разрешение № 150 от 03.08.2016 г.), 
а также независимыми этическими комитетами при кли-
нических центрах ФГБУ «НМИЦЭ» МЗ РФ, Москва (выписка 
№ 18 от 11.10.2017 г.) и ФГБУ «НМИЦ имени В.А. Алмазова», 
Санкт-Петербург (выписка № 134 от 09.10.2017 г.).

Исследуемые препараты
Пациенты в качестве тестируемого препарата полу-

чали Инсулин Гларгин (гларгин), раствор для подкожного 
введения, 100 ЕД/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия), в качестве 
препарата сравнения – Лантус® (гларгин), раствор для под-
кожного введения, 100 ЕД/мл («Санофи-Авентис Дойчланд 
ГмбХ», Германия). Препараты вводили подкожно в дозе 
0,6 ЕД/кг однократно для каждого из периодов клэмпа.

Продолжительность исследования
Максимальная продолжительность исследования 

для пациента не превышала 54  дней. Отклонений от 
запланированных сроков проведения исследования 
выявлено не было.
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Описание медицинского вмешательства
В соответствии с регуляторными требованиями [11, 

12], для каждого пациента было выполнено два 24-часо-
вых клэмп-исследования по стандартной методике [12]. 
Исследование проводили натощак, после 28-часового 
периода отмены инсулина гларгина. Потребность в 
инсулине в данный период обеспечивали инсулином 
короткого и ультракороткого действия.

Отбор проб для оценки фармакокинетических 
параметров проводили 44 раза: 3 точки до введения ис-
следуемого препарата (–60, –30 и 0 минут), затем через 
0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 
10,0, 11,0, 12,0, 13,0, 14,0, 15,0 17,0, 18,0, 19,0, 20,0, 21,0, 
22,0, 23,0 и 24,0 часа после.

Основной исход исследования
Основной конечной точкой рассматриваемого ис-

следования являлись значения фармакокинетического 
параметра AUCins.0-τ (площадь под кривой «концентрация 
– время» в интервале времени от 0 до конца периода 
наблюдения). Площадь под кривой «концентрация – вре-
мя» (AUC, area under curve) рассчитывается при помощи 
метода трапеций по формуле:

Статистический анализ данных
Анализ данных был произведён при помощи языка 

статистического программирования R (R Core Team, 2017). 
Расчёт выборки проводился по общепризнанной 

методике [13], на основании литературных данных о 
межсубъектной вариабельности инсулина гларгина [14]. 
В соответствии с данным расчётом, размер выборки со-
ставил 42 пациента.

Статистический анализ полученных данных выполня-
ли в предположении о лог-нормальном распределении 
параметра AUCins.0-τ (площадь под кривой «концентрация 

– время» в интервале времени от 0 до конца периода 
наблюдения, в данном случае 24 часа). 

В предположении о лог-нормальном распределении 
сравнение средних значений параметра для тестируе-
мого препарата и препарата сравнения проведено на 
основе мультипликативной модели, а доверительный 
интервал построен для отношения соответствующих 
средних геометрических значений. После проведения 
логарифмического преобразования этот показатель 
анализировали с помощью дисперсионного анализа 
(ANOVA). Препараты считали эквивалентными, если 90%-
й доверительный интервал для геометрических средних, 
вычисленных для индивидуальных отношений логариф-
мически преобразованных значений AUCins.0-τ, находился 
в пределах 0,80–1,25 (80,00–125,00 %).

Результаты и обсуждение

Адаптация тест-систем для применения  
в исследовании
В ходе предварительной апробации приобретённых 

наборов ИФА-реагентов производства Invitron Ltd. (Вели-
кобритания) было отмечено, что при использовании ори-
гинальных методик, описанных в руководстве к наборам, 
наблюдаются неприемлемо низкие значения оптической 
плотности в целевом диапазоне концентраций инсулина 
гларгина, а также крайне малая величина угла наклона 
калибровочного графика (данная величина характеризует 
функцию отклика аналитической методики). Аналитиче-
ские характеристики, наблюдаемые при использовании 
оригинальных методик, не позволяют получить приемле-
мые результаты измерения концентраций гларгина в целе-
вом диапазоне из-за низкой чувствительности и точности.

В связи с этим на следующем этапе были выполнены 
модификации ряда параметров методики в целях выбора 
оптимальных условий, позволяющих достичь приемле-
мых аналитических характеристик. 

Таблица 1
Параметры оригинальных методик № 1 и № 2 и модифицированной методики

Table 1
Parameters of original methods N 1 and N 2 and of modified method

Параметр Оригинальная методика 
№ 1

Оригинальная методика 
№ 2

Модифицированная 
методика

Выдерживание содержимого набора  
при комнатной температуре +

Закрепление необходимого количества 
стрипов в держателе +

Объём вносимого в лунки буферного 
раствора 100 мкл 50 мкл 0 мкл

Объём вносимого в лунки  
анализируемого образца 25 мкл 50 мкл 100 мкл

Инкубация № 1 2 часа при Ткомн. (18–22 °С)

Промывка 3 раза, охлаждённым промывочным буфером (2–8°С) – 300 мкл каждый цикл

Объём вносимого в лунки конъюгата 100 мкл

Инкубация № 2 4 часа при Т = 4 °С (2–8 °С) 16 часов при Т = 4 °С (2–8 °С)

Промывка 3 раза, охлаждённым промывочным буфером (2–8 °С)

Внесение в лунки раствора субстрата 100 мкл

Инкубация № 3 15 минут при Ткомн. (18–22 °С) 30 минут при Ткомн. (18–22 °С)

Внесение в лунки стоп-раствора 100 мкл

Измерение ОП 3 раза: 450 нм; 620 нм; 405 нм
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По результатам выполненных испытаний были из-
менены следующие параметры:

•  объём вносимого в лунки буферного раствора;
•  объём анализируемого образца;
•  продолжительность инкубаций.
Было установлено, что существенного улучшения 

аналитических характеристик позволяют достигнуть 
следующие модификации:

•  отсутствие внесения в лунки буферного раствора;
•  увеличение объёма анализируемого образца до 

100 мкл;
•  увеличение продолжительности инкубации № 2 

до 16 часов;
•  увеличение продолжительности инкубации № 3 

до 30 минут.
Параметры оригинальных и модифицированной 

методики представлены ниже в таблице  1. Сравнение 
калибровочных графиков, полученных при использова-
нии оригинальной методики № 1 и модифицированной 
методики, представлено на рисунке 1.

Следует отметить, что достижение приемлемых ана-
литических характеристик оказалось возможным только 
при существенном увеличении времени анализа за счёт 
продолжительности инкубации №  2: 16  часов против 
4 часов в оригинальных методиках.
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Рис. 1.  Калибровочные кривые инсулина гларгина при исполь-
зовании оригинальной и модифицированной методик.

Fig. 1.  Calibration curves of insulin glargine; with the use of the original 
and modified methods.

Результаты валидации аналитической методики
Специфичность и селективность входят в число 

важнейших аналитических характеристик методики, от-
ражающих её возможности в получении объективных ре-
зультатов. Согласно Правилам проведения исследований 
биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках 
Евразийского экономического союза (утверждены ре-
шением Совета Евразийской экономической комиссии 
№ 85 от 03.11.2016 г.), под специфичностью связывания 
с реактивами понимается их способность связываться 
исключительно с изучаемым анализируемым веществом, 
т. е. отсутствие перекрёстной реактивности к структур-
но родственным соединениям; под селективностью 
методики связывания лиганда понимается способность 
определять рассматриваемое анализируемое вещество 
в присутствии неродственных соединений в биологиче-
ском образце.

В связи с тем, что, согласно протоколу клиническо-
го исследования, на этапе отмены инсулина гларгина 
пациенты могли получать препараты человеческого 
инсулина короткого и ультракороткого действия, акту-
альной являлась оценка специфичности применяемых 
тест-систем в отношении человеческого инсулина. В рам-
ках валидации аналитической методики была выполнена 
оценка кросс-реактивности используемых реактивов к 
человеческому инсулину в концентрации 100 мкМЕ/мл. 
Кросс-реактивность составила 8,51 %. Валидация проце-
дуры коррекции результатов на кросс-реактивность была 
выполнена на наборе из 10 образцов плазмы из независи-
мых источников с добавлением инсулина человеческого 
на уровне 100 мкМЕ/мл и инсулина гларгина на уровне 
нижнего предела количественного определения (НПКО) 
7,5 мкМЕ/мл. Коррекция на кросс-реактивность позволила 
получить результаты измерения концентрации инсулина 
гларгина в присутствии инсулина человеческого, удов-
летворяющие критериям приемлемости (относительная 
ошибка 8,58 %; CV 9,02 %). В связи с этим при выполнении 
анализа образцов, полученных в клинической части ис-
следования, дополнительно выполняли измерения кон-
центраций человеческого инсулина и использовали полу-
ченные значения для коррекции на кросс-реактивность. 

Селективность испытывали посредством анализа 
10 образцов плазмы из различных независимых источни-
ков, включая гиперлипидемический и гемолизированный 
образцы, с внесением инсулина гларгина на уровне НПКО; 
полученные результаты удовлетворяли критериям при-
емлемости (относительная ошибка 1,92 %; CV 16,17 %).

Калибровочная кривая в диапазоне 7,50–
40,00 мкМЕ/мл описывалась функцией полинома четвёр-
той степени (в соответствии с действующими регулятор-
ными требованиями, в иммунохимических методах для 
аппроксимации калибровки используются, как правило, 
нелинейные функции). Пример калибровочного графика 
представлен на рисунке 2.

y =  3,6152x4 - 7,2019x3 - 6,4534x2 +  37,9733x +  
2,8342

R² =  0,9997
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Рис. 2.  Пример калибровочного графика инсулина гларгина.
Fig. 2.  Example of insulin glargine calibration curve.

Правильность и прецизионность. Испытания пра-
вильности и прецизионности выполнены на образцах 
плазмы с внесением инсулина гларгина уровне пяти раз-
ных концентраций; шесть независимых образцов плазмы 
с каждой из концентраций аналита были обработаны и 
измерены. В таблице 2 представлены результаты одного 
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из испытаний внутрисерийной правильности и прецизи-
онности, в таблице 3 – результаты испытания межсерий-
ной правильности и прецизионности (6  независимых 
испытаний, выполненных в разные дни). Результаты удов-
летворяли критериям приемлемости (прецизионность на 
уровне CV ≤ 25,00 % и правильность ± 25 % для НПКО и 
ВПКО (верхний предел количественного определения); 
прецизионность на уровне CV ≤ 20,00 % и правильность 
± 20 % для других концентраций).

Таблица 2
Результаты испытания внутрисерийной правильности  

и прецизионности
Table 2

Results for intra-batch accuracy and precision tests

Концентрация 
(мкМЕ/мл) 7,50 15,00 20,00 30,00 40,00

1-я серия 8,29 16,09 18,96 32,82 49,36

2-я серия 8,31 13,76 21,49 28,20 36,04

3-я серия 7,07 14,39 21,76 27,61 36,17

4-я серия 7,09 17,28 19,40 30,31 42,77

5-я серия 6,95 15,76 19,28 33,08 39,30

6-я серия 6,31 13,06 21,46 28,78 35,63

Среднее 7,34 15,06 20,39 30,13 39,88

SD 0,80 1,59 1,30 2,36 5,39

CV, % 10,91 10,55 6,39 7,84 13,51

Отл. (|RE|), % –2,19 0,37 1,96 0,44 –0,30

CV + |RE| 13,10 10,91 8,35 8,28 13,81

Таблица 3
Результаты испытания межсерийной правильности  

и прецизионности (данные шести независимых испытаний, 
выполненных в разные дни)

Table 3
Results of inter-batch accuracy and precision tests  

(data from six independent assays performed in different days)

Концентрация 
(мкМЕ/мл) 7,50 15,00 20,00 30,00 40,00

Среднее 7,21 14,62 20,07 30,21 39,15
SD 1,63 1,94 2,32 2,49 5,37

CV (%) 22,62 13,29 11,55 8,23 13,72
Отл. (%) –3,93 –2,55 0,37 0,70 –2,13
CV + |RE| 26,55 15,84 11,92 8,94 15,85

Перенос предыдущей пробы (carry-over) отсут-
ствовал.

Тест на допустимость разведения выполнен на 
случай необходимости анализа образцов с концен-
трацией инсулина гларгина, превышающей верхнюю 
границу калибровочного диапазона. Шесть образцов 
плазмы с добавлением инсулина гларгина в концентра-
ции 60,00 мкМЕ/мл были разведены в 2 раза бланковой 
плазмой и проанализированы. Полученные результаты 
(относительная ошибка 4,04 %; CV 3,62 %) удовлетворяли 
критериям приемлемости.

Параллелизм между стандартной калибровочной 
кривой и серийно разведёнными реальными образца-
ми оценивали с целью проверки возможности влияния 
на результаты измерений матричных эффектов или 
метаболитов, присутствующих в реальных образцах и 
обладающих различной степенью аффинности по отно-
шению к реагентам используемой тест-системы. Данный 
тест был выполнен на реальном образце, полученном в 
ходе клинической части исследования. Из указанного 
образца были получены 4 разведения с использованием 
бланковой плазмы. Прецизионность (CV) между образ-
цами в серии разведений составила 10,03 % (критерий 
приемлемости CV не выше 30 %).

Результаты испытаний стабильности представлены 
ниже в таблице 4. Все результаты удовлетворяли крите-
риям приемлемости.

Объекты (участники) клинической части  
исследования
42 пациента с установленным диагнозом сахарный 

диабет 1-го типа были включены в исследование, 39 па-
циентов закончили исследование полностью без серьёз-
ных отклонений от протокола. Ни один из пациентов 
не курил, средний возраст составил 31 год (20–51 год), 
масса тела 78 кг (69–106 кг), индекс массы тела 24,5 кг/‌м2 
(18,8–29,9 кг/м2).

Основные результаты исследования
По результатам анализа образцов, полученных в 

клинической части исследования, построены фарма-
кокинетические профили сравниваемых препаратов 
(рис.  3), рассчитаны основные фармакокинетические 
параметры (табл.  5), выполнена оценка биосимиляр-
ности сравниваемых препаратов (табл. 6) по основному 
критерию (AUCins. 0-τ).

Таблица 4
Результаты испытаний стабильности инсулина гларгина

Table 4
Results of stability tests of insulin glargine

Испытания стабильности Результаты (отличие от исходного/ 
номинального значения) Критерии приемлемости

Стабильность основного раствора при хранении  
в холодильнике (2–8 °C, 1 сутки) 5,78 % Отличие от исходного  

значения ± 20 %

Стабильность основного раствора  
при комнатной температуре (1 сутки) 8,82 % Отличие от исходного  

значения ± 20 %

Краткосрочная стабильность в плазме  
(1 сутки при комнатной температуре)

4,20 % (низкая концентрация)
–1,60 % (высокая концентрация)

Отличие от номинального 
значения ± 20 %

Стабильность в плазме при замораживании/ 
размораживании (3 цикла с интервалом не менее 12 ч)

14,60 % (низкая концентрация)
2,62 % (высокая концентрация)

Отличие от номинального 
значения ± 20 %

Долгосрочная стабильность в плазме при хранении  
в замороженном состоянии (не выше –20 °C; 57 дней)

9.02 % (низкая концентрация)
3.67 % (высокая концентрация)

Отличие от номинального 
значения ± 20 %
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Рис. 3.  Усреднённые фармакокинетические профили концентра-
ции инсулина гларгина в плазме крови участников после 
подкожного введения тестируемого и референтного 
препаратов.

Fig. 3.  Mean pharmacokinetic concentration profiles of insulin glargine 
in plasma of participants after subcutaneous administration of test 
and reference formulations.

Точечная оценка индивидуальных отношений ос-
новных фармакокинетических показателей AUCins.0-‌τ(T) 
/  AUCins.0-τ(R) составила 99 %. 90%-й доверительный ин-
тервал для геометрических средних отношений составил 
81,02–120,62 %, что находится в рамках допустимого диа-
пазона (80,00–125,00 %). Таким образом, на основании по-
лученных данных, препараты признаны биосимилярными.

Нежелательные явления
Статистически значимых различий по показателям 

нежелательных явлений между сравниваемыми пре-
паратами не выявлено. Степень тяжести всех НЯ была 
расценена врачом-исследователем как лёгкая.

Заключение

Результаты выполненной валидации позволяют кон-
статировать, что представленная методика иммунофер-
ментного анализа для измерения концентрации инсулина 
гларгина в плазме крови человека по всем применимым 
критериям (селективность, специфичность, точность 
калибровочного графика, правильность и прецизион-
ность, эффект переноса, допустимость разведения, ста-
бильность, параллелизм) удовлетворяет современным 
требованиям, предъявляемым к исследованиям биоана-
логов, отличается доступностью для биоаналитических 

лабораторий и удобством исполнения. Модификация 
методики, осуществлённая в целях её адаптации к реше-
нию поставленной задачи, характеризуется новизной и 
даёт возможность добиться оптимальных аналитических 
характеристик без дополнительных материальных затрат. 
Методика успешно применена в рамках проведения 
аналитической части клинического исследования, в ре-
зультате которого была продемонстрирована биосими-
лярность препарата Инсулин Гларгин (гларгин), раствор 
для подкожного введения, 100 ЕД/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», 
Россия) по отношению к препарату сравнения Лантус® 
(гларгин), раствор для подкожного введения, 100 ЕД/мл 
(«Санофи-Авентис Дойчланд ГмбХ», Германия).
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