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Статистическая обработка качественных (категориальных) 
данных в фармакологических исследованиях

Цорин И. Б.
Лаборатория фармакологического скрининга ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. В статье рассматриваются описательная (дескриптивная) статистика данных, измеренных в качественных (категориальных) шкалах, 
и критерии для определения статистической значимости различий между выборками. Особое внимание уделяется проблеме множественных 
сравнений такого рода данных. Для каждого метода приводятся примеры обработки данных, получаемых в фармакологических исследованиях.

Ключевые слова: категориальные шкалы; фармакологические исследования; множественные сравнения; дескриптивная статистика

Для цитирования:
Цорин И.Б. Статистическая обработка качественных (категориальных) данных в фармакологических исследованиях // Фармакокинетика и фарма-
кодинамика. – 2019. – № 3. – С.3–18. DOI: 10.24411/2587-7836-2019-10050

Statistical processing of qualitative (nominal) data in pharmacological research  
Tsorin IB

 FSBI «Zacusov Institute of Pharmacology», Moscow
Resume. The article deals with descriptive statistics of data measured using qualitative (categorical) scales and criteria for determining the statistical 

significance of differences between samples. Special attention is paid to the problem of multiple comparisons of data measured using nominal scales. For 
each method, examples of data processing obtained in pharmacological studies are given.

Keywords: heart electrical field; atrium; alcoholic cardiomyopathy; white outbred rats

For citations:
Tsorin IB. Statistical processing of qualitative (nominal) data in pharmacological research. Farmakokinetika i farmakodinamika. 2019;3:3–18. (In Russ). 
DOI: 10.24411/2588-0519-2019-10050

При проведении фармакологических исследований 
достаточно часто данные измеряют в качественных 
шкалах, среди которых выделяют два типа: порядковые 
(ординальные) и категориальные или номинальные. 
В порядковых шкалах измерения производятся в 
баллах или в уровнях интенсивности процесса (лёг-
кая форма заболевания, средней тяжести, тяжёлая). 
Категориальные (номинальные) шкалы дают ответ о 
принадлежности объекта к той или иной категории: 
«есть реакция»/«нет реакции», пол – мужской/жен-
ский, глаза – голубые/карие/чёрные и т. д. Однако 
исследователи, проводя статистическую обработку 
категориальных данных, часто не учитывают ограни-
чения, которые имеет тот или иной статистический 
критерий. При этом ошибки допускаются уже в чис-
ловом описании полученных результатов. Именно 
описанию и обработке данных, регистрируемых в 
категориальных (номинальных) шкалах, и посвящена 
настоящая работа.

Описательная (дескриптивная) статистика

Как уже указано выше, используя номинальную 
шкалу, определяют принадлежность объекта к тому 
или иному классу. Номинальные шкалы бывают дихо-
томическими (биноминальными, альтернативными), 
когда имеется только две градации ответа (выжил/
умер, самец/самка и т. д.), и полиноминальными, 
когда градаций ответа больше двух (например, глаза 

голубые, зелёные, карие). В этих шкалах можно по-
считать количество объектов в классах – абсолютные 
и относительные частоты. (Абсолютные частоты (m

i
) – 

числа, показывающие, сколько раз отдельные вари-
анты встречаются в данной выборке, относительные 
частоты или частности или веса (w

i
) – отношение абсо-

лютной частоты к общему объёму выборки). Никакие 
другие математические операции с номинальными 
данными невозможны [1].

Для дихотомической шкалы формула вычисления 
относительной частоты выглядит следующим образом

 w p
m

n
= = , (1)

где m – абсолютная частота;
n – объём выборки.
Относительная частота вариант, не обладающих 

изучаемым признаком, обозначается буквой q и вы-
ражается соотношением q n m n p= − = −( ) / 1 .

Иногда относительную частоту выражают в про-
центах, тогда вышеприведённая формула приобретает 
следующий вид.

 p
m

n
= 100 %.  (2)

Согласно теореме Бернулли относительная частота 
события ( )p  с увеличением n стремится к вероят-
ности осуществления события в одном испытании 
(p) и является абсолютно корректной оценкой этой 
вероятности [1–3].
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Если дихотомический признак наблюдается в  
0 или 100 % случаев, то при относительно небольшой 
выборке (n < 1000) такой результат чаще всего связан 
с чисто случайными вариациями. В таких случаях при 
расчёте относительной частоты в формулу следует 
внести поправку [2]:

 p
m

n
= +

+
1

2
,  (3) 

или 

 p
m

n
= +

+
⋅1

2
100 %.   (4)

Исследователи фармакологи при описании дан-
ных, измеренных в номинальных шкалах, часто вы-
ражают полученные результаты в процентах. Однако 
следует помнить, что, работая с небольшими выбор-
ками (n ≤ 20), необходимо пользоваться абсолютными 
частотами или указывать и те, и другие показатели [4]. 
Используя относительные частоты, исследователи от 
дискретной переменной переходят к непрерывной, что 
в случае малых выборок может привести к ошибке в 
интерпретации. Эти ошибки связаны с тем, что при 
малых выборках доверительные интервалы относи-
тельных частот в выборках, имеющих распределение 
близкое к биномиальному (именно такое распреде-
ление наблюдается обычно в фармакологических 
исследованиях), очень велики. Необходимо также 
отметить, что при n ≤ 100, проценты следует вычислять 
с точностью до целых, при объёме выборки более 100 – 
до десятых [4].

Полиноминальные шкалы и действия с ними мы 
рассматривать не будем, так как в экспериментальной 
фармакологии они практически не применяются.

Помимо статистики, характеризующей матема-
тическое ожидание генеральной совокупности, же-
лательно определять показатели вариации признака.

В случае измерения признака с помощью дихо-
томической шкалы в качестве характеристик варьи-
рования служат выборочные стандартные (средние 
квадратичные) отклонения частот sm и s

p
, которые 

определяют по следующим формулам:
для абсолютных частот

 s
т n m

n
m = −( ) ,  (5)

для относительных частот

  s p p pqp = − =( )1 ,  (6)
если частоты альтернативных вариант выражены 

в процентах

  s p pp = −( )100 ,  (7)
Эти статистики одинаково характеризуют варьи-

рование обеих альтернативных групп [3].
Так как относительная частота является выбороч-

ной приближённой оценкой вероятности единичного 

события, то для этой статистики может быть рассчи-
тана стандартная ошибка [3]:

 s
s

n

pq

n
p

p= = ,  (8)

В том случае, когда относительная частота со-
бытия равна 0 или 1, sp  рассчитывают с помощью 
скорректированной формулы [2].

 s
p p

n
p = −

+
( )1

3
,  (9)

где p  – скорректированная, как описано выше (фор-
мула 3), относительная частота.

Пример 1. В опытах на 33 крысах было показано, 
что окклюзия и последующая реперфузия коронарной 
артерии вызывают фибрилляции желудочков у 24 
животных [5]. Необходимо рассчитать выборочные 
статистики, описывающие генеральную совокупность. 
В результате расчётов были получены следующие 
оценки:

 p  = 24/33 ≈ 0,73 (формула 1);

 sm = − ≈24 33 24

33
3

( )
 (формула 5);

 sp = ≈0 73 0 27 0 44, * , ,  (формула 6);

 sp = ≈0 73 0 27

33
0 08

, * ,
,  (формула 8).

В том же эксперименте было показано, что на-
рушения ритма сердца возникают у всех 33 крыс. В 
этом случае в расчёт относительной частоты вносят 
поправку, описанную выше, и он принимает следу-
ющий вид:

p = =34 35 0 97/ ,  (формула 3);

sp = ≈0 97 0 03

36
0 03

, * ,
,  (формула 9).

При измерениях с помощью дихотомической 
шкалы, часто применяемых в фармакологических 
и токсикологических исследованиях, значительную 
информацию может дать расчёт доверительного ин-
тервала вероятности события. Если объём выборки мал 
( np ≤ 5  и nq ≤ 5 ), то для определения доверительного 
интервала используют свойства биномиального рас-
пределения. Интервальные оценки статистики p с 
доверительной вероятностью — являются решениями 
двух уравнений:

 
C p p

P

C p p
P

n
x

x m

n

н
x

н
n x

n
x

x

m

в
x

в
n x

=

−

=

−

∑

∑

− = −

− = +

( ) ;

( ) ;

1
1

2

1
1

20
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где n – объём выборки; 
m – количество успехов;
P – доверительная вероятность.
Решение этих уравнений является достаточно не-

тривиальной задачей, в связи с этим для относительно 
небольших n пары решений рн и рв табулированы [6]. 
В таблицах [7, 8] указаны границы доверительных 
интервалов биномиального распределения для соот-
ветствующих n, m и р.

Пример 2. При введении 2 доз препарата 2 группам 
мышей по 6 штук в каждой в 1-й группе погибло 3 
животных, во 2-й – 6. Каковы 95 % доверительные 
интервалы гибели мышей в обеих группах? По таблице 
[7] находим, что при n = 6 и m = 3 – 95 % довери-
тельный интервал вероятности события составляет  
0,12 ≤ p ≤ 0,88, а при m = 6 – 0,54 ≤ p ≤ 1,00.

Если объём выборки и статистика p достаточно 
велики, и биномиальное распределение можно ап-
проксимировать нормальным распределением, то 
р

н
 и р

в
 можно рассчитать, используя свойства этого 

распределения.
Действительно, если при больших значениях n 

статистика p  имеет приближенно нормальное рас-
пределение, то её математическое ожидание р с до-
верительной вероятностью 1-α находится в интервале:

 p
s

n
z p p

s

n
zp p− ≤ ≤ +* * ,/ /α α2 2  

где Z α/2
 (1-α/2) квантиль верхнего хвоста стандартного 

нормального распределения (при  α = 0,05, Zα/2 
= 1,96).

Квантили стандартного нормального распреде-
ления можно найти в математико-статистических 
таблицах [7, 8] или рассчитать, используя модуль 
«Вероятностный калькулятор» ППП «Statistica». Тоже 
относится к квантилям распределений Стьюдента и 
χ2. С помощью модуля «Вероятностый калькулятор» 
можно также рассчитать точные вероятности кван-
тилей, полученных при проведении того или иного 
статистического теста.

Так как для биномиального распределения σ = 
= p p( )1 − , то

p
p p

n
p p

p p

n
−

−
≤ ≤ +

−( )
*

( )
* ,/ /

1 1
2 2z zα α  

от двойного неравенства переходим к неравенству с 

модулем | |
( )

* ./p p
p p

n
− ≤

−1
2zα  Для того, чтобы 

компенсировать ошибку, вносимую нормальной ве-
роятностной кривой в точные значения с биномиаль-
ным распределением, в приведённое неравенство 
вводят поправку Йейтса на непрерывность, равную 
1/(2n). В этом случае неравенство приобретает следу-

ющий вид: | | / ( )
( )

* ./p p n
p p

n
− − ≤

−
1 2

1
2zα  Возведя 

обе части неравенства в квадрат, получаем квадратное 
неравенство относительно p. Решение этого неравен-
ства р

н
 ≤ р ≤ p

в
,

где 

p
np n p nq

n

p
np

н

в

=
+ − − − + + +

+

=
+

2 1 2 1 4 1

2

2

2
2

2 2
2

2
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z z z
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α α α

α

/ / /

/

( / ) ( )
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zz z z

z
α α α

α

/ / /

/

( / ) ( )

( )
,

2
2

2 2
2

2
2

1 2 1 4 1

2

+ + + − + −

+

n p nq

n

(10)

где q p= −1 .  Описанные формулы дают хорошую 
аппроксимацию доверительных интервалов долей в 
том случае, если np > 5 и nq > 5.

Если 0 25 0 75, ,≤ ≤p , то формула расчёта довери-
тельных границ несколько упрощается:

p
pq

n n
p p

pq

n n
− − ≤ ≤ + +z zα α/ /2 2

1

2

1

2
, (11)

Если n ≤ 30 , то вместо нормального распределе-
ния пользуются соответствующими квантилями рас-
пределения Стьюдента при числе степеней свободы  
ν = n – 1 [6].

Пример 3. В опытах на 25 крысах было показано, 
что окклюзия и последующая реперфузия коронар-
ной артерии вызывают фибрилляции желудочков 
у 17 животных. Необходимо вычислить, исполь-
зуя формулы 10 и 11, 95 % доверительный интер-
вал вероятности возникновения этих нарушений 
ритма. t p q0 024 24 2 06 0 68 0 32, , , ; , ; , .= = =  Так как p  и 
q  точечные оценки p и q, то можно полагать, что
p p≈  и q q≈ ,  тогда np np nq nq≈ = > ≈ = >17 5 8 5; .  

При использовании полной формулы (10) получаем  
0,455 ≤ p ≤ 0,848, использование упрощённой формулы 
(11) даёт достаточно близкие доверительные границы  
0,467 ≤ p ≤ 0,892. Вычисленные доверительные интер-
валы близки к показателям, полученным с помощью 
таблицы доверительных интервалов биномиального 
распределения – 0,465 ≤ p ≤ 0,851.

В тех случаях, когда условия применения аппрок-
симации нормальным распределением не соблюда-
ются, а таблицей доверительных интервалов биноми-
ального распределения невозможно воспользоваться, 
можно использовать угловую трансформацию Р. Фи-
шера, который доказал, что величина ϕ = 2arcsin p
(12) имеет приблизительно нормальное распределение 
(угол ϕ выражен в радианах). При расчёте с помощью 
этого метода сначала определяют величину ϕ, затем 

её доверительный интервал ϕ α± z /2 n  (13). Полу-
ченные значения границ ϕ пересчитывают в p по 
формуле p = sin2 2ϕ (14) [2]. Если n ≤ 30 пользуются 
соответствующими квантилями распределения Стью-
дента при числе степеней свободы  ν = n – 1.
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Пример 4. Используем данные примера 3. В этом 

случае  ϕ = = × =2 0 68 2 0 97 1 94arcsin , , ,  (формула 
12), доверительный интервал ϕ, соответственно, равен 
1 94 2 06 25, ,±  (формула 13), т. е. 1 528 2 352, , .≤ ≤ϕ

Тогда sin sinmin max2 2

2 2

ϕ ϕ≤ ≤p  (формула 14), т. е. 

0 479 0 852, , .≤ ≤p  Рассчитанный доверительный ин-
тервал мало отличается от показателей, полученных 
с помощью таблицы биномиального распределения 
в предыдущем примере.

Несколько по-иному рассчитывают доверительный 
интервал при p близком к 0 или 1 ( p = 0  или p = 1), 
если невозможно воспользоваться таблицами довери-
тельных интервалов биномиального распределения.  
В том случае, если p = 0 , нижней границей довери-
тельного интервала является 0, верхнюю границу 
можно определить по следующим формулам:

 p
n

в = +

z
z
α

α

/

/

,2
2

2
2

 (15)

 pв
n= −1 α,  (16)

где Z α/2
 (1 – α/2) квантиль верхнего хвоста стандарт-

ного нормального распределения [9].
Если изучаемый эффект проявился у всех участву-

ющих в эксперименте животных, верхняя граница 
доверительного интервала равна 1, а нижнюю границу 
можно определить по следующим формулам:

 p
n

n
н = + zα/

,
2

2
 (17)

 pн
n= α,  (18)

Пример 5. В опытах на 35 крысах изучали влияние 
вещества А на угнетение дыхания, вызываемое со-
единением М, соединение предотвратило гибель всех 
животных. Надо найти 95 % доверительный интер-
вал вероятности отсутствия эффекта соединения М.  
По формуле 15 получаем доверительный интервал  
0 ≤ p ≤ 0,099; по формуле 16 – р

в
 = 1– 0 0535 ,  = 0,082, 

интервал равен 0 ≤ p ≤ 0,082. По таблице доверительных 
интервалов биномиального распределения получаем 
0 ≤ p ≤ 0,100. Таким образом, с вероятностью более 
95 % можно утверждать, что при продолжении экс-
периментов доля животных, которые погибнут, будет 
находиться в интервале от 0 до 0,100. Таким образом, 
использованные формулы дают вполне достаточное 
приближение.

Проверка гипотез об однородности двух выборок, 
измеренных в дихотомической (альтернативной) 

шкале
В фармакологических исследованиях очень часто 

возникает необходимость оценить различия между 
выборками, в которых оцениваемые показатели из-
мерены в дихотомической шкале. Кроме того, часто 

возникает необходимость перейти от количественной 
шкалы к альтернативной. Такие данные в статистике 
называют независимыми испытаниями Бернулли. Они 
обладают следующими свойствами:

1. Каждое отдельное испытание имеет ровно два 
возможных исхода, взаимно исключающих друг друга.

2. Вероятность данного исхода всегда одна и та же 
в любом испытании.

3. Все испытания независимы друг от друга.
Для совокупностей и выборок эти свойства фор-

мулируются следующим образом:
1. Каждый член совокупности принадлежит одному 

из двух классов.
2. Доля членов, принадлежащих к одному и тому же 

классу, неизменна; Каждый член выборки извлекается 
из совокупности независимо от других [6].

3. Данные, измеренные в шкале такого рода, пред-
ставляют, как было указано выше, в виде абсолютных 
или относительных частот.

Блок-схема алгоритма выбора метода для сравне-
ния выборок данных, описываемых в дихотомической 
шкале, приведена на рис. 1, объяснения к нему см. 
далее в тексте.

Сравнение двух независимых выборок
Предположим, существует две генеральные сово-

купности объектов неопределённой численности, в 
каждой из которых неизвестная относительная частота 
(доля) объектов, имеющих некоторое свойство, равна 
р1 и р2. Разница этих генеральных долей равна р2 – р1= 
= d. Необходимо определить, существует ли эта разни-
ца. С этой целью необходимо из генеральных совокуп-
ностей извлечь выборки объёмом n1 и n2, подсчитать в 
обеих выборках количество объектов m1 и m2, обладаю-
щих вышеуказанным свойством, рассчитать выбороч-

ные доли p
m

n
1

1

1

=  и p
m

n
2

2

2

=  (доля объектов, у которых 

отсутствует изучаемый признак, равна 1 – p = q). 
Разница между выборочными долями p p d2 1− =  слу-
жит оценкой разницы между генеральными долями. 
Далее следует определить статистическую значимость 
этого различия.

С этой целью определяют нулевую гипотезу (Н0):  
D = 0. Альтернативная гипотеза (Н1) может быть двух-
сторонней (D ≠ 0) или односторонней (D > 0 или D < 0).

К решению этой задачи существуют различные 
подходы. Если n1 и n2 достаточно велики, а именно 
n p qi i i  > 9 для i = 1, 2 и 0,25 ≤ pi  ≤ 0,75, можно вос-
пользоваться тем, что биномиальное распределе-
ние при больших N и p, близком к 0,5, приближается 
к нормальному распределению [9]. Тогда отношение 
разности между долями к её стандартной ошибке даёт 

случайную величину z = | | ,d sdp
 которая следует рас-

пределению близкому к нормальному распределению. 
Н0 отвергают в пользу двухсторонней Н1, если zфакт ≥ zкр., α/2

 
для принятого уровня значимости α, где zкр. α/2 

(1– α/2) — 
квантиль верхнего хвоста стандартного нормального 
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распределения. В случае односторонней Н
1
 используют 

неравенство zфакт ≥ zкр., α.
Ошибка разности долей равна:

 s pq
n n

n ndp
= +1 2

1 2

,  (19)

где p  и q  средневзвешенные доли двух выборок.

 p
p n p n

n n

m m

n n
= +

+
= +

+
1 1 2 2

1 2

1 2

1 2

;   q p= −1 ,  (20)

Таким образом, если доли выражены абсолютными 
частотами, то из формул 19 и 20 получаем:

 s
m m

n n

m m

n n

n n

n ndp
=

+
+

−
+
+











+1 2

1 2

1 2

1 2

1 2

1 2

1 ,  (21)

Следовательно,
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  (22)

Однако формула 22 даёт несколько завышенные 
значения z, в результате вероятность ошибки I рода 
уменьшается. Этот факт связан с тем, что нормальное 
распределение, являющееся непрерывным, исполь-
зуется для аппроксимации дискретного распреде-
ления. Для того, чтобы нивелировать эту ошибку, 
Йейтс ввёл поправку на непрерывность, которая равна  
–0,5(1/n

1 
+ 1/n

2
). В окончательном виде формула вы-

глядит следующим образом [6, 9]:

 

z = − − +
+

=

=
− −

| | , ( / / )

| / / | , ( /

p p n n

pq
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  (23)

Описываемый критерий разработан в большинстве 
статистических пакетов программ.

Для разности долей генеральных совокупностей 
можно рассчитать 100(1 – α)% доверительный ин-
тервал. Пусть zα/2 обозначает величину, отсекающую 
долю вероятности α/2 от верхнего хвоста стандартной 
нормальной кривой ((1 – α/2)-квантиль). Тогда ин-
тервал, включающий истинную разность пропорций, 
с вероятностью 1-α будет выглядеть следующим об-
разом [6]:

( ) ,
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p q

n
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n n n
P P
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1

2 2
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1 1p q

n

p q
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, 
( )24

В том случае, если 0 в доверительный интервал 
разности не попадает, различия статистически зна-
чимы на уровне α.

Пример 6. На мухах дрозофилах дикого типа изуча-
ли антимутагенную активность нового соединения А. 
Результаты исследований показали, что в потомстве 
мух, обработанных препаратом Д, мутации наблю-
дались у 225 особей из 300 (75 %). При обработке 
родителей препаратом Д и изучаемым соединением 
мутации возникали у 130 мух из 270 (48 %). Необходи-
мо определить статистическую значимость различий.

Рис. 1. Блок-схема алгоритма выбора метода для статистической обработки данных, измеренных в дихотомиче-
ской шкале (объяснения см. в тексте)
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Н0: D = 0 (различия случайны).
Н1: D < 0 (изучаемое соединение уменьшает ко-

личество мутаций).
Уровень значимости: α = 0,005, критерий одно-

сторонний.
Используя формулу 23 получаем:
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Таким образом, изучаемое вещество статистически 
значимо уменьшает количество мутаций, вызываемых 
препаратом Д. При этом 95 % доверительный интервал 
разности изучаемых генеральных совокупностей, рас-
считанный по формуле 24, будет следующим:
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В том случае, если условия применения выше-
описанного критерия не соблюдаются, может быть 
использован метод проверки равенства долей, осно-
ванный на угловой трансформации (ϕ-преобразовании 
Фишера). При анализе с помощью этого метода в доли 
вводят поправку Йейтса на непрерывность, равную 
0,5/n, которую вычитают из большей доли и прибав-
ляют к меньшей доле. Затем находят ϕi ip= 2arcsin , 
где i = 1, 2. Рассчитывают отношение разности  
ϕ

2  
– ϕ

1 
к её ошибке, которую рассчитывают по формуле 

s
n n

dϕ = +1 1

1 2

,  т. е.

 zрас. =
−
+

= −
+

ϕ ϕ
ϕ ϕ2 1

1 2
2 1

1 2

1 21 1n n

n n

n n
( ) ,   (25)

Нулевую гипотезу D = 0 отвергают на уровне зна-
чимости α в пользу двухсторонней Н

1
: D ≠ 0 в том 

случае, если |zрас.| ≥ zкр.,α/2, где zкр.,α/2 – (1 – α/2) квантиль 
верхнего хвоста стандартного нормального распреде-
ления. В случае односторонней гипотезы (D > 0 или  
D < 0) Н

0
 отвергают, если |zрас.| ≥ zкр.,α, где zкр.,α – (1-α) 

квантиль верхнего хвоста стандартного нормального 

распределения. В том случае, если количество степеней 
свободы ν = n1 + n2 – 2 ≤ 30, используют соответству-
ющие квантили распределения Стьюдента [2, 3].

Для данного критерия действуют следующие огра-
ничения:

1. Ни одна из долей не должна быть равна 0.
2. Если объём одной выборки равен 2, то во второй 

должно быть не менее 30 наблюдений: n1 = 2 → n2 ≥ 30. 
Если n1 = 3, то n2 ≥ 7. Если n1 = 4, то n2 ≥ 5. При n1,  
n2 ≥ 5 возможны любые сопоставления [10]. При этом 
следует учитывать, что выражение результатов в виде 
относительных частот при n ≤ 20 является не совсем 
адекватным [4].

Пример 7. На лабораторных крысах изучали тера-
тогенное действие нового вещества. Оказалось, что 
в контрольной группе нарушения в формировании 
скелета возникали у 6 эмбрионов из 30 ( p1  = 0,2), в 
опытной группе – у 21 из 35 ( p2  = 0,6). Нужно опре-
делить, насколько значима разница.

Н0: D = 0 (различия между выборками не значимы).
Н1: D ≠ 0 (различия между выборками статисти-

чески значимы).
Уровень значимости: α = 0,05, критерий двух-

сторонний.
Так как р1 < 0,3, то следует применить угловую 

трансформацию Фишера. 

 ϕ1 2 0 2 1 60 0 9683= + ≈arcsin , , ;  

 ϕ2 2 0 6 1 70 1 7462= − ≈arcsin , , ,  
где 1/60 и 1/70 поправки Йейтса на непрерывность 
равные 1/(2n). Тогда из формулы 25 получаем

 z zрас. ,( ) , ,= −
+

≈ > =ϕ ϕ2 1
1 2

1 2
0 0054 421 2 58

n n

n n
. 

Следовательно, мы отвергаем Н
0
 на уровне зна-

чимости α = 0,01 и полагаем, что препарат обладает 
тератогенным действием.

Во многих случаях при сравнении совокупностей, 
описываемых с помощью дихотомической шкалы, 
удобно пользоваться методами, основанными на ана-
лизе таблицы 2 × 2 (таблица два на два; табл. 1).

Одним из методов, используемых для анализа 
такой таблицы, является критерий хи-квадрат (χ2). 
Метод основан на предположении, что относительная 
частота p  проявления эффекта в обеих выборках 

Таблица 1

Изучение тератогенного действия нового вещества

Выборка
Эффект 

присутствует
Эффект 

отсутствует
Всего

1 А B A + B

2 C D C + D

Всего A + C B + D N = A + B + C + D
Примечание: A, B, C, D – абсолютные частоты изучаемого эффекта.
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одинакова, поэтому р = (А + С) / N. Тогда ожидаемые 
абсолютные частоты эффекта будут равны

 ′= + = + +f A B p A B A C N1 ( ) ( )( ) /   
и
 ′ = + = + +f C D p C D A C N2 ( ) ( )( ) /   
в выборках 1 и 2, соответственно. Таким образом, 
ожидаемые частоты в каждой ячейке таблицы рав-
ны произведению сумм, пересекающихся строки и 
столбца деленному на общее количество объектов 
(N). Большое расхождение между фактическими ча-
стотами ( )f  и ожидаемыми частотами ( )f ′  – по-
казатель того, что пропорции в этих двух выборках 
различаются ( f ′  следует рассчитывать с точностью до 
0,01). Статистика критерия χ2 основывается именно 
на этом предположении. Формула для вычисления 
критерия χ2  в случае, когда имеются две выборки, 
описываемые с помощью дихотомической шкалы, 
выглядит следующим образом:

 χ2
2

1

2

1

2 0 5
=

− ′ −
′=

=

=

=

∑∑ (| | , )f f

fj

c

i

r

,  (26)

где 
j

c

i

r

=

=

=

=

∑∑
1

2

1

2

указывает на необходимость просуммиро-

вать эти отношения по строкам и столбцам, 0,5 – по-
правка Йейтса на непрерывность. Полученную ста-
тистику сравнивают с критическим значением χ α νкр, , ,2

где ν = (r – 1)(c – 1) – число степеней свободы, где  
r и c — количество строк и столбцов таблицы, соот-
ветственно (в разбираемом случае ν =1). Если рас-
считанная χ χ ν α

2 2≥ кр., , ,  то нулевая гипотеза о равенстве 
пропорций отвергается на уровне значимости α. Кри-
тические значения распределения χ2 даны в соответ-
ствующих таблицах [7, 8]. Критические значения 
квантилей распределения χ2 можно рассчитать, ис-
пользуя модуль «Вероятностный калькулятор» ППП 
“Statistica”, в этом же модуле можно рассчитать точ-
ные вероятности квантилей, полученных при про-
ведении статистических тестов.

Данный критерий разработан в практически во 
всех пакетах программ математической статистики 
[2, 6, 9, 11, 12].

Критерий χ2 имеет следующие ограничения: 1. 
общее количество изучаемых объектов должно быть не 
менее 30 (N ≥ 30); 2. ожидаемая частота в каждой ячейке 
таблицы 2 × 2 должна быть не менее 5 ( f ′  ≥ 5). Описы-
ваемый критерий является двухсторонним [6, 11, 12].

Пример 8. Используем данные примера 7.
Н0: D = 0 (различия между выборками не значимы).
Н1: D ≠ 0 (различия между выборками статисти-

чески значимы).
Уровень значимости: α = 0,05, критерий двух-

сторонний.
Построим таблицу 2 × 2 (табл. 2).

Рассчитываем ожидаемые частоты:

 

′ = =
′ = =
′ = =
′

f

f

f

A

B

C

30 27 65 12 46

30 38 65 17 54

35 27 65 14 54

* / , ;

* / , ;

* / , ;

ffD = =35 38 65 20 46* / , .

 

Тогда по формуле 26 получаем:

 

χ2
2 26 12 46 0 5

12 46

24 17 54 0 5

17 54

21 14 5

=
− −

+
− −

+

+
−

(| , | , )

,

(| , | , )

,

(| , 44 0 5

14 54

14 20 46 0 5

20 46

9 06

2

2

1 0 01
2

| , )

,

(| , | , )

,

, ., ; ,

−
+

+
− −

≈

≈ > =χкр 66 63, .

Таким образом, мы отвергаем Н0 на уровне зна-
чимости р < 0,01 и полагаем, что изучаемое вещество 
обладает тератогенным действием.

В некоторых случаях возникает необходимость 
обобщения нескольких таблиц сопряжённости 2 × 2, 
обрабатываемых с помощью критерия χ2. Например, 
такая необходимость возникает при анализе экспе-
риментов, проведённых в различных лабораториях. 
В этих случаях используют тест Maнтела–Ханзела. 
Представим, что мы имеем k таблиц 2 × 2. Для каждой 
i-ой таблицы (Ai 

+ Ci)/Ni — доля изучаемых объектов, 
ответивших на воздействие положительной реакцией 
(см. табл. 1). Соответственно, Ai /(Ai

 + Bi) и Ci 
/(Ci + Di) 

доля положительных реакций в каждой их 2 выборок 
i-ой таблицы. Для того чтобы объединить результаты 
всех k анализируемых таблиц 2 × 2 и сравнить сразу 
эффекты у всех используемых в эксперименте объек-
тов необходимо рассчитать объединённую статистику 
МН [2, 6]:

MH
A A C A B N

A C B D A B

i i i i i i
i

k

i i i i i

=
− + +








+ + +

=
∑[ ( )( ) / ]

( )( )( )(

1

2

CC D N Ni i i i
i

k

+ −
=
∑ ) / [ ( )]

,
2

1
1

(27)

Таблица 2

Тератогенное действие нового вещества

Группы
Поврежде-
ния скелета 

есть

Поврежде-
ния скелета 
отсутствуют

Всего

Контроль А = 6 B = 24 A + B = 30

Опыт C = 21 D = 14 C + D = 35

Всего A + C = 27 B + D = 38 N = A + B + C + D = 65
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Указанная выше статистика учитывает различия 
между наблюдаемым и ожидаемым числом поло-
жительных реакций и имеет распределение χ2 с 1 
степенью свободы. Если рассчитанная статистика 
превышает табличное значение для критического 
уровня значимости, то нулевая гипотеза об отсутствии 
различий в эффекте отклоняется на указанном уровне 
значимости [2].

Пример 9. В 2 лабораториях проводили эксперимен-
ты по изучению противофибрилляторного действия 
нового вещества. В 1-й лаборатории в контрольной 
группе фибрилляции желудочков (ФЖ) возникали у 
24 крыс из 33; в опытной группе – у 6 из 20 (табл. 3, а). 
Во 2-й лаборатории в контрольной группе ФЖ воз-
никали у 15 животных из 20; в опытной группе у 4 из 
19 (табл. 3, б). Имело смысл объединить результаты, 
полученные в обоих экспериментах.

Н0: D = 0 (различия между опытными и контроль-
ными выборами не значимы). 

Н1: D ≠ 0 (различия статистически значимы). 
Уровень значимости: α = 0,05, критерий двух-

сторонний.
По формуле 27 получаем:

2

2 2

2
кр.0.001,1

{(24 30 * 33 / 53) (15 19 * 20 / 40}

30 * 23 * 33 * 20 / (53 * 52) 19 * 21* 20 * 20 / (40 * 39)

20,68 10,83.

MH
− + −= =

+
= > χ =

Таким образом, Н0 об отсутствии статистически 
значимых различий между опытными и контроль-
ными выборками должна быть отвергнута на уровне 
значимости p < 0,001.

Ограничений, свойственных критерию χ2, лишен 
метод точной вероятности Фишера. С помощью этого 
метода можно анализировать малые выборки (n

i
 ≥ 3, 

где i = 1, 2) при любом распределении частот по ячей-
кам таблицы 2 × 2. Вместе с тем, метод точной вероят-
ности Фишера трудоёмок при исполнении в ручную, 
при этом трудоёмкость резко возрастает с увеличением 

количества объектов в выборках. Однако современные 
статистические программы позволяют обрабатывать 
с помощью этого критерия достаточно большие вы-
борки, так ППП «Statistica» поддерживает этот метод 
при N ≤ 500. Процедура основана на переборе всех 
возможных вариантов заполнения таблицы 2 × 2. 
Вначале по формуле гипергеометрического распреде-
ления вычисляют вероятность случайного получения 
фактически наблюденной таблицы 2 × 2 (см. табл. 1):

  P
A B C D A C B D

A B C D N
набл. =

+ + + +( )!( )!( )!( )!

! ! ! ! !
,  (28)

(N! = 1*2*3*…*N; 0! = 1 — по определению).
Затем вычисляют вероятности всех других таблиц, 

имеющих такие же суммы по строкам и столбцам. 
При этом важны только те таблицы, вероятность 
получения которых не превышает таковой наблюда-
емой таблицы ( )P P″ набл. . Полученные вероятности 
суммируют, если полученная сумма меньше или равна 
заданному уровню значимости, то нулевую гипотезу 
отвергают [2, 6, 11, 13].

Пример 10. На 2 группах мышей изучали частоту 
летального исхода, вызываемого двумя дозами одного 
и того же вещества. Меньшая доза вызвала смерть 1 
мыши из 6, большая доза – 6 особей из 9. Необходимо 
выяснить, имеется ли в данном случае зависимость 
доза–эффект.

Н0: f f1 2= (мыши в обеих выборках гибнут с оди-
наковой частотой).

Н1: f f1 2<  (во 2 выборке животные умирали чаще). 
Критерий односторонний, α = 0,05.

Составим таблицу 2 × 2 (табл. 4).
По формуле 28 рассчитаем 

 Рнабл. = 
6 9 7 8

1 5 6 3 15
0 0783

!* !* !* !

!* !* !* !* !
, .≈  

Будем уменьшать значения в ячейке А (наимень-
шее), не изменяя сумм по строкам и столбцам. Рас-

считаем Р1
6 9 7 8

0 6 7 2 15
0 0056= ≈

!* !* !* !

!* !* !* !* !
, .  Таким образом, 

односторонняя Р Р Р1 1 0 0783 0 0056− = + = + =стор набл.. , ,
0,0839 0,05.= > α =  Итак, мы принимаем нулевую 

гипотезу и полагаем, что увеличение дозы препарата 
не приводит к росту летальности.

Для того, чтобы рассчитать двухстороннюю веро-
ятность, надо увеличивать значения в той же ячейке, 
не изменяя сумм по строкам и столбцам. Полученные 

Таблица 3

Изучение противофибрилляторного действия нового вещества

Группа
ФЖ

возникают
ФЖ

отсутствуют
Всего

Контрольная группа A1 = 24 B1 = 9 33

Опытная группа C1 = 6 D1 = 14 20

Всего 30 23 53
а

Группа
ФЖ

возникают
ФЖ

отсутствуют
Всего

Контрольная группа A2 = 15 B2 = 5 20

Опытная группа C2 = 4 D2 = 16 20

Всего 19 21 40
б

Таблица 4

Частота летального исхода

Доза Погибли Выжили Всего

Меньшая доза А = 1 B = 5 A + B = 6

Большая доза C = 6 D = 3 C + D = 9

Всего A + C = 7 B + D = 8 N = A + B + C + D = 15
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вероятности, не превышающие Рнабл., просуммировать 
с Р1-сторон. Попробуем рассчитать вероятности: 

 Р2
6 9 7 8

2 4 5 4 15
0 2937= ≈!* !* !* !

!* !* !* !* !
, ;   

 Р3
6 9 7 8

3 3 4 5 15
0 33916= ≈!* !* !* !

!* !* !* !* !
, ;  

 Р4
6 9 7 8

4 2 3 6 15
0 1958= ≈!* !* !* !

!* !* !* !* !
, ;   

 Р6
6 9 7 8

6 0 1 8 15
0 0014= ≈!* !* !* !

!* !* !* !* !
, .   

Следовательно, Р2-стор = Р1-стор + Р5 + Р6 =  
= 0,0839 + 0,0336 + 0,0014 = 0,1189.

Сравнение двух зависимых выборок
В практике работы исследователя фармаколога 

достаточно часто возникают ситуации, когда надо 
сравнивать у одних и тех же объектов реакции, оце-
ниваемые с помощью альтернативной шкалы, до и 
после введения препарата. С этой целью используют 
критерий МакНимара (разработан в большинстве 
пакетов программ). При этом принято обозначать от-
сутствие реакции знаком минус, проявление изучаемой 
реакции знаком плюс. При регистрации результатов 
положительный ответ до и после введения обозначают 
знаком ++, отрицательный ответ до и после —  – –, 
смену отрицательного ответа на положительный – – +, 
смену положительного ответа на отрицательный – + –.

Для проведения статистической обработки не-
обходимо построить таблицу 2 × 2 следующего вида 
(табл. 5):

В ячейке А представляют количество изменений 
«до — после» от + к –, в ячейке D — от – к + (в ячейках 
В и С количество ответов, оставшихся без изменений). 
Именно основываясь на результатах, записанных в A и 
D, проводят статистический анализ при помощи кри-
терия МакНимара. Если сумма частот в диагональных 
ячейках A + D = N < 50, то можно воспользоваться 
биномиальным распределением [2, 11, 14].

В этом случае Н0: P = (1 – P) = 0,5, т. е. количество 
смен плюс на минус равно количеству смен минус на 
плюс (Р – вероятность смены положительного ответа 
на отрицательный).

Чтобы проверить гипотезу, необходимо подсчитать 
статистику B, которая равна количеству смен – на + 
(ячейка D).

Н0
 против односторонней Н1 P < (1 – P) на уровне 

значимости α отклоняют, если B ≥ bα,N,1/2, где константа 
bα,N,1/2 – верхняя α-процентная точка биномиального 
распределения при объёме выборки N и р = 0,5, в про-
тивном случае нулевую гипотезу принимают.

Н0
 против односторонней Н1 P > (1 – P) на уровне 

значимости α отклоняют, если B ≤ (N – bα,N,1/2), в про-
тивном случае нулевую гипотезу принимают.

Н0 против двухсторонней Н1 P ≠ (1 – P) на уровне 
значимости α отклоняют, если B ≥ bα,N,1/2 или B ≤ N–  
– bα,N,1/2, где α = α1+ α2 (bα,N,1/2 находят в таблицах)  
[11, 14]. Метод разработан в большинстве статисти-
ческих программных пакетов.

Пример 11. В опытах на 20 спинальных (нарушение 
связи головного и спинного мозга) лягушках изучали 
местноанестезирующее действие нового вещества.  
О действии соединения судили по отдергиванию лапки 
в ответ на воздействие определённой концентрации 
кислоты до и после аппликации раствора вещества на 
нерв. Результаты опытов показали, что при первом 
испытании отдергивание лапки наблюдалось у 15 
лягушек из 20. При испытании, проведённом после 
аппликации вещества, у 13 лягушек из 15, показав-
ших в первом испытании положительную реакцию, 
отдергивание лапки отсутствовало. В то же время у 
1 животного, у которого в предыдущем испытании 
реакция отсутствовала, после аппликации изучаемого 
соединения она появилась. Необходимо было выяс-
нить, действительно ли вещество уменьшает частоту 
реакции в ответ на раздражение кожи кислотой.

Н0: Р = (1 – Р) = 0,5 – препарат не влияет на ча-
стоту реакции в ответ на раздражение кожи кислотой.

Н1: Р > (1 – Р) – препарат уменьшает частоту из-
учаемой реакции.

Уровень значимости α = 0,05, критерий одно-
сторонний.

Построим таблицу 2 × 2 (табл. 6).

Таблица 5

Регистрация результатов

Параметр
После Сумма ответов

«до»– +

ДО + A B A + B

– C D C + D

Сумма ответов 
«после»

A + C B + D Таблица 6

Изучение местноанестезирующего действия нового вещества

Параметр

После

Сумма ответов–
Нет реакции

+
Есть 

реакция

ДО +
Есть 

реакция

A = 13 B = 2 A + B = 15

–
Нет 

реакции

C = 4 D = 1 C + D = 5

Сумма ответов 
«после»

A + C = 17 B + D = 3
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Из табл. 6 находим, что смена направленности 
реакции после введения препарата произошла у 14 
лягушек (N = 14). В том числе отрицательная реакция 
сменилась на положительную у 1 животного (стати-
стика В = 1). Находим, что b0,0009;14,½ = 13, тогда B =  
= 1 = N – b0,0009;14,½ = 1. Следовательно, при р = 0,0009 
мы можем отвергнуть нулевую гипотезу и предпо-
ложить, что изучаемое вещество обладает местноа-
нестезирующем действием.

В том случае, если N = A + D ≥ 50, для анализа 
с помощью критерия МакНимара может быть ис-
пользовано распределение χ2. При этом может быть 
применен упрощённый способ расчёта χ2:

χ2
21= − −

+
(| | )

,
A D

A D
 ν = 1,             (29)

где |A–D| – значение разности между частотами ячеек 
A и D по модулю, 1 в числителе – поправка на непре-
рывность. Если рассчитанное χ χ α ν

2 2≥ кр., , ,  то нуле-
вая гипотеза отвергается в пользу двухсторонней Н1:  
Р ≠ 1 – Р или A ≠ D [2, 6, 11–13].

Пример 12. Возьмём данные предыдущего примера 
и увеличим все частоты в 4 раза. Тогда A = 52, D = 4.

Н0: Р = 1 – Р = 0,5. 
Н1: Р ≠ 1 – Р.
Уровень значимости α = 0,05, критерий двух-

сторонний. 
По формуле 29 рассчитаем

χ

χ

2
2 2

0 05 1
2

52 4 1

52 4

47

56
39 45 3 84

=
− −
+

= =

= >> =

(| | )

, , ..; , ,кр

 

Таким образом, на уровне значимости р < 0,05 мы 
можем отвергнуть нулевую гипотезу.

Сравнение выборочной и генеральной частот
Иногда исследователю приходится оценивать 

различия между известной генеральной долей р0 и 

долей (относительной частотой) р
m

n
= , полученной 

в экспериментальной выборке, где n – объём выбор-
ки, m – абсолютная частота изучаемого признака.  
В качестве нулевой гипотезы принимают предполо-
жение о том, что p p= 0.  Если экспериментальная 
выборка достаточно велика np p( )1 9− >  и 0,25 ≤ p  ≤ 
0,75, можно воспользоваться тем, что биномиальное 
распределение при большом объёме выборки и p 
близком к 0,5 приближается к нормальному распре-
делению. Тогда отношение разности d p pp = − 0  к её 
ошибке даёт случайную величину z = | |d sdp (где 

s
p p

n
dp
=

−0 01( )
), которая при числе степеней сво-

боды (n – 1) более 30 следует распределению близко-
му к нормальному распределению. Так как мы ап-

проксимируем дискретное биномиальное распреде-
ление непрерывным нормальным распределением, 
то из |d| следует вычесть поправку на непрерывность, 

которая равна 
1

2n
.  Поправка на непрерывность ис-

пользуется только в том случае, если | | .d
n

p >
1

2
  

В результате получаем следующее выражение:

zфакт =
− −

−
| / | / ( )

( )
.

m n p n

p p

n

0

0 0

1 2

1
               (30)

Н
0
 отвергают в пользу двухсторонней Н

1
, если 

zфакт≥zкр.,α/2 для принятого уровня значимости α, где 
zкр.,α/2 (1-α/2)-квантиль верхнего хвоста стандартного 
нормального распределения. В случае односторонней 
Н

1
 используют неравенство zфакт≥zкр.,α [6, 9].

При n < 50 можно воспользоваться биномиаль-
ным критерием. Процедура анализа с помощью этого 
критерия выглядит следующим образом.

Необходимо проверить Н0: р р= 0 , где р0 – ранее 
выявленная вероятность возникновения изучаемого 
события в генеральной совокупности.

Предположим, что M – число успехов в экспери-
ментальной выборке объёма n.

Тогда, если M m n p≥ α, , 0  Н0 следует отвергнуть на 
уровне значимости α в пользу альтернативной одно-
сторонней Н1: р > p0, где m n pα, , 0 – верхняя α-процентная 
точка биномиального распределения при объёме 
выборки n и р = р0. Значения m n pα, , 0  даны в таблицах 
[7, 8].

В случае альтернативной гипотезы p < p0 H0 следует 
отвергнуть на уровне значимости α, если M c n p≤ α, , ,

0  
где c n pα, , 0  – нижняя α-процентная точка биномиаль-
ного распределения при объёме выборки n и р = р0.

В большинстве таблиц биномиального распределе-
ния представлены вероятности верхних хвостов, однако 
на основе этих таблиц можно рассчитать α-процентные 
точки нижних хвостов: с n pα, , 0

=  0(1 ), , 1.n pm −α= −  Напри-
мер, при р0 = 0,3 и n = 10 необходимо найти такую 
нижнюю альфа процентную точку, чтобы уровень 
значимости α был не более 0,05. Тогда 1 – α ≥ 0,95. 
По таблице находим, что m0 9718 10 0 3 1. , , . ,=  следователь-
но, c0 0282 10 0 3 0. , , . .=  Следует учесть, что при маленьких 
объёмах выборок и низких р0 нижние α-процентные 
точки, достаточные для того, чтобы отвергнуть Н

0 

на приемлемом уровне значимости, не могут быть 
найдены. 

Если р0 = 0,5, биномиальное распределение при-
обретает симметричный характер и в этом случае 
с n mn p n pα α, , , , .

0 0
= −

Если р0 > 0,5, то иногда удобнее перейти к оценке 
количества «неуспехов».

В случае Н1: р ≠ р0, Н0
 следует отвергнуть на уров-

не значимости α, если M m n p≥ α1 0, ,  или M c n p≤ α2 0, , ,  
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где m n pα1 0, , – верхняя α1-процентная точка; c n pα2 0, , – 
нижняя α2-процентная точка, α1 + α2 = α. 

При невыполнении условий, необходимых для 
того, чтобы отвергнуть нулевую гипотезу, Н

0
 следует 

принять [11, 14].
Пример 13. Из многочисленных статей известно, 

что двухсторонняя перевязка сонных артерий в те-
чение 24 ч вызывает гибель 80 % крыс линии Wistar.  
В одном из экспериментов погибло 3 крысы из 10 
[15]. Соответствуют ли эти данные результатам других 
исследователей?

Так как р0 = 0,8 > 0,5, то следует подсчитывать 
количество «неуспехов», т. е. выживаемость. В этом 
случае р0 = 0,2. Тогда полагаем:

Н0: р = р0 = 0,2 
Н1: p > p0. 
Уровень значимости α = 0,01, критерий одно-

сторонний.
Количество «неуспехов» M b= = =7 70 0009 10 0 2. , , . . Та-

ким образом, на уровне значимости, равном 0,0009, Н0 
следует отвергнуть и принять альтернативную гипотезу 
о том,что вероятность выживания животных в данном 
опыте была более 0,2. Итак, полученные результаты 
противоречат многочисленным данным литературы.

Если n ≥ 50, то с помощью распределения χ2 может 
быть получена достаточно точная аппроксимация 
биномиального критерия при любых р0. В случае 
дихотомической переменной тестовая статистика χ2 

рассчитывается по следующей формуле [11]:

χ2
2

1

2 0 5
=

− −

=
∑ (| | , ). .

.

f f

fi

наб ож

ож

,             (31)

где: f
наб.

 – наблюдаемая частота; f
ож.

 – ожидаемая часто-
та (в случае выполнения Н0); |f

наб.
 – f

ож.
| – абсолютная 

величина разности наблюдаемой и ожидаемой частот; 

0,5 – поправка на непрерывность; 
i=
∑

1

2

– указывает на 

необходимость суммирования отношений по обоим 
значениям.

Ожидаемые частоты рассчитываются следующим 
образом: f

ож.p
 = np0, fож, q

 = n – np0.
Н0 следует отвергнуть на уровне значимости α в 

пользу двухсторонней Н1: р ≠ р0, если χ χ α νрасч кр. ., ,
2 2≥ , 

где ν – число степеней свободы; ν = k – 1 (k – число 
градаций признака). Для дихотомической переменной 
ν =1. Критические значения распределения χ2 даны в 
таблицах и могут быть рассчитаны с помощью пакетов 
программ.

Пример 14. Возьмём данные из примера 13 и уве-
личим выборку в 6 раз. В результате получим, что при 
ожидаемой смертности р0 = 0,8 из 60 животных по-
гибло 18. Отличается ли действительная вероятность 
гибели от ожидаемой?

Н0: р = р0
 = 0,8.

Н1: р ≠ р0. 

Уровень значимости α = 0,01, критерий двух-
сторонний.

Составим следующую таблицу данных (табл. 7):

Из таблицы по формуле 31 получаем:

χ

χ

2
2

1

2

2 2

0 5

29 5

48

29 5

12
90 65

=
− −

=

= + ≈ >>

=
∑ (| | , )

, ,
,

.

f f

fi

наб. ож.

ож

крр., . , , .0 01 1
2 6 635=

Таким образом, Н0
 следует отвергнуть в пользу 

альтернативной гипотезы: р ≠ р0 = 0,8.

Методы сравнения нескольких выборок (k > 2) 
номинальных данных

Выше мы рассмотрели методы, позволяющие срав-
нить параметры двух статистических совокупностей. 
По своей сути в фармакологических исследованиях 
это выявление эффекта воздействия одного фактора, 
имеющего 2 уровня (градации). Однако в большинстве 
исследований действующих факторов и их градаций 
бывает, как правило, больше. Очень часто при такой 
ситуации исследователи проводят попарное сравне-
ние большого количества групп с помощью методов, 
предназначенных для оценки различий 2 групп. Такой 
подход является грубой ошибкой, так как в этом случае 
вступает в силу эффект множественных сравнений.

Рассмотрим пример. Исследовали влияние со-
единений А и В на уровень артериального давления. 
Эксперимент проводили на 3 группах спонтанно 
гипертензивных крыс: I – в течение месяца получает 
вещество А; II – вещество В; III – эквивалентный 
объём растворителя. Статистическая обработка с 
помощью стандартного критерия показала, что в 
каждом из трёх сравнений р < 0,05, т. е. вероятность 
ошибки I рода менее 5 %. Однако это не совсем так. 
В действительности, так как мы допускаем 5 % про-
центную ошибку в каждом из сравнений, вероятность 
ошибки будет значительно больше. В общем случае эта 
вероятность равна: P’ = 1 – (1 – p)k, где k – количество 
сравнений, р – принятый нами критический уровень 
значимости. При небольшом количестве сравнений 
P’ ≈ pk. Следовательно, в нашем случае вероятность 
ошибиться хотя бы в 1 из сравнений составляет не 
многим менее 15 % [13].

При проведении статистического анализа несколь-
ких выборок, измеренных с помощью количественных 
шкал, используют дисперсионный анализ или его не-

Таблица 7

Результаты исследования

Параметр Погибли Выжили

f
наб

18 42

f
ож

48 12

| f
наб.

 – f
ож.

| – 0,5 29,5 29,5
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параметрические аналоги с дальнейшей обработкой с 
помощью критериев множественных сравнений. Для 
анализа дихотомических данных была разработана 
модификация дисперсионного анализа, основанная 
на том, что при достаточно больших выборках бино-
миальное распределение хорошо аппроксимируется 
нормальным распределением. Однако этот анализ тре-
бует больших выборок, которые редко используются 
в экспериментальной фармакологии, программы для 
его проведения не разработаны, метод трудоёмок при 
выполнении вручную. В связи с этим дисперсионный 
анализ качественных признаков в настоящей статье 
разбираться не будет. Читатель может ознакомиться 
с ним в соответствующей литературе [16, 17].

Критерий χ2

Для сравнения нескольких независимых выборок 
часто применяют критерий χ2. Ранее мы рассмотрели 
критерий хи-квадрат для сравнения двух выборок 
(таблица 2 × 2). Однако этот метод может использо-
ван в более общих случаях (матрица r*c, где r, c ≥ 2). 
В общем случае число степеней свободы равно  
(r – 1)*(c – 1), тогда, если ν = (r – 1)*(c – 1) > 1, то 
поправка на непрерывность не нужна и формула 
вычисления хи-квадрат принимает следующий вид:

χ2

2

11

=
−( )

==
∑∑

f f

f
o e

ej

c

i

r

,                     (32)

где r – число строк матрицы;
c – число столбцов матрицы;
fo – наблюдаемая частота признака (реакции);
fe – ожидаемая частота признака в том случае, если 

справедлива Н0 о равенстве частот признака в изучае-
мых выборках. Ожидаемые частоты в каждой ячейке 
матрицы равны произведению сумм, пересекающихся 
строки и столбца, деленному на общее количество 
объектов (N). Большое расхождение между фактиче-
скими частотами (  fo) и ожидаемыми частотами (  fe) – 
показатель того, что пропорции в анализируемых 
выборках различаются (  fe следует рассчитывать с 
точностью до 0,01). Статистика критерия χ2 основы-
вается именно на этом предположении [2, 6, 11–13].

Полученную статистику сравнивают с критиче-
ским значением χν α, ,2  где ν = (r – 1)(c – 1) – число 
степеней свободы. Если рассчитанная χ χν α2 2≥ , ,  то 
нулевая гипотеза о равенстве пропорций отвергает-
ся на уровне значимости α. Критические значения 
распределения χ2 даны в таблицах [7, 8] или можно 
рассчитать в модуле «Вероятностный калькулятор» 
ППП «Statistica». Метод разработан во всех пакетах 
статистических программ.

Критерий χ2 для матрицы, большей, чем 2 × 2, 
имеет следующие ограничения: 1. общее количе-
ство изучаемых объектов должно быть не менее 50  
(N ≥ 50); 2. ожидаемая частота в каждой ячейке ма-
трицы должна быть не менее 1 (fe ≥ 1), а доля клеток с 

ожидаемой частотой меньше 5 не должна превышать 
20 %. Описываемый критерий является двухсторон-
ним [6, 11–13].

Если нулевая гипотеза об отсутствии различий 
между выборками будет отвергнута, то следует вы-
явить различия между отдельными выборками. С этой 
целью сравнивают наиболее близкие выборки, если 
статистически значимых различий нет, то их объеди-
няют и сравнивают с другими выборками. При этом 
следует использовать поправку Бонферрони, т. е. α 
для χ α νкр., ,

2  определяют следующим образом: 

α = α0/k,

где α0
 –критический уровень значимости;

k – количество сравнений [12, 13].
Пример 15. На трансляционной модели алкоголь-

ной кардиомиопатии (АКМП) методом ДНК-комет 
изучали влияние препарата А на количество кардио-
миоцитов, у которых повреждение ДНК составляло 
75 % и более («ghost cells»). Результаты исследования 
представлены в табл. 8 [18].

Н0: Различия между выборками отсутствуют.
Н1: У контрольных крыс с АКМП «ghost cells» 

встречаются реже, чем у интактных животных и крыс 
с АКМП, получавших препарат А.

Критический уровень значимости α = 0,05.
*В числителе наблюдаемая частота, в знаменателе –  

ожидаемая.
Рассчитаем ожидаемые частоты:
Ячейка A: fe =(A+D)*(A+B+C)/N = 642*1657/1769 =  

= 601,35;
Ячейка B: fe =(B+E)*(A+B+C)/N = 558*1657/1769 = 

= 522,67;
Ячейка C: fe =(C+F)*(A+B+C)/N = 569*1657/1769 = 

= 532,98;
Ячейка D: fe =(A+D)*(D+E+F)/N = 642*112/1769 = 

= 40,65;
Ячейка E: fe =(B+E)*(D+E+F)/N = 558*112/1769 = 

= 35,33;
Ячейка F: fe =(C+F)*(D+E+F)/N = 569*112/1769 = 

= 36,02.
Так как количество объектов превышает 50 и ожи-

даемая частота в ячейках более 5, можно применить 
критерий χ2. По формуле 32 рассчитаем наблюдаемую 
величину

Таблица 8

Влияние препарата на количество кардиомиоцитов  
с повреждение ДНК >75 %

Параметр
Интактные 

крысы
Крысы с 
АКМП

АКМП + А

Клетки с 
повреждением 

<75 %

A
593/601,35

B
543/522,67

C
521/532,98

«ghost cells» D
49/40,65

E
15/35,33

F
48/36,02
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Число степеней свободы данной матрицы равно 2. 
Рассчитанное χ χ2

2 0 000014
222 337 12 125= >> =, , .; ,

Таким образом, Н0 об отсутствии различий между 
выборками отвергается при р < 0,000014. Теперь необ-
ходимо выяснить, какие выборки различаются между 
собой. Начнём со сравнения 1 и 2 выборок. Составим 
таблицу 2 × 2 (табл. 9). Число степеней свободы в 
данном случае будет равно 1.

Рассчитаем ожидаемые частоты:
Ячейка A: f

e
 =(A+C)*(A+B)/N = 642*1114/1211 = 

= 590,58;
Ячейка B: fe =(B+D)*(A+B)/N = 569*1114/1211 = 

= 523,42;
Ячейка C: fe =(A+C)*(C+D)/N=642*97/1211 = 51,42;
Ячейка D: fe =(B+D)*(C+D)/N = 569*97/1211 =  

= 45,58.
Рассчитаем по формуле 26:
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Таким образом, интактные животные и крысы 
с АКМП, получавшие препарат А, практически не 
различаются. В связи с этим их можно объединить и 
сравнить с контрольными крысами с АКМП (табл. 10).

Рассчитаем ожидаемые частоты:
Ячейка A: fe =(A+C)*(A+B)/N = 1211*1657/1769 = 

= 1134,33;
Ячейка B: fe =(B+D)*(A+B)/N = 558*1657/1769 = 

= 522,67;
Ячейка C: fe =(A+C)*(C+D)/N = 1211*112/1769 = 

= 76,67;
Ячейка D: fe =(B+D)*(C+D)/N = 558*112/1769 = 

= 35,33.
Рассчитаем по формуле 26:
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Таким образом, контроль с АКМП статистически 
значимо отличается от объединённой выборки (с 
учётом поправки Бонферрони р = 0,000062).

На основании полученных данных можно сде-
лать вывод о том, что препарат А восстанавливает 
количество «ghost cells» в условиях АКМП до уровня, 
имеющегося у интактных животных.

В тех случаях, когда критерий χ2 не может быть 
использован из-за имеющихся ограничений, обра-
ботку нескольких выборок биноминальных данных 
можно провести с помощью критерия точной веро-
ятности Фишера. Первоначально этот критерий был 
разработан Рональдом Фишером для сравнения двух 
выборок (таблица 2 × 2) и основывался на гипергео-
метрическом распределении. В дальнейшем критерий 
точной вероятности Фишера был модифицирован 
для анализа таблиц 2хk [19–21]. Метод основан на 
многомерном гипергеометическом распределении. 
Представим, что мы имеем таблицу из 2-х строк (R1, 
R2) и k столбцов. В каждом столбце находится n1j + n2j 
объектов, характеризуемых каким-то бинарным призна-
ком (j = 1, …, k). В строке R1 находится n

11
 + n12 +…+ n1k 

объектов, имеющих признак А+, в строке R2 – n21 + 
n22 +…+ n2k, имеющих признак А–. Сумма объектов в 
1-й строке равна R1, во 2-й – R2. Общее количество 

объектов в таблице N n n R Rj j
j

k

= +( ) = +
=
∑ 1 2 1 2

1

.  Тогда 

вероятность именно такого распределения объектов 
равна:

P n
C

C
N
R n n

n

j

k

j j

j( ) ,( )1
1

1
1 1 2

1= +
=
∏  

где C
n

m n m
n
m =

−
!

!* ( )!
 (число сочетаний из n по m), 

Таблица 9

Сравнение между выборками

Параметр Интактные АКМП+ А

Клетки с повреждением 
<75 %

A
593/590,58

B
521/523,42

“ghost cells” C
49/51,42

D
48/45,58

Таблица 10

Сравнение с контрольной группой

Объединённая 
выборка

Контроль с 
АКМП

Клетки с 
повреждением <75%

A
1114/1134,33

B
543/522,67

“ghost cells” C
97/76,67

D
15/35,33
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знак 
j

k

=
∏

1

 обозначает произведение. Путём перебора 

таких таблиц с неизменным количеством объектов по 
строкам и столбцам находят вероятности, меньшие 
или равные полученной в эксперименте, и суммируют 
их. Эта сумма и будет вероятностью ошибки I рода 
(вероятность отвергнуть верную нулевую гипотезу).

Различия между отдельными выборками нахо-
дят, сравнивая их с помощью одномерного критерия 
точной вероятности Фишера и используя при этом 
поправку Бонферрони.

Так как перебор возможных таблиц очень тру-
доёмок, этот критерий сложно рассчитать вручную. 
Он реализован в программе doctorstat 2xc, которая 
свободно распространяется в интернете.

В предлагаемом ниже примере мы рассчитаем 
только конкретную вероятность полученной в экс-
перименте таблицы.

Пример 16. На трёх группах крыс по 6 животных в 
каждой изучали влияние 2 доз вещества А на частоту 
возникновения аритмий, вызываемых аконитином: 1 
группа контроль – аконитин; аконитин + вещество 
в дозе 1; аконтин + вещество в дозе 2. Данные пред-
ставлены в табл. 11.

P
C C C

C
= = =6

1
6
4

6
6

18
11

6 6 6 11 7

5 1 4 2 6 0 18
0 00283

! ! ! ! !

! ! ! ! ! ! !
, .  

Однако вероятность ошибки первого рода не-
сколько больше. Рассчитаем её с помощью программы:  
р = 0,0181. Таким образом, различия между выбор-
ками статистически значимы. Сравнивая 2-ю и 3-ю 
выборки с 1-й, получаем, что 1-я и 2-я группы практи-
чески не различаются (с учётом поправки Бонферрони  
р = 0,48), в то время как в 3-й – частота возникнове-
ния аритмий статистически значимо уменьшается (с 
учётом поправки Бонферрони р = 0,03).

В этом подразделе мы до сих пор рассматривали 
методы анализа нескольких независимых выборок 
номинальных данных. Однако иногда возникает не-
обходимость сравнивать несколько зависимых вы-
борок, когда оценка эффекта измеряется с помощью 
дихотомической шкалы. В этом случае может быть 
применён критерий Кокрена, который является рас-
ширением критерия Мак-Нимара [11–13].

Представим ситуацию, что проверяют реакцию 
n объектов на стимул в k (k > 2) различных условиях 
(табл. 12). Реакцию измеряют в дихотомической шкале 
(наличие реакции 1; отсутствие – 0).

Нулевая гипотеза заключается в том, что в гене-
ральной совокупности частота реакции на стимул при 
различных условиях (обработках) одинакова. Альтер-
нативная гипотеза утверждает, что доля реакций при 
различных условиях не одинакова.

Для того, чтобы проверить Н0, рассчитаем по-
казатель Q:
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где: i = 1, …, k – номера условий (обработок, столбцов);
j = 1, …, n – номера объектов (строк). Показатель 

Q имеет распределение χ2 при числе степеней свободы 
ν = k – 1. Если Q ≥ χ α( ),k−1

2 , то Н0 отвергают при р ≤ α.
Для дальнейшего попарного сравнения обработок 

можно использовать критерий Мак-Нимара с по-
правкой Бонферрони.

Метод разработан в пакете программ “Statistika”.
Пример 17. На 15 мышах изучали влияние пре-

парата А на появление реакции замирания в ответ на 
резкий звук. Тестирования проводили до введения 
вещества, через 5, 15 и 30 минут после него (табл. 13).

Н0: Препарат А не влияет появление реакции за-
мирания.

Н1: Препарат А изменяет частоту появления ре-
акции замирания.

Критический уровень значимости α = 0,05.
Число степеней свободы ν =3

Рассчитаем:  
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Таким образом, нулевая гипотеза должна быть при-
нята при р = 0,1005. Проводить сравнение отдельных 
пар выборок нет необходимости.

Таблица 11

Частота возникновения аритмий

Параметр Группа 1 Группа 2 Группа 3

С аритмиями 5 2 0

Без аритмий 1 4 6

Таблица 12

Проверка реакции объектов

Объекты
Условия

1 2 … k

1 X11 X21 … Xk1

2 X12 X22 … Xk2

… … … … …

n X1n X2n X
kn
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И так, мы разобрали методы статистической об-
работки качественных (дихотомических) данных при 
различном дизайне постановки эксперимента. 

Глоссарий
р – вероятность осуществления события в одном 

испытании;
р  – относительная выборочная частота (доля);

р0 – генеральная доля;
sm  – стандартное отклонение абсолютной частоты;
sp  – стандартное отклонение относительной ча-

стоты;
sp  – стандартная ошибка относительной выбо-

рочной частоты;
квантиль в математической статистике – значение, 

которое заданная случайная величина не превышает 
с фиксированной вероятностью;

zα – квантиль стандартного нормального распре-
деления с критической вероятностью α;

ν – число степеней свободы;
Н0 – нулевая гипотеза, которая предполагает, что 

сравниваемые величины не различаются;
Н1 – альтернативная гипотеза, которая предпо-

лагает наличие статистически значимых различий.

Таблица 13

Изучение реакции животных на резкий звук

Номера 
животных

Условия

ΣИсход-
ный 

уровень

5 минут 
после 

введения

15 минут 
после 

введения

30 минут 
после вве-

дения

1 0 0 1 1 2
2 1 0 0 1 2
3 1 0 1 1 3
4 1 0 1 1 3
5 0 1 1 0 2
6 0 1 0 1 2
7 1 1 0 1 3
8 1 0 1 0 2
9 1 0 1 1 3

10 1 1 1 1 4
11 0 0 0 1 1
12 1 0 0 1 2
13 1 1 1 0 3
14 0 0 1 1 2
15 0 0 1 1 2
Σ 9 5 10 12
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Синтез цикло-L-пролилглицина и изучение  
его антипаркинсонической активности

Колясникова К. Н., Голубятникова А. К., Ребеко А. Г., Вуколова М. Н.,  
Поварнина П. Ю., Кузнецова Е. А.

ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. Цель работы состояла в разработке оптимальной схемы синтеза субстанции нейропептида цикло-L-пролилглицина (ЦПГ), потенциального 
препарата, полезного для комплексного лечения психиатрических патологий, включающих тревожные, депрессивные расстройства и нарушения 
когнитивных функций. Были рассмотрены две 4-стадийные схемы синтеза ЦПГ. Обе схемы привели к получению продукта с одинаковой оптической 
чистотой, сопоставимым общим выходом и временными затратами, однако первая схема в 2,5 раза выгоднее по стоимости основных реактивов на 
100 г продукта. Первая схема нами отобрана в качестве основы для разработки лабораторного регламента. Также выявлена впервые антипаркинсо-
ническая активность ЦПГ (0,05 и 0,5 мг/кг внутрибрюшинно) на модели галоперидоловой каталепсии.

Ключевые слова: цикло-L-пролилглицин; нейропептид; пептидный синтез; антипаркинсоническая активность; галоперидоловая каталепсия
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Synthesis of cyclo-L-prolylglycine and study of its anti-parkinsonian activity
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FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Resume. The aim of the work was to develop an optimal scheme for the synthesis of substance of cyclo-L-prolylglycine neuropeptide (CPG), a potential 
drug useful for the integrated treatment of psychiatric pathologies, including anxiety, depressive disorders and cognitive impairment. Two 4-stage CPG 
synthesis schemes were considered. Both schemes led to a product with the same optical purity, comparable to the overall yield and time-consuming, 
however, the first scheme is 2.5 times more profitable in terms of the cost of basic reagents per 100 g of product. The first scheme was selected as the basis 
for the development of laboratory regulations. Also for the first time the anti-parkinsonian activity of CPG (0.05 and 0.5 mg/kg intraperitoneally) on a model 
of haloperidol catalepsy was detected.
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Введение

В 1996 г. в НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова был открыт новый нейропептид цикло-L-
пролилглицин (ЦПГ) [1], структура которого ранее 
была предложена в качестве дипептидного топологиче-
ского аналога классического ноотропа пирацетама [2]. 
Позже зарубежными исследователями было показано, 
что предшественником ЦПГ является инсулинопо-
добный фактор роста [3]. Изучение спектра фарма-
кологической активности выявило наличие у ЦПГ 
ноотропных, анксиолитических, антигипоксических 
и нейропротекторных свойств [4–7]. Недавно были 
выявлены антидепрессивная [8] и анальгетическая 
[9] активности этого нейропептида. ЦПГ способен 
оказывать положительное модулирующее действие 
на глутаматные AMPA-рецепторы [10] и, как и дру-
гие положительные модуляторы AMPA-рецепторов, 
приводить к усилению синтеза мозгового нейротро-
фического фактора (BDNF) [11].

Таким образом, ЦПГ можно рассматривать как 
потенциальный препарат, полезный для комплексного 

лечения психиатрических патологий, включающих 
тревожные, депрессивные расстройства и нарушения 
когнитивных функций. Необходимым этапом создания 
любого лекарственного препарата является разработка 
оптимального метода синтеза субстанции, что явилось 
целью настоящей работы. Кроме того, нами была 
изучена антипаркинсоническая активность ЦПГ на 
модели галоперидоловой каталепсии на мышах.

Материалы и методы

Экспериментальная химическая часть
Температуру плавления определяли в открытых 

капиллярах с использованием прибора OptiMelt MPA 
100 (США) и не корректировали. 1H-ЯМР спектры 
регистрировали на спектрометре Bruker AC-250 (Гер-
мания) в растворах CDCl3 и ДМСО-d6, используя в 
качестве внутреннего стандарта ТМС. Удельное оп-
тическое вращение измеряли на поляриметре Perkin-
Elmer-241. ТСХ проводили на пластинах Kieselgel 60 
F 254 (Merck). Соединения с амидными группами 
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обнаруживали в парах йода, соединения с открытой 
карбоксильной группой – бромкрезоловым зелёным, 
содержащие ароматические группы – в УФ-лучах. 
Используемые растворители очищали и сушили стан-
дартными методами. Элементный анализ проводили 
на приборе для определения углерода и водорода с 
четырьмя электрическими печами (600-900 °С, тип 
МА-Г/6Р, завод ЛЭТО, Россия) в токе кислорода и 
на аппарате для определения азота с тремя такими же 
электрическими печами в токе углекислого газа. Дан-
ные элементного анализа соединений относительно 
процентного содержания С, Н и N отклоняются от 
теоретических не более чем на 0,4 %.

Схема 1
а) N-(Трет-бутилоксикарбонил)-глицин (Boc-Gly-

OH). К раствору 7,5 г (0,1 моль) глицина в 100 мл  
1 н раствора NaOH прибавляли раствор 5 г NaHCO3 
в 50 мл воды, 100 мл диоксана и 26,6 г (0,11 моль) ди-
трет-бутилпирокарбоната. Смесь перемешивали 2 ч 
при комнатной температуре, затем добавляли 200 мл 
воды. Избыток ди-трет-бутилпирокарбоната экстраги-
ровали петролейным эфиром (2 × 150 мл). К водному 
раствору добавляли 150 мл этилацетата, подкисляли 
лимонной кислотой до pH 4-5 (по универсальному ин-
дикатору), экстрагировали этилацетатом (2 × 150 мл). 
Экстракт промывали насыщенным раствором NaCl 
(2 × 150 мл) и высушивали над Na2SO4. Растворитель 
удаляли в вакууме. Остаток в виде жёлтого масло-
образного вещества кристаллизовали под смесью 
диэтилового эфира и гексана, кристаллы отфильтро-
вывали, сушили в вакууме. Выход 15,3 г (89 %); Rf 0,4 
(хлороформ – метанол 10:1). T.пл. – 96-98 °C. Лит. 
[12] – Т.пл. 94-95 °C.

б) Хлоргидрат метилового эфира L-пролина (H-L-
Pro-OMe∙HCl). К 60 мл метилового спирта, охлаж-
дённого до –20 °С, прибавляли по каплям 2,54 мл  
(34,64 ммоль) тионилхлорида и порциями вносили 2 г 
(17,32 ммоль) L-Pro-OH. Суспензию перемешивали 
2 ч при –5 °С, и 2 ч при комнатной температуре. 
Растворитель удаляли в вакууме; эту операцию по-
вторяли дважды, каждый раз добавляя 30 мл метанола. 
Остаток в виде жёлтого масла кристаллизовали под 
диэтиловым эфиром, отфильтровывали, высушива-
ли в вакууме. Выход – 2,7 г (94 %); T.пл. – 68-70 °C;  
Rf 0,75 (изопропиловый спирт – водный аммиак 
7:3). [α]20

D – 33° (с 1, метанол). Лит. [13] – T.пл. 71°C.  
[α]20

D – 32,6° (с 2, метанол).
в) Метиловый эфир N-трет-бутилоксикарбонил-

глицил-L-пролина (Boc-Gly-L-Pro-OMe). К раствору 1,06 г 
(6,04 ммоль) N-трет-бутилоксикарбонил-глицина и 
0,68 мл (6,04 ммоль) N-этилморфолина в 12 мл этила-
цетата, охлаждённому до –12 °С, прибавляли 0,79 мл 
(6,04 ммоль) изобутилхлорформиата (ИБХФ) при 
интенсивном перемешивании. Через 2-3 мин в реак-
ционную смесь прибавляли по каплям раствор 1,00 г 
(6,04 моль) хлоргидрата метилового эфира L-пролина 

и 0,68 мл (6,04 ммоль) N-этилморфолина в смеси  
4 мл ДМФА и 4 мл этилацетата. Реакционную смесь 
перемешивали 1 ч при –12 °С и 1 ч при комнатной 
температуре. Осадок отфильтровывали. Растворители 
удаляли в вакууме. Остаток растворяли в хлороформе. 
Промывали 5 % водным раствором NaHCO3 (2 × 40 мл), 
водой (2 × 40 мл), 1 н лимонной кислотой (2 × 40 мл), 
водой до pH 5÷6 по универсальному индикатору, вы-
сушивали над MgSO4. Осушитель отфильтровывали, 
растворитель удаляли в вакууме. Вещество получено в 
виде масла. Выход 1,52 г (88 %). [α]20

D
 –25° (с 1, мета-

нол); Rf 0,85 (хлороформ – этанол, 9:1) (Лит [13] Rf 0,85 
(хлороформ – этанол, 9:1); [α]22

D –27° (с 1, метанол)). 
1Н-ЯМР-спектр (СDCl3), δ, м.д.: 1,19 (с, 9Н, (СН3)3), 
1,64-1,98 (м, 4Н, СγН2 Pro, СβН2 Pro), 3,17-3,42 (м, 2Н, 
СδН2 Pro), 3,48 (с, 3Н, О-СН3), 3,70 (м, 2Н, СαН

2
 Gly), 

4,25 (д, 2Н, СαН2 Pro), 5,17 (уш. с, 1Н, NH). 
г) Цикло-L-пролилглицин (cyclo-L-Pro-Gly). Раствор 

2,30 г (8,00 ммоль) Boc-Gly-L-Pro-OMe в 50 мл мура-
вьиной кислоты (96 %) выдерживали 2 ч при комнат-
ной температуре. Растворитель удаляли в вакууме (при 
40 °С). К остатку прибавляли 60 мл толуола и 120 мл 
изобутанола и кипятили 2,5 ч с насадкой Дина–Стар-
ка. Растворители удаляли в вакууме. Остаток кри-
сталлизовали из этанола. Полученные кристаллы 
отфильтровывали, промывали диэтиловым эфиром, 
высушивали на воздухе. Выход – 1,54 г (83 %). Т.пл. – 
207-209 °C (с разложением); [α]20

D –206° (с 1, вода) 
(Лит [14] Т.пл. – 213-214 °C; [α]20

D –214° (с 4, вода)); 
Rf 0,45 (бутанол – уксусная кислота – вода, 4:1:1),  
Rf 0,27 (хлороформ – этанол, 12:1). 1Н-ЯМР-спектр 
(ДМСО-d

6 
+ CF3COOD), δ, м.д.: 1,7-2,2 (м, 4Н, СγН2 

Pro, СβН2 Pro), 3,39 (м, 2Н, СδН2 Pro), 3,53 и 4,0 (2 д, 
2Н, J 16,65 Hz, СαН2 Gly), 4,13 (д.д., 1Н, СαН Pro), 8,11 
(уш с, 1Н, NH). Элементный анализ: вычислено, %: 
C 54,54; H 6,54; N 18,17; найдено, %: С 54,61; H 6,51; 
N 18,22; C7H10N2O2.

Схема 2
а) N-Карбобензоксиглицин (Z-Gly-OH). К раствору 

7,5 г (0,1 моль) глицина в 25 мл 4 н раствора NaOH 
(0,1 моль), охлажденному до –5 °С, при перемеши-
вании и охлаждении прибавляли порциями в тече-
ние 20-30 мин 30 мл 4 н NaOH (0,12 моль) и 13,8 мл  
(0,11 моль) карбобензоксихлорда. Смесь переме-
шивали при комнатной температуре в течение 1 ч, 
избыток карбобензоксихлорда экстрагировали 20 мл 
диэтилового эфира. Водную фазу при охлаждении 
льдом подкисляли 5 н HCl до слабощёлочной реакции, 
выпавший осадок отфильтровывали, промывали водой 
и высушивали на воздухе. Перекристаллизовывали из 
хлороформа. Выход – 15,3 г (76 %); Т.пл. – 117-118 °С. 
Лит. [15] T.пл. – 120 oC.

б) Хлоргидрат этилового эфира L-пролина (H-L-
Pro-OC2H5⋅HCl). К 100 мл абсолютного этанола, ох-
лаждённого до –20 °С, прибавляли по каплям 14,6 мл  
(0,2 моль) тионилхлорида и порциями вносили 11,5 г 
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(0,1 моль) L-пролина. Далее реакционную смесь 
перемешивали 2 ч при –5 °С и 2 ч при комнатной 
температуре. Растворитель удаляли в вакууме; эту 
операцию повторяли дважды, каждый раз добавляя 
50 мл абсолютного этанола. Получали 16,9 г (95 % 
хлоргидрата этилового эфира L-пролина в виде жел-
того масла. [α]23

D –43° (с 3, этанол); Rf 0,75 (изопро-
пиловый спирт – водный аммиак 7:3). 1Н-ЯМР-спектр 
(ДМСО-d

6
) δ, м.д.: 1,19 (м, 3Н, СН3СН2О), 1,8-2,1 (м, 

4Н, СγН2 Pro, СβН
2
 Pro), 3,2 (м, 2Н, СδН2 Pro), 4,2 (м, 2Н, 

СН3СН2О), 4,5 (м, 1Н, СαН Pro), 9,9 (уш.с., 1Н, NH). 
Лит. данные [16]: масло; [α]23

D –44,8° (с 3,03, этанол).
в) Этиловый эфир N-карбобензоксиглицил-L-пролина 

(Z-Gly-L-Pro-OEt). К раствору 4,17 г (20 ммоль) кар-
бобензоксиглицина в 100 мл этилацетата, охлаждён-
ному до –15 °С, при интенсивном перемешивании 
прибавляли 2,25 мл (20 ммоль) N-метилморфолина 
и 2,68 мл (20 ммоль) ИБХФ. Через 2-3 мин в реак-
ционную смесь прибавляли по каплям раствор 3,30 г 
(20 ммоль) хлоргидрата этилового эфира L-пролина и 
2,25 мл (20 ммоль) N-метилморфолина в 35 мл ДМФА. 
Реакционную смесь перемешивали 1 ч при –12 °С и 1 
ч при комнатной температуре. Растворители удаляли 
в вакууме. Остаток растворяли в хлороформе. Про-
мывали 5 % водным раствором NaHCO3 (2 × 40 мл), 
водой (2 × 40 мл), 1 н соляной кислотой (2 × 40 мл), 
водой, высушивали над Na2SO4. Осушитель отфиль-
тровывали, растворитель удаляли в вакууме. Вещество 
получено в виде масла. Выход – 5,35 г (80 %). Rf 0,83 
(хлороформ – метанол, 9:1) (Лит [14] Rf 0,83 (хлоро-
форм – метанол, 9:1). 

г) Цикло-L-пролилглицин (cyclo-L-Pro-Gly). К рас-
твору 0,57 г (1,7 ммоль) Z-Gly-Pro-OEt в 100 мл ДМФА 
прибавляли 0,45 г 10 % Pd/C и через раствор при пере-
мешивании пропускали водород в течение 2 ч. Раствор 
упаривали, остаток растворяли в спирте, катализатор 
отфильтровывали, растворитель удаляли в вакууме. 
Остаток кристаллизовали из этанола. Выход – 0,239 г 
(92 %). Т.пл. – 205-207 °C (с разложением); [α]20

D – 
202°(с 1, вода). Rf 0,45 (бутанол – уксусная кислота – 
вода, 4:1:1), Rf 0,27 (хлороформ – этанол, 12:1). 
1Н-ЯМР-спектр (ДМСО-d6 + CF

3
COOD), δ, м.д.:  

1,7-2,2 (м, 4Н, СγН2 Pro, СβН2 Pro), 3,40 (м, 2Н, СδН2 
Pro), 3,54 и 4,0 (2 д, 2Н, J 16,6 Hz, СαН2 Gly), 4,12 (д.д., 
1Н, СαН Pro), 8,10 (уш с, 1Н, NH). Элементный анализ: 
вычислено, %: C 54,54; H 6,54; N 18,17; найдено, %: 
С 54,41; H 6,54; N 18,20; C7H10N2O2.

Экспериментальная фармакологическая часть
Животные. В экспериментах были использованы 

мыши-самцы линии BALB/C весом 21-24 г, полу-
ченные из Центрального питомника лабораторных 
животных Филиал «Столбовая» Федерального государ-
ственного бюджетного учреждения науки «Научный 
центр биомедицинских технологий Федерального 
медико-биологического агентства«, Московская об-
ласть. Содержание животных соответствовало прави-

лам лабораторной практики (GLP) и нормативным 
документам «Санитарные правила по устройству, 
оборудованию и содержанию вивариев», утвержден-
ным Главным Государственным санитарным врачом 
06.04.1973 г. №1045-73 и Приказом МЗ РФ № 199н 
от 01.04.2016 г. «Об утверждении правил надлежащей 
лабораторной практики». Эксперименты проводили 
с 10 до 16 ч. Проведение экспериментов одобрено 
Комиссией по биомедицинской этике ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени В.В. Закусова».

Галоперидоловую каталепсию вызывали внутри-
брюшинным введением галоперидола в дозе 1 мг/кг. 
Пирацетам, ЦПГ или физиологический раствор вво-
дились внутрибрюшинно (в/б) в день эксперимента 
за 15 мин до введения галоперидола (1 мг/кг, в/б). 
Первой группе (n = 7–10 для каждой группы) вво-
дили физраствор, второй группе – пирацетам или 
ЦПГ в разных дозах. Через 60 мин после введения 
галоперидола регистрировалась каталепсия: животное 
помещалось на параллельные перекладины на высо-
те 4 см таким образом, чтобы спина животного была 
прямой. Фиксировалось время пребывания мышей в 
неподвижном состоянии в течение 2 мин [17].

Статистические методы. Для выявления различий 
между экспериментальными группами были приме-
нены статические методы: One-Way- ANOVA и t-Test.

Результаты и обсуждение

Для циклического дипептида не имеет значе-
ния, в каком порядке аминокислоты шли в исходном 
линейном пептиде, однако от этого зависят выход 
и оптическая чистота продукта. Например, выбор 
глицина в нашем случае в качестве карбоксильной 
компоненты при получении защищённого Gly-Pro 
снижает риск рацемизации из-за отсутствия в молекуле 
этой аминокислоты хирального центра. Известно [18, 
19], что наличие имидной связи при пролине в дипеп-
тидной последовательности Gly-Pro, отсутствующей в 
Pro-Gly, увеличивает долю цисоидной конформации 
пептидной связи, что, в свою очередь, способствует 
внутримолекулярной циклизации [20, 21]. Таким об-
разом, для получения ЦПГ рационально использовать 
дипептиды с последовательностью Gly-Pro.

Известно, что использование трет-бутилокси-
карбонильной (Вос) защитной группы для аминогруп-
пы и сложноэфирной для карбоксильной позволяет в 
мягких условиях (кислотный катализ) удалять защиту 
с аминогруппы и получать требуемый эфир в виде 
соответствующей соли. Удаление бензилоксикар-
бонильной (Z) защитной группы также проводится 
в мягких условиях каталитического гидрогенолиза. 
Метиловые эфиры аминокислот обычно легче под-
вергаются циклизации, чем этиловые за счёт меньших 
пространственных затруднений, поэтому в качестве 
защиты для карбоксильной группы целесообразно 
выбрать метиловые эфиры.
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Среди методов образования пептидной связи наи-
более широко используются методы смешанных ан-
гидридов и активированных эфиров. Для получения 
защищённого Gly-Pro нами был выбран первый метод.  
К преимуществам данного метода можно отнести 
низкую стоимость реагентов, высокую скорость кон-
денсации при низкой температуре, достаточно высо-
кий выход продукта. Проведение реакции в условиях 
Андерсона [22] позволяет избежать рацемизации.

Важным является выбор условий циклизации. 
Циклизацию можно проводить путём кипячения во-
дного раствора метилового эфира Boc-защищённого 
дипептида в автоклаве согласно [23], однако в этом 
случае существует риск рацемизации. Менее склонный 
к потере оптической чистоты метод состоит в снятии 
Boc-защиты муравьиной кислотой и последующей 
циклизацией в смеси 2-бутанол–толуол с азеотропной 
отгонкой [24]. Мы провели сравнение схемы синте-
за ЦПГ на основе последнего метода циклизации 
(схема 1, рис. 1) с синтезом ЦПГ с использованием 
Z-защищённого дипептида и реакции каталитического 
гидрогенолиза по схеме 2 (рис. 2) [14].

По схеме 1 ЦПГ был получен циклизацией при 
нагревании в смеси 2-бутанол–толуол (2:1) метилового 
эфира глицил-L-пролина, который, в свою очередь, 
получали без выделения из Boc-Gly-L-Pro-OMe де-
блокированием муравьиной кислотой. Защищённый 
дипептид получали методом смешанных ангидридов 
с использованием изобутилхлорформиата в условиях 
Андерсона [22]. В качестве карбоксильной компоненты 
использовали Boc-Gly-OH, а в качестве аминокомпо-
ненты – метиловый эфир пролина, который получали 
в метаноле в присутствии хлористого тионила по 
методу Бреннера [25]. Общий выход составил 60 % в 
расчёте на исходный пролин.

Второй способ получения ЦПГ основан на защищён-
ном дипептиде Z-Gly-L-Pro-OEt [14] (схема 2, рис. 2), 
который получали методом смешанных ангидридов в 
условиях Андерсона [22]. В качестве карбоксильной 
компоненты использовали Z-Gly-OH, а в качестве 

аминокомпоненты – этиловый эфир пролина, кото-
рый получали этерификацией абсолютным этанолом в 
присутствии хлористого тионила по методу Бреннера 
[25]. Каталитический гидрогенолиз Z-Gly-L-Pro-OEt 
в ДМФА над 10 % Рd/С сопровождался самопроиз-
вольной циклизацией в дикетопиперазин, при этом 
циклизация проходила с высоким выходом (92 %) и 
без рацемизации. Суммарный выход составил 54 % в 
расчёте на исходный пролин.

Для перекристаллизации ЦПГ в обоих случаях 
использовали этиловый спирт-ректификат, поскольку 
он менее токсичен, чем предлагаемый в литературе 
для этой цели ацетон [26]. Структура ЦПГ была под-
тверждена 1Н ЯМР, химическая чистота – данными 
элементного анализа.

При сравнении способов получения ЦПГ в каче-
стве критерия оптимальности принималась оптическая 
чистота конечного продукта, а при равной оптической 
чистоте – экономические показатели синтеза. По 
количеству стадий синтезы по схемам 1 и 2 не раз-
личаются и оба состоят из 4 стадий.

В таблице 1 представлено сравнение двух способов 
синтеза ЦПГ. Показано, что они сопоставимы по сум-
марному выходу, временным затратам и оптической 

чистоте конечного продукта, поэтому рационально 
сравнивать экономические показатели синтеза. Срав-
нение себестоимости ЦПГ представлено в таблице 2.

Как видно, стоимость синтеза по первой схеме в 
2,5 раза ниже, чем по второй, поскольку последняя 
требует использования дорогостоящего катализатора 
на стадии циклизации. Таким образом, первая схема 

Рис. 1. Схема 1 получения ЦПГ

Рис. 2. Схема 2 получения ЦПГ

Таблица 1

Способы синтеза цикло-L-пролилглицина

Способ
Суммарный 

выход, %
Временные 
затраты, ч

Физико-химические 
характеристики

Т.пл., °C
(из спирта)

[α]20, °
(с 1, вода)

1 60 15 207–209 –206

2 54 13 205–207 –202
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получения ЦПГ является более рациональной и может 
стать основой для создания лабораторного регламента.

Как говорилось выше, ранее были изучены раз-
личные нейропсихотропные эффекты ЦПГ (табл. 3), 
но антипаркинсонические эффекты этого нейропеп-
тида были неизвестны. Для изучения антипаркин-
сонических свойств ЦПГ нами была использована 
модель каталепсии, вызываемой галоперидолом. Этот 
тест широко используется для выявления дофамин- 
позитивного действия и при исследовании антипар-
кинсонического действия препаратов [17].

Влияние ЦПГ на каталепсию было изучено в диа-
пазоне доз 0,01–1,0 мг/кг в/б. Эти дозы были выбраны 
на основании наличия нейропсихотропных эффектов 
в других тестах (см. табл. 3). В качестве препарата 
сравнения был использован пирацетам в дозах 100 
и 200 мг/кг [27]. Было показано, что ЦПГ в дозах 
0,05 и 0,5 мг/кг в/б способен ослаблять каталепсию, 
вызванную галоперидолом (рис. 3, а). В дозах 0,01 и  
1,0 мг/кг в/б ЦПГ был неактивен. Пирацетам в этих 
же условиях был активен в дозах 100 и 200 мг/кг в/б 
(рис. 3, б), что соответствует данным литературы [27].

Таблица 2

Сопоставление стоимости реагентов для синтеза ЦПГ по 2 способам

Схема 1 Схема 2

Реактив
Количество, 

г/100 г 
продукта

Цена за 1 
кг (л), 

руб.

Стои-
мость, 

руб.
Реактив

Количество, 
г/100 г 

продукта

Цена за 1 
кг (л), 

руб.

Стои-
мость, 

руб.

Пролин 72 53 250 3 834 Пролин 100 53 250 5 325

Глицин 50,9 4 950 252 Глицин 91 4 950 450

Хлористый тионил 91,4 700 64 Хлористый тионил 127 700 89

Ди-трет-
бутилпирокарбонат 180,6 18 000 3 251 Карбобензоксихлорид 167,5 15 400 2 580

Муравьиная кислота 3 246 300 974 10% Pd/C 25* 28 000# 28 000

Бутанол-2 7 792 210 1 636 N-Метилморфолин 200,4 6 120 1 226

N-Метилморфолин 147 6 120 900 Изобутилхлорформиат 119,3 21 600 2 577

Изобутилхлорформиат 79 21 600 1 706 Абсолютный этанол 1 740 500 870

Диэтиловый эфир 2 037 470 957 Диэтиловый эфир 243 470 114

Этилацетат 3 605 200 721 Этилацетат 4 453 200 891

ДМФА 392 320 125 ДМФА 1 559 320 499

Метанол 4 320 450 1 944

Диоксан 680 300 204

Толуол 3 900 190 741

ИТОГО 17 310 ИТОГО 42 621
* – катализатор 10 % от массы дипептида; # – цена за упаковку.
Примечание: цены на реактивы и растворители на март 2019 г. по каталогам Alfa Aesar и ООО «Компонент-реактив».

Таблица 3

Нейропсихотропные эффекты цикло-L-пролилглицина

Фармакологическая активность in vivo Тест, животные Активные дозы, мг/кг в/б

Ноотропная активность Условный рефлекс пассивного избегания 
с амнезией, вызванной максимальным 

электрошоком, крысы

0,1 – 1,0

Анксиолитическая активность Приподнятый крестообразный лабиринт, 
крысы

0,05 – 0,1

Антигипоксическая активность Нормобарическая гипоксия с 
гиперкапнией, мыши

0,5 – 1,0

Нейропротекторная активность Неполная глобальная ишемия головного 
мозга у крыс, вызванная необратимой 

двусторонней окклюзией общих сонных 
артерий, крысы

1,0 субхронически

Антидепрессивная активность Неизбегаемое плавание по Порсолту, 
мыши BALB/c

1,0; 2,0 хронически
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Полученные данные свидетельствуют в пользу на-
личия у ЦПГ антипаркинсонической активности ана-
логично пирацетаму.

Выводы

Таким образом, нами предложена схема получения 
ЦПГ, которая может стать основой для создания лабо-

раторного регламента, а также показана антипаркинсо-
ническая активность этого нейропептида в дозах 0,05 и 
0,5 мг/кг в/б на модели галоперидоловой каталепсии.

Работа выполнена в рамках гос. задания (тема 
№0521-2019-0002 «Разработка новых средств и ме-
тодов фармакотерапии тревожных расстройств и 
депрессивных состояний»).

Рис. 3. Влияние пирацетама (а) и L-ЦПГ (б) на галоперидоловую каталепсию у мышей
Примечание: * – p < 0,05 по сравнению с контролем (one-way ANOVA).

а б
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Влияние пептидного анксиолитика селанка на когнитивные 
нарушения, индуцированные алкоголем, у молодых крыс

Надорова А. В., Чернякова И. В., Колик Л. Г.
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. Актуальность. Многочисленные экспериментальные и клинические данные подтверждают уязвимость мозга подростков к воздействию 
этанола и долгосрочные когнитивные последствия острой алкогольной интоксикации. Отечественный препарат селанк синтезирован на основе 
модификации структуры эндогенного регуляторного пептида тафтсина и разработан в качестве анксиолитического средства с активирующим дей-
ствием на мнестические и когнитивные функции. Цель. Изучение влияния селанка на этанол-индуцированное нарушение кратковременной памяти 
у молодых крыс. Методы. В опытах in vivo исследовано влияние селанка в эффективной анксиолитической дозе 0,3 мг/кг (в/б, 2-кратное введение) на 
обусловленное этанолом в дозе 3,0 г/кг (в/б, 2-кратное введение) нарушение памяти в тесте «распознавание нового объекта» у беспородных крыс-
самцов в возрасте 5 недель. Результаты. Селанк препятствовал этанол-индуцированному нарушению кратковременной непространственной памяти 
у молодых крыс, статистически значимо увеличивая индекс дискриминации (p < 0,01) и индекс распознавания (p < 0,01) нового стимульного объекта. 
Препарат per se не оказывал статистически значимого влияния на процесс консолидации памяти у крыс, не подверженных действию алкоголя. За-
ключение. Полученные данные позволяют предположить корректирующее действие гептапептидного аналога тафтсина на гиппокамп-зависимые 
когнитивные нарушения, индуцированные алкоголем.

Ключевые слова: этанол; селанк; кратковременная память; молодые крысы
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The effect of peptide anxiolytic selank on cognitive impairment induced by acute alcohol in adolescent rats
Nadorova AV, Chernyakova IV, Kolik LG

FSBI «Zakusov Institute of Pharmacology», Moscow

Resume. Background. Numerous experimental and clinical data confirm the vulnerability of the adolescent brain to ethanol and the long-term cognitive 
effects of acute alcohol intoxication.Selank was synthesized on the base of modification of the endogenous regulatory peptide tuftsin and developed as an 
anxiolytic with the activating effect on mental and cognitive functions. The aim of this work was to study the selenk effects on ethanol-induced impairment in 
short-term memory in young rats. Methods. The effect of selank in an effective anxiolytic dose (0.3 mg/kg, i.p., twice) on ethanol-induced (3.0 g/kg, i.p., twice) 
memory impairment was registered in the "Novel object recognition" test in male PD35 aged rats. Results. Selank prevented ethanol-induced disturbance of 
short-term non-spatial memory in adolescent rats, significantly increasing the discrimination index (p < 0.01) and the recognition index (p < 0.01) of the new 
stimulus object. Selank per se has no statistically significant effect on memory consolidation phase in rats not exposed to alcohol. Conclusion. The obtained 
data suggest a corrective effect of heptapeptide analogue of taftsin on hippocampus-dependent cognitive impairment induced by alcohol.

Keywords: ethanol; cognitive impairment; selank; adolescent rats
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Введение

Встречающийся в англоязычной литературе тер-
мин «binge drinking» подразумевает определённый 
паттерн алкогольного поведения, характеризующийся 
потреблением большого количества алкоголя за не-
продолжительный отрезок времени, что представля-
ет серьёзную социальную и медико-биологическую 
проблему [1], поскольку является доминирующим 
типом злоупотребления алкоголем у подростков и 
непосредственно влияет на когнитивные функции у 
людей и животных [2, 3]. Нейроны префронтальной 
области чувствительны к воздействию этанола в пери-
од нейронального развития, поэтому злоупотребление 
алкоголем может существенно ухудшить траекторию 
социального и психического здоровья подростков 

[4, 5]. Считается, что именно возраст является кри-
тической точкой в неспособности восстановить по-
вреждённые алкоголем когнитивные функции, что 
подтверждается нейроанатомическими исследова-
ниями, связывающими эпизодическое «пьянство» 
(«binge drinking») со снижением белого вещества в 
мозолистом теле у подростков [3, 6].

Сегодня имеются убедительные эксперименталь-
ные доказательства существования этанол-индуци-
рованных нарушений в глутаматергической нейро-
передаче и изменений синаптической пластичности 
в гиппокампе. По данным протеомного анализа,  
13 белков по-разному реагировали на этанол в дозе 
5,0 г/кг, в/б, в зависимости от возраста животных. 
Оказалось, что большинство из этих белков участвует 
в нейропротекции, и экспрессия их мРНК значитель-
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но снижается у молодых крыс, получающих этанол, 
что позволяет сделать авторам вывод о вызываемых 
этанолом изменениях в экспрессии фосфопротеинов 
в гиппокампе, которые могут увеличить риск нейро-
дегенеративных нарушений, особенно когда действие 
алкоголя начинается в юном возрасте [7]. Silvestre de 
Ferron B, et al. (2015) сообщили, что две экспозиции с 
этанолом (3 г/кг, в/б, через 9 ч), повышающие содержа-
ния этанола до 2 г/л в крови, уже через 48 ч вызывали 
уменьшение синаптического сигнала пластичности, 
связанного с обучением и памятью (долгосрочной 
синаптической депрессии, LTD), на срезах гиппокампа 
у молодых крыс [2]. Пока остаётся неясным механизм 
повреждения LTD под действием острой алкогольной 
интоксикации, однако получены данные об увеличе-
нии субъединиц GluN2B ионотропных глутаматных 
NMDA-рецепторов на фоне «binge drinking», что в 
свою очередь вызывает дисбаланс с субъединицами 
GluN2A в глутаматергической передаче, приводящей к 
блокаде LTD в гиппокампе и к ухудшению памяти [8].

В целом, представленные данные подтверждают 
уязвимость мозга подростков к воздействию этанола 
и долгосрочные когнитивные последствия алкоголь-
ной интоксикации. Распространённость такого рода 
нарушений определяет актуальность поиска средств 
профилактики и фармакологической коррекции. 
Большое значение в адекватной регуляции разных 
форм патологического поведения и мнестических 
функций в настоящее время придаётся биологически 
активным пептидам [9–12].

Отечественный препарат Селанк синтезирован на 
основе эндогенного регуляторного пептида тафтсина в 
ИМГ РАН и разработан в качестве анксиолитического 
средства для терапии генерализованных тревожных 
расстройств в ФГБНУ «НИИ фармакологии имени 
В.В.Закусова», Москва (рис. 1).

В отличие от бензодиазепиновых транквилизато-
ров, анксиолитическое действие селанка сочетается 
с активирующим действием на мнестические и ког-
нитивные функции мозга [13, 14]. При эксперимен-
тальной оценке возможности использования селанка 
в наркологической практике при моделировании 
ассоциированных с алкоголизмом нарушений ЦНС 
в опытах in vivo доказана эффективность селанка в 

отношении индуцированной отменой этанола тре-
вожной реакции [15] и положительное влияние на 
восстановление кратковременной памяти у «старых» 
крыс, потреблявших в течение длительного времени 
раствор этанола [16]. В настоящее время механизм 
центрального действия селанка преимущественно 
связывают с изменением функционального состоя-
ния серотонинергической системы [17] и влиянием 
на ГАМК-ергическую систему [18]. Наряду с этим в 
опытах ex vivo селанк повышал на 23 % плотность мест 
связывания селективного антагониста [G-3H]MK-801 
с ионотропными NMDA-рецепторами у мышей [19]. 
Данные о возможном действии селанка на функции 
памяти после острой алкогольной интоксикации в 
настоящее время отсутствуют. Цель работы – оценка 
влияния пептидного аналога тафтсина селанка на 
этанол-индуцированное нарушение кратковременной 
гиппокамп-зависимой памяти у молодых крыс.

Материалы и методы

Животные. Эксперименты выполнены на моло-
дых беспородных крысах-самцах в возрасте 5 недель  
(n = 36, питомник Филиал «Столбовая» Федерального 
государственного бюджетного учреждения науки «На-
учный центр биомедицинских технологий Федераль-
ного медико-биологического агентства», Московская 
обл.). Животных содержали в индивидуальных клетках 
Т3 в условиях вивария ФГБНУ «НИИ фармакологии 
имени В.В. Закусова» при регулируемом световом 
режиме 12ч/12ч (свет/темнота) и постоянной тем-
пературе (21–23 °С) со свободным доступом к воде и 
гранулированному корму (ГОСТ Р 50258-92) в течение 
10 сут. до начала тестирования. Организация и про-
ведение работ осуществлялись в соответствии с при-
казом Минздрава России №199 от 01 апреля 2016 года 
«Об утверждении правил надлежащей лабораторной 
практики». Животные содержались в соответствии с 
СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпидемиологические 
требования к устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивариев)» 
от 29 августа 2014 г. №51. Проведение эксперимен-
тов одобрено Комиссией по биомедицинской этике 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», 
Москва.

Препараты. Селанк (Thr-Lys-Pro-Arg-Pro-Gly-
Pro) – субстанция, в анксиолитической дозе 0,3 мг/кг 
(ИМГ РАН), этанол 20 % в дозе 3,0 г/кг и воду для 
инъекций в качестве контроля вводили в/б в эквива-
лентных объёмах согласно схеме эксперимента (рис. 2). 
Выбор дозы селанка для проведения исследований 
основан на ранее полученных данных [13].

Препараты вводили согласно схеме:
– «Контроль» – вода для инъекций + через 30 мин 

вода для инъекций; n = 8;
– «Селанк» – Селанк 0,3 мг/кг + через 30 мин вода 

для инъекций; n = 8;

Рис. 1. Структурная формула селанка
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– «Этанол» – вода для инъекций + через 30 мин 
20 % раствор этанола 3 г/кг; n = 12;

– «Селанк+Этанол» – Селанк 0,3 мг/кг + через 
30 мин 20 % раствор этанола 3 г/кг; n = 8.

Комбинацию препаратов применяли:
– первый раз – непосредственно после 2-й фазы 

эксперимента;
– второй раз – через 9 ч после 2-й фазы экспе-

римента. 
Тест «Распознавание нового объекта». Данный тест 

отражает функционирование непространственной 
памяти крыс/мышей на характеристики объектов (их 
форму, запах, цвет, текстуру и т. д.) и процесс пластич-
ности обучения; основан на естественном стремлении 
грызунов в первую очередь исследовать новый объект 
вместо уже знакомого. Тест «Распознавание нового 
объекта» был выбран для оценки влияния изучаемо-
го препарата на этанол-индуцированное нарушение 
кратковременной когнитивной памяти у молодых 
животных в режиме острого введения этанола. По-
ведение животных записывали на видеокамеру.

Фаза 1. Адаптация в «открытом поле»
Экспериментальная установка представляет со-

бой деревянный бокс, выкрашенный в белый цвет, 
размером 60 × 60 × 50 см (Д×Ш×В), дно которого по-
крывали подстилочным материалом на 1–2 см («от-
крытое поле»). Продолжительность адаптации 5 мин.

Фаза 2. Знакомство с объектами
В «открытое поле» помещали два одинаковых 

устойчивых предмета – А1 и А2 (рис. 2) – в противо-
положных углах (по диагонали) на расстоянии 15 см 
от стенок. Предметы представляли собой герметично 
закрытые цилиндрические коробки из поликарбо-
ната высотой 12 см и объёмом 1 000 мл. Знакомство 
с предметами проводили через 48 ч после 1-й фазы 
адаптации. Фиксировали общее время, которое жи-
вотные уделяли каждому предмету (обнюхивание). 
Регистрировали время в течение 5 мин. 

Фаза 3. Распознавание нового объекта
Через 48 ч после фазы ознакомления с объектами 

заменяли знакомый предмет (А1) на новый (Б), ко-

торый представлял собой закрытую металлическую 
коробку кубической формы из пищевой жести высотой 
12 см и объёмом 1 000 мл (рис. 2). Фиксировали общее 
время, которое животные уделяли для ознакомления 
с новым предметом (Tn). Время экспозиции 5 мин.

При обработке видеозаписей фиксировали общее 
время (с), потраченное на изучение каждого объекта 
(обнюхивание, лизание, касание объекта или подход к 
нему на расстояние < 1 см). Для оценки распознавания 
нового объекта рассчитывали индекс распознавания 
(предпочтения) [20] – отношение времени, потра-
ченного на изучение нового объекта, ко времени, 
потраченному на изучение обоих объектов.

Индекс распознавания (RI) вычисляли по фор-
муле – Tn/(Tn+Tf). Где Тn – время изучения нового 
объекта (Б), Тf – время изучения знакомого объекта 
(А2) (рис. 2)

В качестве дополнительного показателя дис-
криминационного поведения использовали индекс 
дискриминации [20]. Индекс дискриминации (DI) 
позволяет выявить разграничение между новым и зна-
комым объектом, т. е. представляет собой разницу во 
времени исследования знакомого и нового объектов, 
разделённую на общее время исследования предметов.

Индекс дискриминации (DI) вычисляли по фор-
муле: (Tn-Tf)/(Tn+Tf).

Значение индекса дискриминации может варьи-
роваться между +1 и –1, где положительное значение 
указывает на большее время, проведённое с новым 
предметом, отрицательное – больше потраченного 
времени со знакомым объектом, и нулевое значение 
указывает на отсутствие предпочтения [21, 22].

Применение индексов распознавания и дискри-
минации ограничено из-за возникновения проблемы 
деления на ноль при отсутствии интереса в 3-ю фазу 
эксперимента к обоим объектам.

Статистическую обработку данных производили 
с использованием Т-критерия для зависимых пере-
менных, однофакторного дисперсионного анализа 
ANOVA и критерия Дункана.

Рис. 2. Дизайн эксперимента
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Результаты исследований и обсуждение

Изучено действие гептапептидного аналога тафт-
сина селанка, широко используемого в клинической 
практике в качестве быстродействующего пептидного 
анксиолитика с ноотропными свойствами, на алко-
голь-индуцированные нарушения кратковременной 
памяти у молодых беспородных крыс-самцов.

При оценке интереса к одинаковым предметам 
(А1 и А2) во вторую фазу эксперимента (знакомство 
с объектами) показано, что животные не проявляли 
предпочтения ни к одному из объектов как в популя-
ции, так и в сформированных группах (рис. 3 А, Б и В).

Этанол при 2-кратном введении после знакомства 
с новыми объектами заметно ослаблял процесс запо-
минания, о чём свидетельствует статистически зна-
чимое снижение индекса дискриминации и индекса 
распознавания нового объекта по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 4 А, Б и В). Представленная в 
работе модернизированная и адаптированная методика 
оценки повреждающего действия этанола («binge-
like drinking») подтверждает в опытах in vivo данные 
клинических наблюдений, в которых доказано, что у 
подростков зрительная память более чувствительна к 
нарушению алкоголем, чем рабочая память [23].

Установлено, что селанк в дозе 0,3 мг/кг (в/б, 
2-кратное введение) препятствует этанол-индуциро-
ванному нарушению кратковременной непростран-

ственной памяти у молодых крыс в тесте «распознава-
ние нового объекта», статистически значимо увеличи-
вая индекс дискриминации и индекс распознавания 
нового стимульного объекта (рис. 4 Б, В).

Полученные данные согласуются с результатами 
наблюдений действия селанка на восстановление не-
пространственной памяти у крыс, подвергнутых дли-
тельной хронической алкогольной интоксикации, и 
свидетельствующих о выраженном влиянии препарата 
на возрастные нарушения памяти, сопровождающиеся 
хроническим потреблением алкоголя [16].

Ноотропная активность селанка, по-видимому, 
определяется его действием на серотонинергиче-
скую систему. Во-первых, препарат при однократ-
ном введении усиливал метаболизма серотонина в 
гипоталамусе и каудальном отделе ствола мозга и 
улучшал у животных стабилизацию следа памяти в 
течение 30 дней, то есть в период фазы консолидации 
улучшал процессы сохранения памятного следа. [13]. 
Во-вторых, согласно нейрохимическим исследова-
ниям, выполненным на крысах со сформированной 
в течение 8 мес. алкогольной зависимостью, селанк 
препятствовал индуцированному отменой этанола 
повышению уровня серотонина во фронтальной коре, 
гипоталамусе и миндалине [17]. С другой стороны, по-
казана способность селанка оказывать модулирующее 
действие на функционирование мозгового нейротро-
фического фактора (BDNF). Повышение экспрессии 

Рис. 3. Время спонтанного исследования объектов у молодых крыс во 2-ю фазу эксперимента 
«Знакомство с объектами» (М±SEM): 
А – Процент предпочтения между двумя объектами (А1 и А2) в исследуемой популяции (n = 36); Б – Общее время, уде-
ленное двум объектам в каждой группе; В – Процент предпочтения между двумя объектами (А1 и А2) в каждой группе
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мРНК BDNF через 3 ч и увеличение содержания 
белка BDNF в гиппокампе через 24 ч после интрана-
зального введения интактным крысам линии Wistar 
свидетельствуют о стимуляции селанком экспрессии 
нейротрофического фактора в клетках гиппокампа 
[24]. Напротив, при моделировании алкогольной 
абстиненции у беспородных крыс, потреблявших 
раствор этанола в качестве единственного источника 
жидкости в течение 30 недель, селанк препятствовал 
этанол-индуцированному повышению содержания 
белка BDNF в гиппокампе и фронтальной коре [16]. 

Принимая во внимание тот факт, что этанол вы-
зывает сенсибилизацию нейронов биогенных аминов, 
способствующих развитию психических заболеваний, 
а BDNF предотвращает индуцированную этанолом 
повышенную чувствительность к эксайтотоксическому 
действию N-метил-D-аспартата в культуре кортикаль-
ных нейронов [25], можно предположить терапевти-
ческую эффективность селанка как синтетического 

аналога тафтсина в предупреждении и фармакотерапии 
различных нарушений ЦНС, обусловленных острой и 
хронической алкогольной интоксикацией у пациентов 
разных возрастных групп.

Работа выполнена в рамках государственного за-
дания (проект № 0521-2019-0006).
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А – Время, уделённое каждому объекту во время 2-й и 3-й Фазы эксперимента (сек). * – p < 0,05 – по отношению к 
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Сравнительная фармакокинетика и фармакодинамика но-
опепта, его активного метаболита цикло-L-пролилглицина 

и пирацетама
Бойко С. С., Колясникова К. Н., Жердев В. П.

ВФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва

Резюме. При изучении экспериментальной фармакокинетики пептидного аналога пирацетама – лекарственного препарата ноопепт, представ-
ляющего собой этиловый эфир фенилацетил-L-пролилглицина, в качестве его активного метаболита был идентифицирован цикло-L-пролилглицин 
(ЦПГ). Позднее ЦПГ был обнаружен как эндогенное соединение в плазме и мозге крыс. Было показано, что фармакокинетические параметры ЦПГ 
имеют существенные отличия от ноопепта, а также от его прототипа – пирацетама по более продолжительному периоду полувыведения и лучшей 
биодоступности для мозга. Показано, что спектры ноотропной и анксиолитической активности ЦПГ и пирацетама совпадают. Для пирацетама были 
также выявлены антигипоксический и нейропротективный эффекты, которые не были изучены у ЦПГ. Кроме того, при изучении фармакологической 
активности были установлены значительные различия эффективных доз сравниваемых лекарственных веществ, которые нельзя было объяснить 
в полной мере различиями их фармакокинетики. В данной работе представлены результаты изучения антигипоксического и нейропротективного 
эффектов ЦПГ в сравнении с пирацетамом в сопоставлении с фармакокинетическими параметрами изучаемых соединений.

Ключевые слова: цикло-L-пролилглицин (ЦПГ); ноопепт; пирацетам; фармакокинетические параметры; фармакологическая активность

Для цитирования:
Бойко С.С., Колясникова К.Н., Жердев В.П. Сравнительная фармакокинетика и фармакодинамика ноопепта, его активного метаболита цикло-L-
пролилглицина и пирацетама // Фармакокинетика и фармакодинамика. – 2019. – № 3. – С.34–38. DOI: 10.24411/2587-7836-2019-10053 

Comparative pharmacokinetics and pharmacodinamics of noopept, its activity metabolite cyclo-L-prolylglycine and piracetam
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Resume. While studing of experimental pharmacokinetics of the peptide analogues piracetam noopept – N-phenylacetyl-L-prolyl-glycine ethyl ester, was 
found the active metabolite that identificated as cyclo-L-prolylglycine (CPG). At that thime CPG was detected as the endogenous compound in plasma and 
brain. It was found that the pharmacokinetic parameters of CPG have the better characteristics than noopept and its prototype piracetam for the longer period 
of eliminations and the best bioavailability for the brain. It is found that the spectrum of nootropic and anxiolytic activity CPG and piracetam are composed. 
For piracetam also found antihypoxic and neuroprotective effects that were not investigated for CPG. Furthermore while studying of the pharmacological 
activity was found significant differences in the effective doses of comparable drugs that were no described by their different pharmacokinetics. This paper 
presents the results of comparative study of the antihypoxic and neuroprotective effects of CPG and piracetam in comparision wich pharmacokinetic 
parameters of studied compounds.
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Введение

В начале 80-х годов в отделе химии ФГБНУ «НИИ 
фармакологии имени. В.В. Закусова» (Москва) была 
высказана гипотеза о существовании неизвестного 
нейропептида, являющегося эндогенным регулятором 
процессов памяти, воздействующего на гипотетические 
ноотропные рецепторы [1]. В связи с этим разрабаты-
валось фундаментальное направление исследований 
по созданию пролинсодержащих аналогов классиче-
ского ноотропного средства пирацетама, в результате 
которых был синтезирован цикло-L-пролилглицин 
(ЦПГ), являющийся предполагаемым прообразом 
пирацетама. Было показано, что ЦПГ, подобно пи-
рацетаму, улучшает когнитивные функции [2, 3]. 
Кроме того, ЦПГ проявляет сходство с пирацетамом и 
по другим видам фармакологической активности [4, 5] 

при системном введении в эффективных дозах – 
0,5–1,0 мг/кг, которые значительно меньше эффек-
тивных доз пирацетама. Позднее ЦПГ был обнаружен 
в плазме и мозге крыс при изучении фармакокинетики 
пептидного аналога пирацетама ноопепта – этилового 
эфира N-фенилацетил-L-пролилглицина в качестве его 
активного метаболита, а также как эндогенное соеди-
нение [6, 7]. Структура ЦПГ была идентифицирована 
методом ВЭЖХ с масс-спектрометрией, определено 
его количественное содержание, рассчитаны основные 
фармакокинетические параметры в плазме и мозге 
крыс после введения ноопепта [8–10]. Установлено, 
что фармакокинетические параметры ЦПГ выгодно 
отличаются от параметров ноопепта по энзиматической 
устойчивости и по сравнению с пирацетамом более вы-
сокой биодоступностью к ткани мозга крыс [8–10, 11]. 
Однако значительное различие в эффективных дозах 
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сравниваемых препаратов нельзя было объяснить в 
полной мере с позиций их фармакокинетики. При 
изучении фармакологической активности было по-
казано сходство ЦПГ с пирацетамом по ноотропно-
му и анксиолитическому эффектам [3, 4], при этом 
антигипоксическая активность ЦПГ не была изучена, 
нейропротективная активность была изучена недо-
статочно. Кроме того, не проводилось сопоставление 
этих эффектов ЦПГ с его фармакокинетикой. В связи 
с выше изложенным целью данной работы явилось 
изучение фармакокинетики ЦПГ, как метаболита 
ноопепта, и его антигипоксического и нейропро-
тективного эффектов в сравнении с пирацетамом, а 
также выяснение возможной роли фармакокинетики 
изучаемых соединений в проявлении их фармаколо-
гических эффектов.

Методы исследования

Исследование фармакокинетики и метаболизма 
ноопепта проводили на беспородных крысах-самцах 
массой 180–220 г после системного введения во-
дного раствора субстанции ноопепта в дозе 10 мг/кг. 
Животных декапитировали в дискретные интервалы 
времени (через 5, 10, 15, 20, 30 мин и 1, 2, 4 ч) после 
введения ноопепта, собирали кровь и извлекали мозг, 
проводили экстракцию и пробоподготовку опытных 
образцов. Идентификацию ЦПГ, количественное 
определение ЦПГ в плазме и мозге крыс проводили 
методом ВЭЖХ c масс-спектрометрией [8–10]. На 
основе полученных данных рассчитывали основные 
фармакокинетические параметры ноопепта и ЦПГ.

Антигипоксический и нейропротективный эф-
фекты ЦПГ оценивали с использованием соответ-
ствующих методов [5, 7].

Результаты и обсуждение

Ноопепт был отобран из ряда синтезированных 
ацилпролил-производных аналогов пирацетама для 
продвижения в качестве ноотропного препарата на 
основании его высокой активности и синтетической 
доступности. При этом необходимым условием явля-
ется изучение фармакокинетики и биотрансформации 
разрабатываемого соединения с целью его безопасного 
и эффективного применения. На рис.1 представлены 

структурные формулы препарата сравнения пираце-
тама и изучаемых соединений.

При изучении биотрансформации ноопепта 
[8–10] были обнаружены и идентифицированы с 
использованием стандартов-свидетелей метаболи-
ты: М1 – N-фенилацетил-L-пролилглицин, М2 – 
N-фенилацетил-L-пролин, М4 – этокси-пролил-
глицин, М5 – этокси-глицин и М6 – цикло-L-
пролилглицин, из которых наибольший интерес пред-
ставляет активный метаболит циклической структуры — 
цикло-L-пролилглицин (ЦПГ), который определялся 
в плазме крови крыс в более высокой концентрации и 
значительно более продолжительное время — в течение 
4 ч после введения ноопепта, период полувыведения 
которого составлял 25 мин.

В результате пресистемной элиминации ноопепта 
происходит отщепление фенилацетильного радикала 
от его молекулы с образованием L-пролилглицина, ко-
торый превращается в циклическую форму — ЦПГ — 
метаболит М 6 (рис. 2).

ЦПГ как метаболит ноопепта, был впервые обна-
ружен нами в плазме и мозге крыс с использованием 
метода ВЭЖХ-МС/МС, установлена его структура, 
изучена фармакокинетика и рассчитаны основные 
фармакокинетические параметры в сравнении с ана-
логичными параметрами ноопепта, которые представ-
лены в таблице. Кроме того, в таблице представлены 
параметры пирацетама [11].

Из представленных в таблице данных видно, что 
фармакокинетические параметры ЦПГ значительно 
отличаются от таковых ноопепта – более продол-
жительным периодом полувыведения как в плазме, 
так и в мозге крыс, что, по-видимому, связано с его 
циклической структурой, которая более устойчи-
ва к энзиматическому воздействию по сравнению с 
линейными дипептидами [12]. Важно подчеркнуть, 
что величина площади под фармакокинетической 
кривой как ноопепта, так и ЦПГ больше в мозге по 
сравнению с плазмой, что указывает на их хорошую 
абсорбцию тканью мозга и прониканию через ГЭБ, 
возможно, благодаря специфическому связыванию с 
переносчиками PEPT-2, что обусловливает высокую 

Рис. 1. Структурные формулы:
1 – пирацетам – 2-оксо-1пирролидин-ацетамид; 2 – ноопепт – 
этиловый эфир N-фенилацетил-L-пролилглицина; 3 – цикло-L-
пролилглицин (ЦПГ)

Рис. 2. Схема метаболизма ноопепта
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биодоступность к ткани мозга крыс. При сравнении 
фармакокинетических параметров ЦПГ с пирацетамом 
следует отметить, что, период полувыведения ЦПГ 
в плазме крови и мозге крыс продолжительнее по 
сравнению с аналогичным параметром пирацетама, 
который составляет 1,67 ч для плазмы и 1,87 ч для 
мозга [11], что указывает на большую энзиматиче-
скую устойчивость ЦПГ к воздействию ферментов 
плазмы и мозга крыс, возможно, связанную с различ-
ной активностью пептидаз к этим соединениям [13].  
В то же время, ЦПГ намного быстрее проникает через 
ГЭБ по сравнению с пирацетамом, обнаруживается 
в мозге крыс в максимальной концентрации через 45 
мин после введения ноопепта, в то время, как Сmax 

пирацетама в мозге экспериментальных животных 
достигается значительно медленнее – в течение 2–3 ч 
после введения. Кроме того, ЦПГ проявляет более 
высокую тканевую биодоступность к мозгу крыс по 
сравнению с пирацетамом, что, возможно, связано 
с меньшей полярностью ЦПГ. Так, коэффициент 
Кмозг/плазма для ЦПГ на 35 % выше по сравнению с та-
ковым для пирацетама, который немного больше 1 и 
устанавливается намного позже — через 2–3 ч после 
введения [11]. Однако полученные данные о преиму-
ществах фармакокинетических параметров ЦПГ по 
сравнению с пирацетамом в полной мере не объясняют 
значительное различие используемых эффективных 
доз сравниваемых препаратов. Этот феномен, по всей 
вероятности, связан с более высоким аффинитетом 
ЦПГ по сравнению с пирацетамом к существующе-
му, не идентифицированному в настоящее время, 
ноотропному рецептору и свидетельствует о том, 
что ЦПГ, являясь эндогенным соединением, имеет 
большее сродство к соответствующему рецептору, 
обнаруживаясь при этом в микромолярных концен-
трациях (10–6–10–9 М) [6]. Это заключение получило 
экспериментальное подтверждение при изучении 
антигипоксической и нейротропной активности ЦПГ.

При исследовании динамики развития антиги-
поксического действия ЦПГ было установлено, что 

антигипоксический эффект ЦПГ выявляется уже 
через 5 мин после его введения в дозах 0,5–1,0 мг/кг, 
усиливается через 15 мин и сохраняется через 30 и 
60 мин после введения ЦПГ. Таким образом, ЦПГ 
обладает быстро наступающим и продолжительным 
антигипоксическим эффектом, в чём наблюдалось 
сходство с пирацетамом [5]. Пирацетам также увели-
чивал продолжительность жизни опытных животных в 
условиях гипоксии, однако его антигипоксический эф-
фект проявлялся при введении в более высоких дозах – 
1 000 мг/кг и выше [11]. Результаты изучения анти-
гипоксического эффекта ЦПГ представлены на рис. 3.

При изучении нейропротективной активности 
ЦПГ на разных моделях ишемии головного мозга 
и в экспериментах на культуре ткани гиппокампа 
показано, что ЦПГ обладает нейропротективным 
действием, в чём также обнаруживается сходство с 
пирацетамом [5, 14, 15], однако этот эффект ЦПГ 
также, как и его антигипоксический эффект, на-

Таблица

Фармакокинетические параметры ноопепта и ЦПГ в плазме крови и мозге крыс после системного введения ноопепта  
в дозе 10 мг/кг в сравнении с пирацетамом в дозе 200 мг/кг

Параметры,
Размерность

Ноопепт,
плазма

Ноопепт,
мозг

ЦПГ,
плазма

ЦПГ,
мозг

Пирацетам, 
плазма

Пирацетам, мозг

Cmax, мкг/мл 0,820±0,28 1,289±0,15 0,72±0,078 1,35

Tmax, ч 0,25±0,15 0,50±0,25 0,50±0,25 0,75±0,25 0,45–1,00 2,00–3,00

AUC0→t, мкг/мл×ч 0,31±0,08 0,50±0,09 3,78±0,75 5,22±0,87

T1/2, ч 0,19±0,08 0,215±0,05 3,99±0,67 2,87±0,65 1.67 1,87

Кмозг/плазма 1,61 1,38 1,00

Примечание: C
max

 – максимальная концентрация соединений в плазме и мозге крыс; AUC0→t – площадь под фармакокинетической кри-
вой; T1/2 – период полувыведения, за который выводится 50 % ЛВ; Кмозг/плазма – соотношение концентраций в мозге и плазме, позволяет 
оценить биодоступность препарата к ткани мозга. Для пирацетама из-за большой разницы доз сравниваемых препаратов приводятся 
только дозо-независимые параметры.

Рис. 3. Продолжительность антигипоксического дей-
ствия ЦПГ (1 мг/кг) на модели гипоксической гипок-
сии с гиперкапнией в опытах на беспородных мышах 
с регистрацией эффекта через различные интервалы 
после введения вещества
Примечание: * – p < 0,05; ** – p < 0,01 относительно контроля по 
U-критерию Манна-Уитни.
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СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ

блюдается при большой разнице в дозах: для ЦПГ –  
1 мг/кг, которая в экспериментах на культуре ткани 
мозга соответствует его концентрации – 10–6–10–9 М 
[14], в то время, как доза пирацетама составляет  
100–200 мг/кг, что соответствует 10–3М [11].

Таким образом, при сравнительном изучении 
антигипоксического и нейропротективного действия 
ЦПГ и пирацетама так же, как и при изучении других 
видов фармакологической активности (ноотропной, 
анксиолитической, антикаталептического действия) 
показано существенное различие в эффективных 
дозах ЦПГ и пирацетама, что в полной мере нельзя 
объяснить различиями их фармакокинетических 
параметров, а возможно связано с их различным 
аффинитетом к рецепторам, принимающим участие в 
реализации фармакологических эффектов сравнива-
емых препаратов и, безусловно, связано с эндогенной 
природой ЦПГ. Продолжительность фармакологиче-
ских эффектов ЦПГ, в частности, антигипоксической 
активности, можно объяснить длительным пери-
одом полувыведения, продолжающимся в течение 
1,5 ч после непосредственного введения ЦПГ и, по-
видимому, метаболической устойчивостью ЦПГ, ко-
торая показана в работе Ковалева Г.И. [16]. Авторами 
показано также, что при введении крысам меченого 
ЦПГ, дипептид определяется в плазме через 60 мин в 
концентрации 4 нг/мл и продолжает обнаруживаться 

через 90 мин после введения в концентрации 3,5 нг/мл 
плазмы [16].

Заключение

В результате проведённых исследований фармакоки-
нетики пептидного аналога пирацетама – ноопепта был 
открыт его активный метаболит циклической структуры 
ЦПГ, фармакокинетические параметры которого имеют 
значительные отличия по сравнению с аналогичными 
параметрами пирацетама: более продолжительный пе-
риод полувыведения в плазме и мозге крыс и более вы-
сокая биодоступность ЦПГ к ткани мозга по сравнению 
с пирацетамом. На основе полученных нами данных о 
сходстве антигипоксического и нейропротективного 
действия ЦПГ и ранее опубликованных результатов 
о сходстве других фармакологических эффектов ЦПГ 
и пирацетама можно сделать заключение, о том, что 
ЦПГ является миметиком пирацетама. Тот факт, что 
ЦПГ проявляет фармакологическую активность в до-
зах, которые значительно меньше эффективных доз 
пирацетама, нельзя в полной мере объяснить только 
различиями фармакокинетических параметров ЦПГ и 
пирацетама. Возможно, он является результатом более 
высокого аффинитета ЦПГ, как эндогенного соединения 
к рецепторам, принимающим участие в механизме дей-
ствия и реализации его фармакологических эффектов.



¹3 2019 38 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Литература / References

1. Гудашева Т.А., Островская Р.У., Трофимов С.С., и др. Пептидные 
аналоги пирацетама как лиганды предполагаемых ноотропных рецеп-
торов // Химико-фармацевтический журнал. – 1985. – Т. 19. – № 11. – 
С. 1322–1324. [Gudasheva ТA, Ostrovskaya RU, Trofimov SS, et al. Peptides 
analogues of piracetam are ligandes of nootropic receptores. Kimiko-
farmatsevticheskiy Zhurnal, 1985;19(11):1322–1324. (In Russ).]

2. Gudasheva ТA, Boyko SS, Akparov VKh, et al. Identification of a 
novel endogenous memory facilitating cyclic dipeptide cyclo-prolylglycine 
in rat brain. FEBS Letters. 1996;391(1-2):149–152. 
DOI:10.1016/0014-5793(96)00722-3

3. Гудашева Т.А., Островская Р.У., Трофимов С.С., и др. Новый 
эндогенный дипептид циклопролилглицин подобен пирацетаму по 
селективности мнемотропного эффекта // Бюллетень эксперименталь-
ной биологии и медицины. – 1999. – Т. 128. – № 10. – С. 411–413. 
[Gudasheva ТA, Ostrovskaya RU, Trofimov SS, et al. New endogenous 
dipetide cycloprolyl-glicine is similar to piracetam by its mnemotropic 
selectivity. Bulletin of experimental biology and medicine.1999;128(10):411–413. 
(In Russ).]

4. Гудашева Т.А., Константинопольский М.А., Островская Р.У., и 
др. Анксиолитическая активность эндогенного ноотропного пептида 
циклопролилглицина в тесте приподнятого крестообразного лабирин-
та // Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 2001. – 
Т. 131. – № 5. – С. 545–550. [Gudasheva TA, Konstantinopol'skii MA, 
Ostrovskaya RU, et al. Anxiolytic activity of endogenous nootropic dipeptide 
cycloprolylglycine in elevated plus-maze test. Bulletin of experimental biology 
and medicine. 2001;131(5):454–466. (In Russ).]

5. Колясникова К.Н., Гудашева Т.А., Назарова Г.А., и др. Сходство 
цикло-пролилглицина с пирацетамом по антигипоксическому и ней-
ропротекторному эффектам // Экспериментальная и клиническая 
фармакология. – 2012. – Т. 75.– № 9. – С. 3–6. [Kolyasnikova KN, 
Gudasheva TA, Nazarova GA, et al. Similarity of cycloprolylglycine to 
piracetam in antihypoxic and neuroprotective effects. Russian Journal of 
Experimental and Clinical Pharmacology. 2012;75(9):3–6. (In Russ).] 
DOI:10.30906/0869-2092-2012-75-9-3-6

6. Gudasheva TA, Boyko SS, Ostrovskaya RU, et al. The major metabolite 
of dipeptide piracetam analogue GVS-111 in rat brain and similarlity to 
endogenous neuropeptide cycloprolylglyzine. Eur J Drug Metab Pharmacokinet. 
1997;22(3):245–252. DOI:10.1007/BF03189814

7. Островская Р.У., Гудашева Т.А., Воронина Т.А. Оригинальный 
ноотропный и нейропротективный препарат ноопепт // Эксперимен-
тельная и клиническая фармакология. – 2002. – Т. 65. – № 5. – С. 66–72. 
[Ostrovskaya RU, Gudasheva TA, Voronina TA, et al. The novel nootropic 
and neuroprotector drug noopept (GVS-111). Russian Journal of Experimental 
and Clinical Pharmacology. 2002;65(5):66–72. (In Russ).] 
DOI:10.30906/0869-2092-2002-65-5-66-72

8. Бойко С.С., Жердев В.П., Дворянинов А.А., и др. Фармакоки-
нетика дипептидного аналога пирацетама с нотропной активностью 
ГВС-111 и его основных метаболитов // Экспериментельная и клиническая 

фармакология. – 1997. – Т. 60. – № 2. – С. 53–55. [Boiko SS, Zherdev VP, 
Dvoryaninov AA, et al. Pharmacokinetics of piracetam dipeptide analog wich 
nootropic activity GWS-111 and its main metabolites. Russian Journal of 
Experimental and Clinical Pharmacology. 1997;60(2):53–55. (In Russ).]

9. Бойко С.С., Жердев В.П., Коротков С.А., и др. Фармакокинети-
ка нового потенциально активного дипептидного препарата ГВС-111 и 
его метаболитов в мозге крыс // Химико-фармацевтический журнал. – 
2001. – Т. 35. – № 9. – С. 11–13. [Boiko SS, Zherdev VP, Korotkov SA, 
et al. Pharmacokinetics of new potencial dipeptide nootrope GWS-111 and 
its main metabolites in rat brain. Khimico-Farmatsevicheskiy Zhurnal. 
2001;35(9):11–13. (In Russ).]

10. Коротков С.А. Экспериментальное изучение фармакокинети-
ки и биотрансформации нового дипептидного ноотропа ноопепта: 
Автореферат диссертации к. б. н. – М.: 2003. [Korotkov S.A. 
Eksperimental'noye izucheniye farmakokinetiki i biotransformatsii novogo 
dipeptidnogo nootropa noopepta. [dissertation] Moscow: 2003. (In Russ).] 
URL: http://medical-diss.com/docreader/92464/a#?page=1. (режим до-
ступа 01.01.2019).

11. Nootropill. Ed. H. Van Hoof. 4-th rev.edition UCB, Brussels 1980. 
224 p.

12. Prasad C. Bioactive cyclic dipeptides. Peptides. 1995,16(1):151–164. 
DOI:10.1016/0196-9781(94)00017-z.

13. Бойко С.С., Гудашева Т.А., Вичужанин М.В., и др. Региональная 
и субклеточная локализация циклопролилглицина в мозге крыс // 
Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 2010. –  
Т. 149. – № 6. – С. 648–650. [Boiko SS, Gudasheva TA, Vichuzhanin MV, et 
al. Regional'naya i subkletochnaya lokalizaciya cikloprolilglicina v mozge krys. 
Bulletin of Experimental Biology and Medicine 2010;149(6):648–650. (In Russ).]

14. Николаев С.В., Логвинов И.О., Антипов П.И., и др. Нейропро-
текторное действие цикло-L-пролилглицина на моделях повреждения 
нейрональных клеток in vitro // Фармакокинетика и фармакодинамика. – 
2017. – № 3. – С. 26029. [Nikolaev SV, Logvinov IO, Antipov PI, et al. 
Neuroprotective effect of L-cycloprolylglycine on models neuronal cells damage 
in vitro. Farmakokinetika i farmakodinamika. 2017;3:26–29. (In Russ).]

15. Поварнина П.Ю., Колясникова К.Н., Николаев С.В., и др. 
Нейропептид циклопролилглицин проявляет нейропротекторную 
активность при системном введении на модели неполной глобальной 
ишемии у крыс и в условиях глутаматной нейротоксичности in vitro // 
Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. – 2015. –  
Т. 160. – № 11. – С. 600–603. [Povarnina PYu, Kolyasnikova KN, Nikolaev 
SV, et al. Neuropeptide cycloprolylglycine exhibits neuroprotective activity 
after systemic administration to rats with modeled incomplete global ischemia 
and in vitro modeled glutamate neurotoxicity. Bulletin of experimental biology 
and medicine. 2015;160(11):600–603. (In Russ).]

16. Ковалев Г.И., Золотарев Ю.А., Дадаян А.К., и др. Изучение 
фармакокинетики [3Н]-циклопролилглицина в крови крыс. Фарма-
кокинетика и фармакодинамика. – 2018. – № 3. – С. 48–54. [Кovalev GI, 
Zolotarev YuA, Dadayan AK, et al. The Study of cycloprolylglycine 
pharmacokinetics in rat blood. Farmakokinetika i farmakodinamika. 
2018;3:48–54. (In Russ).] DOI:10.24411/2588-0519-2018-10024



¹ 3. 2019 39 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

Биосимиляр двухфазного инсулина человека:  
результаты двойного слепого рандомизированного  

сравнительного перекрёстного клинического  
исследования фармакокинетики

Каронова Т. Л.1, Майоров А. Ю.2, Макаренко И. Е.3, Кокшарова Е. О.2, Авдеева О. И.3,  
Андреева А. Т.1, Драй Р. В.3

 1 – ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» Минздрава России
2 – ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии» Минздрава России

3 – ГК «Герофарм»

Резюме. Обоснование. Распространённость сахарного диабета 2-го типа чрезвычайно высока, и число таких больных постоянно увеличивается. 
У 30–40 % больных только инсулинотерапия позволяет достичь компенсации заболевания. Терапия готовыми смесями рассматривается как альтер-
нативный вариант при инициации и интенсификации инсулинотерапии. Ринсулин® микс 30/70 – отечественный биосимиляр (биоаналог) препарата 
Хумулин® М3, представляет собой комбинацию 30 % раствора инсулина человека и 70 % суспензии инсулина-изофана. В программу клинических иссле-
дований биосимиляров препаратов инсулина входят исследования фармакологии: фармакокинетика, фармакодинамика и исследование клинической 
безопасности. Цель. Оценка биосимилярности препаратов Ринсулин® микс 30/70 (биоаналог) и Хумулин® М3 (оригинальный) в условиях гиперинсу-
линемического эугликемического клэмпа на здоровых добровольцах. Материалы и методы. Исследование проведено на здоровых добровольцах 
мужского пола в возрасте от 18 до 50 лет. Дизайн исследования – двойное слепое рандомизированное перекрестное исследование сравнительной 
фармакокинетики препаратов. Препараты вводили подкожно в переднюю брюшную стенку в дозе 0,4 МЕ/кг однократно. Длительность забора крови 
для определения фармакокинетических параметров составила 24 ч: концентрацию инсулина в крови определяли методом иммуноферментного ана-
лиза. На основании уровня гликемии корректировали скорость инфузии глюкозы, данные которой использованы для расчёта фармакодинамических 
параметров. Результаты и обсуждение. Отмечена сопоставимость основных фармакокинетических и фармакодинамических характеристик препаратов 
Ринсулин® микс 30/70 и Хумулин® М3 в условиях гиперинсулинемического эугликемического клэмпа на здоровых добровольцах. Доверительный 
интервал для логарифмически преобразованного отношения значений параметра Cins.max составил 87,31–105,26 %, а AUCins.0-12 – 85,23–110,90 %, что 
попадает в заданные нормативными документами границы 80–125 % для установления сопоставимости между препаратами. Это подтверждает вы-
сокое подобие воспроизведённого препарата Ринсулин® микс 30/70 оригинальному препарату. Особую клиническую значимость имеет синхронное 
начало действие препаратов, время наступления максимального эффекта и продолжительность действия. Нежелательных явлений в исследовании, 
ассоциированных с введением препаратов, не зафиксировано. Выводы. Препараты Ринсулин® микс 30/70 и Хумулин® М3 являются эквивалентными.

Ключевые слова: инсулин генно-инженерный человеческий двухфазный; биосимиляр; фармакокинетика; фармакодинамика; гиперинсулине-
мический эугликемический клэмп
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Biosimilar of biphasic human insulin: results of a double-blind randomized comparative  
cross-sectional clinical study of pharmacokinetics

Karonova TL1, Mayorov AYu 2, Makarenko IE3, Koksharova EO2, Avdeeva OI3, Andreeva AT1, Dry RV3
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Resume. Justification. The prevalence of type 2 diabetes is extremely high, and the number of such patients is constantly increasing. In 30–40% of 
patients, only insulin therapy can achieve compensation for the disease. Therapy with ready-made mixtures is considered as an alternative option in the 
initiation and intensification of insulin therapy. Rinsulin® mix 30/70 is a domestic biosimilar (bioanalogue) of Humulin® M3, a combination of a 30% solution 
of human insulin and a 70% suspension of insulin-isofan. The clinical research program for biosimilars of insulin preparations includes pharmacology studies: 
pharmacokinetics, pharmacodynamics and clinical safety research. Purpose. Evaluation of the biosimilarity of Rinsulin® mix 30/70 (bioanalog) and Humulin® 
M3 (original) preparations in the conditions of hyperinsulinemic euglycemic clamp in healthy volunteers. Materials and methods. The study was conducted 
on healthy male volunteers aged 18 to 50 years. Study design is a double-blind, randomized, crossover study of the comparative pharmacokinetics of 
drugs. The drugs were injected subcutaneously into the anterior abdominal wall at a dose of 0.4 IU / kg once. The duration of blood sampling to determine 
the pharmacokinetic parameters was 24 hours: the concentration of insulin in the blood was determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Based 
on the level of glycemia, the glucose infusion rate was adjusted, the data of which were used to calculate the pharmacodynamic parameters. Results and 
discussion. Comparability of the main pharmacokinetic and pharmacodynamic characteristics of the Rinsulin® mix 30/70 and Humulin® M3 preparations in 
the conditions of hyperinsulinemic euglycemic clamp in healthy volunteers was noted. The confidence interval for the logarithmically transformed ratio of 
the values of the parameter Cins.max was 87.31–105.26%, and AUCins.0-12 – 85.23–110.90%, which falls within the limits set by regulatory documents 80–125% 
to establish comparability between drugs. This confirms the high similarity of the reproduced Rinsulin® Mix 30/70 to the original drug. Of particular clinical 
significance is the synchronous onset of drug action, the time of onset of the maximum effect and duration of action. Adverse events in the study associated 
with the introduction of drugs were not recorded. Conclusions. Rinsulin® mix 30/70 and Humulin® M3 are equivalent.

Keywords: insulin genetically engineered human biphasic; biosimilar; pharmacokinetics; pharmacodynamics; hyperinsulinemic euglycemic clamp
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Введение

Сахарный диабет 2-го типа (СД 2 типа) является 
хроническим заболеванием, представляющим собой 
серьёзную медико-социальную проблему. Распро-
странённость СД 2-го типа чрезвычайно высока, и 
число таких больных постоянно увеличивается. По 
данным экспертов ВОЗ, общее количество больных 
сахарным диабетом к 2025 г. превысит 380 млн человек. 
По данным регистра больных СД, в России в 2018 г. 
число больных с СД составило более 4,62 млн, из них 
4,27 млн страдают СД 2-го типа [1].

СД занимает третье место среди причин смерти 
после сердечно-сосудистых и онкологических забо-
леваний. Известно, что при установлении диагноза 
СД более 50 % больных уже имеют микро- и макро-
сосудистые осложнения СД, а стоимость амбулатор-
ной медицинской помощи при наличии осложнений 
увеличивает стоимость лечения в 3–13 раз [2].

В исследованиях DCCT, UKPDS, Steno-2 убеди-
тельно доказано, что достижение целевых значений 
гликемии снижает риск развития микро- и макросо-
судистых осложнений. Согласно Алгоритмам спе-
циализированной медицинской помощи больным 
сахарным диабетом [3], рекомендациям ADA и EASD, 
целевой уровень гликированного гемоглобина не 
должен превышать 7 %.

У 30–40 % больных СД 2 типа только инсулиноте-
рапия позволяет достичь компенсации заболевания [4]. 
Существуют различные подходы к старту и интенси-
фикации инсулинотерапии. Согласно рекомендациям 
ADA/EASD [5], пациентам, не достигшим компенса-
ции на терапии пероральными сахароснижающими 
препаратами, обычно назначают терапию базальным 
инсулином. Когда целевые показатели гликемического 
контроля не достигнуты или его не удаётся поддер-
живать при проводимом режиме терапии, добавляют 
прандиальный инсулин. Терапия готовыми смесями 
рассматривается как альтернативный вариант при 
инициации и интенсификации инсулинотерапии. 
Согласно российским рекомендациям [3], готовые 
смеси используются как на старте инсулинотерапии 
наравне с базальным инсулином, так и в качестве 
интенсификации вместе с прандиальным инсулином.

В 2002 г. компанией ГЕРОФАРМ был зарегистри-
рован генно-инженерный инсулин человека (ГИИЧ) 
с полным циклом производства на территории РФ, 
на основе которого с 2004 г. в Российской Федера-
ции успешно применяются препараты Ринсулин® 
Р (короткого действия) и Ринсулин® НПХ (средней 
продолжительности действия) – биосимиляры пре-
паратов Хумулин® Регуляр и Хумулин® НПХ. За 
время их применения не было выявлено случаев от-
мены или приостановки действия регистрационных 
удостоверений. В рамках рутинных мероприятий по 
фармаконадзору также не было выявлено различий 
между препаратами.

Препарат двухфазного действия Ринсулин® микс 
30/70 проходит процедуру регистрации в качестве 
воспроизведённого (биосимилярного) препарату Ху-
мулин® М3. Двухфазность профиля достигается за счёт 
комбинации 30 % короткодействующего препарата 
Ринсулин® Р и 70 % препарата Ринсулин® НПХ с 
продолжительностью действия до 24 ч.

Клинические исследования ГИИЧ, подтвердивше-
го свою биосимилярность референтному препарату по 
физико-химическим свойствам и в фармакологических 
испытаниях in vitro, включают исследования фарма-
кологии: фармакокинетика (ФК), фармакодинамика 
(ФД) и исследование клинической безопасности.

Клиническое изучение фармакологических свойств 
инсулина проводят с помощью гиперинсулинеми-
ческого эугликемического клэмпа (ГЭК) [6–8]. ГЭК 
признанный эталонный метод для изучения фармако-
динамических свойств антидиабетических препаратов 
[9–11], так как способен с высокой степенью точности 
обнаружить различия биосимиляра и референтно-
го препарата [6, 12]. Результаты по сравнительной 
фармакологии тестируемого препарата (ТП) и пре-
парата сравнения (ПС) также позволяют оценить и 
их клиническую сопоставимость, так как скорость 
инфузии глюкозы (СИГ) непосредственно измеряет 
фармакологическое действие инсулина, заключаю-
щееся в утилизации экзогенно поступившей глюкозы 
[10]. Следовательно, подтверждение аналогично-
го влияния препаратов на СИГ будет обеспечивать 
аналогичное терапевтическое действие [6–8, 12]. 
Таким образом, проводить отдельные исследования 
эффективности при изучении биоподобия инсулинов 
не требуется, поскольку конечные точки, изучаемые 
в этих исследованиях (обычно это HbA1c), считаются 
недостаточно чувствительными для выявления по-
тенциальных клинически значимых различий между 
двумя инсулинами [6–8, 12].

Цель исследования. Подтверждение биосимиляр-
ности препаратов Ринсулин® микс 30/70, суспен-
зия для подкожного введения, 100 МЕ/мл (ООО  
«ГЕРОФАРМ», Россия) и Хумулин® М3, суспензия для 
подкожного введения, 100 МЕ/мл («Лилли Франс», 
Франция) в условиях ГЭК на здоровых добровольцах.

Материалы и методы

Дизайн исследования – двойное слепое рандоми-
зированное перекрестное исследование сравнительной 
фармакокинетики ТП Ринсулин® микс 30/70 (ООО 
«ГЕРОФАРМ», Россия) и ПС Хумулин® М3 («Лилли 
Франс», Франция).

В соответствии с нормативными рекомендациями 
[6, 7], исследование было проведено на добровольцах 
мужского пола в возрасте от 18 до 50 лет (включитель-
но) европеоидной расы, с индексом массы тела 18,5– 
27 кг/м2 с верифицированным диагнозом «здоров», по 
данным стандартных клинических, лабораторных и 
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инструментальных методов обследования. Основными 
критериями невключения были: эпизоды гипоглике-
мии в анамнезе, или наличие в семейном анамнезе 
случаев верифицированного диагноза сахарный диа-
бет у ближайших родственников; уровень глюкозы в 
плазме натощак > 6,1 ммол/л; уровень HbA1С > 6 %; 
пероральный глюкозотолерантный тест – уровень 
глюкозы в крови ≥7,8 ммоль/л (через 2 ч после на-
грузки глюкозой).

Исследование было проведено на базе клинических 
центров ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр эндокринологии» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации и ФГБУ «На-
циональный медицинский исследовательский центр 
имени В.А. Алмазова» Министерства здравоохранения 
Российской Федерации. Для участия в исследовании 
были привлечены здоровые добровольцы из базы 
данных добровольцев исследовательских центров.

Длительность исследования для каждого добро-
вольца не превысила 45 дней. Общая продолжитель-
ность исследования составила 3 мес. (с 18.07.2017 по 
24.10.2017 гг.).

Каждый доброволец в данном исследовании про-
шёл 5 визитов в исследовательский центр.

Визит 1 – скрининг. На данном визите был собран 
медицинский анамнез, проводили стандартные клини-
ческий и биохимический анализы крови, анализ мочи, 
физикальный осмотр, оценку индекса массы тела, из-
мерение жизненно важных показателей (артериального 
давления, частоты сердечных сокращений, частоты 
дыхательных движений). На основании результатов 
врач-исследователь делал вывод о соответствии до-
бровольца критериям для участия в исследовании.

Визит 2 и 4 – ГЭК. Добровольцев, успешно про-
шедших скрининг (сокращённый скрининг), при-
глашали в исследовательские центры для проведения 
периодов ГЭК. В периоде I ГЭК (Визит 2) добро-
вольцев рандомизировали в одну из двух исследуемых 
групп, за исключением этого, период I ГЭК (Визит 2) 
и период II ГЭК (Визит 4) были аналогичны. Добро-
вольцев накануне проведения ГЭК госпитализировали 
в клинический центр. Последний приём пищи был не 
позднее 19.00 с целью обеспечения проведения про-
цедур исследования натощак с периодом голодания не 
менее 12 ч до инъекции исследуемого препарата (ИП).

За полтора часа перед началом процедуры ГЭК 
проводили обследование в рамках изучения безопас-
ности ИП: физикальный осмотр и оценку жизненно 
важных показателей. Примерно за 60 мин до планируе-
мого введения ИП участники принимали горизонталь-
ное положение, производили подготовку к процедуре 
ГЭК с постановкой внутривенных катетеров и линий 
для инфузий в локтевую вену одной руки и вену кисти 
другой руки. Проводили мониторинг концентрации 
глюкозы в крови добровольцев (за 60 и 30 мин до вве-
дения ИП). Если уровень глюкозы в крови находился 
в целевом диапазоне (4,4–5,6 ммоль/л), то такого до-

бровольца подвергали процедуре ГЭК. Если уровень 
глюкозы в крови был за пределами этих границ, ГЭК 
для данного участника переносили на другой день.

Исследование было двойным слепым с целью 
снижения возможной необъективности исследователя. 
ИП поступали в клинический центр в одинаковых 
упаковках разослепленной команде, которая подго-
тавливала ИП для введения субъекту исследования. 
Приготовление осуществляли за определённое время 
до инъекции в соответствии с предоставленными ин-
струкциями. Инъекцию ИП производила заслеплённая 
команда непосредственно перед ГЭК в дозе 0,4 МЕ/кг 
однократно подкожно в область подкожно-жировой 
клетчатки передней брюшной стенки живота.

После инъекции ИП контролировали уровень 
глюкозы в крови. Началом действия ИП считали 
снижение уровня глюкозы в крови на величину более 
5 % от изначальной величины. При регистрации на-
чала действия ИП начинали управляемую инфузию 
раствора глюкозы для поддержания целевого уровня 
глюкозы в крови 4,4–5,6 ммоль/л (80–100 мг/дл). 
Контроль и коррекцию СИГ производили каждые 5 
мин в течение первых 10 ч, с 10 до 12 часов – каждые 
10 мин, с 12 до 24 часов (или до окончания гипогли-
кемического действия ИП) – каждые 15 мин.

Визит 3 – сокращенный скрининг. Визит проходил 
перед II периодом ГЭК (визитом 4), с целью под-
тверждения соответствия добровольца критериям для 
продолжения исследования. Проводили процедуры 
аналогичные визиту 1, кроме сбора демографических 
данных и медицинского анамнеза.

Визит 5 – заключительный визит безопасности. 
На данном визите проводили стандартные клиниче-
ский и биохимический анализы крови, анализ мочи, 
физикальный осмотр, оценку индекса массы тела, 
измерение жизненно важных показателей (артери-
ального давления, частоты сердечных сокращений, 
частоты дыхательных движений).

Первичными конечными точками в настоящем ис-
следовании являлись фармакокинетические пока-
затели ИП: суммарная площадь под кривой (AUC) 
«концентрация исследуемого инсулина – время» в 
интервале времени от 0 до 12 ч (AUCins.0-12), макси-
мальная концентрация инсулина в крови за период 
наблюдения (Cins.max).

Вторичными конечными точками в настоящем 
исследовании являлись фармакокинетические по-
казатели ИП: AUCins.0-2; AUCins.0-6; AUCins.0-24; AUCins.0-∞; 
время достижения максимальной концентрации ин-
сулина – tmax; период полувыведения инсулина –t1/2; 
а также следующие фармакодинамические показа-
тели: суммарная площадь под кривой «СИГ-время» 
в интервале времени от 0 до 12 ч (AUCGIR0-12); до  
24 ч – AUCGIR0-24; максимальная СИГ за период иссле-
дования – GIRmax; время достижения максимальной 
СИГ глюкозы – tGIRmax; время между введением ИП 
и началом инфузии глюкозы – tGIRlag.
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Критериями оценки безопасности в настоящем 
исследовании являлись: частота и тяжесть возникно-
вения нежелательных явлений (НЯ); отклонения от 
нормы жизненно важных показателей: артериального 
давления, частоты сердечных сокращений, частоты 
дыхательных движений, температуры тел; частота 
возникновения местных реакций в месте инъекции; 
отклонения от нормы уровня калия в крови; откло-
нения от нормы лабораторных показателей и ЭКГ.

Анализ результатов проводили на данных, получен-
ных непосредственно после введения ТП и ПС, группы 
Ринсулин® микс 30/70 и Хумулин® М3, соответственно.

Каждому добровольцу вводили ТП и ПС (в разные 
периоды ГЭК). Для создания рандомизационной по-
следовательности использовали стандартные функции 
программного обеспечения R 3.4.2. Таким образом, 
обеспечивалось сбалансированное случайное рас-
пределение добровольцев по 2 исследуемым группам 
в соотношении 1:1. Информацию о рандомизацион-
ных номерах передавали в исследовательский центр 
в запечатанных конвертах. Первая группа получила 
во время первого периода ТП, а во время второго 
периода – ПС. Вторая группа, наоборот – во время 
первого периода получила ПС, а во время второго 
периода – ТП. Очередность периодов была неизвестна 
для добровольцев и исследователей.

Фармакокинетика. Для получения первичных 
данных по фармакокинетике отбор крови для опреде-
ления концентрации инсулина в крови производили 
за 30 мин и непосредственно до введения ИП и после 
введения ИП по следующей схеме: до точки 5 ч отбор 
осуществляли каждые 15 мин, до точки 10 ч каждые 
30 мин, до точки 16 ч каждые 60 мин, затем до конца 
исследования (точка 24 ч или момент прекращения 
инфузии раствора глюкозы) – каждые 120 мин. Общая 
продолжительность наблюдения составила 24 ч, однако 
в соответствии с принятыми стандартами [6–8] ана-
лиз данных осуществляли в пределах дозировочного 
интервала, который для ИП составил 12 ч.

Угнетение выработки собственного инсулина под-
тверждали с помощью определения концентрации 
С-пептида в точках 0, 30, 60, 90, 120 мин, 12, 18 и 24 ч 
(или в момент прекращения инфузии глюкозы).

Количественное определение инсулина и 
С-пептида было проведено в аналитической лабора-
тории ООО «Квинта-Аналитика Ярославль» методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) по заранее вали-
дированной методике. Транспортировка из исследо-
вательского центра была выполнена с соблюдением 
холодовой цепи при –20 °С. Анализ выполнен на 
автоматическом иммуноферментном анализаторе 
Personal Lab, производства Adaltis S.r.l., Италия.

Фармакодинамика. Количественное определение 
глюкозы в образцах цельной венозной крови в пери-
од ГЭК производили с помощью откалиброванных 
глюкометров StatStrip Glucose and β–Ketone Hospital 
Meter производства Nova Biomedical, США [13, 14].

Каждый доброволец подписал информирован-
ное согласие до начала любых процедур исследова-
ния. Исследование было проведено в соответствии 
с Хельсинкской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации, принципами Надлежащей кли-
нической практики и локальными регуляторными 
требованиями. Протокол исследования был одобрен 
Министерством Здравоохранения РФ (разрешение 
№ 302 от 29.04.2016), а также независимыми этиче-
скими комитетами при клинических центрах ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр эндокринологии» Минздрава России, Москва 
(выписка из протокола № 12 от 28 июня 2017 г.) и 
ФГБУ «Национальный медицинский исследователь-
ский центр имени В.А. Алмазова» Минздрава России, 
Санкт-Петербург (выписка из протокола №121 от 14 
августа 2017 г.).

Принципы расчёта размера выборки. Расчёт раз-
мера выборки был определён целью исследования – 
сравнением фармакокинетических свойств препара-
тов Ринсулин® микс 30/70 и Хумулин® М3 у здоровых 
добровольцев. Для расчёта размера выборки были 
использованы данные по среднему значению и стан-
дартному отклонению первичных фармакокинетиче-
ских показателей AUCins. и Cins.max [15]. Расчёт размера 
выборки был выполнен для более вариабельного 
показателя, которым оказался AUCins..

Методы статистического анализа данных. Стати-
стическую обработку данных и оформление резуль-
татов проводили с помощью пакетов программного 
обеспечения R 3.4.2. Площадь под кривой рассчиты-
вали методом трапеций.

Анализ первичных ФК параметров Cins.max 

и AUCins.0-12 проводили в предположении о лог-
нормальном распределении показателей. После 
проведения логарифмического преобразования (по 
основанию натурального логарифма) эти показатели 
анализировали с помощью дисперсионного анализа 
(ANOVA) с использованием общей линейной модели. 
Модель дисперсионного анализа включала следующие 
факторы: последовательность введения препаратов, 
доброволец (включённый в последовательность), пери-
од исследования и препарат как источники вариации. 
Полученную оценку остаточной вариации использо-
вали при расчёте 90 % доверительных интервалов для 
отношения геометрических средних ФК параметров 
Cins.max и AUCins.0-12 ТП (Ринсулин® микс 30/70) к ПС 
(Хумулин® М3). Сопоставимость считалась доказан-
ной, если 90 % доверительные интервалы находились 
в пределах 80–125 % [7, 12].

Расчёт доверительных интервалов для фармакоди-
намических параметров не проводили, так как в со-
ответствии с требованиями нормативных документов 
[6–8] сопоставление фармакодинамических профилей 
для инсулинов двухфазного действия при разработке 
препарата инсулина короткого/ультракороткого дей-
ствия с тем же действующим веществом не требуется. 
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Сопоставление фармакодинамических профилей про-
изводится только для растворимой формы (инсулина 
короткого/ультракороткого действия).

Вторичные ФК параметры (AUCins.0-2, AUCins.0-6, 
AUCins.0-24, AUCins.0-∞, t1/2, tmax) и ФД параметры (GIRmax, 
AUCGIR0-12, AUCGIR0-24, tGIRmax, tGIRlag) анализировали 
с помощью показателей описательной статистики.

Анализ данных о НЯ выполнен с использованием 
критерия Фишера.

Результаты и обсуждение

После прохождения скрининга в исследование 
было включено 32 здоровых добровольца, соответ-
ствующих критериям включения/невключения. Ха-
рактеристика добровольцев представлена в табл. 1.

Динамика изменений уровней С-пептида, как 
маркера выработки собственного инсулина в ответ 
на внутривенное введение раствора глюкозы, была 
проанализирована для каждого участника. Отличий 
между препарата не выявлено (р < 0,05).

У ряда субъектов были выявлены единичные значи-
мые повышения уровня С-пептида относительно исход-
ного уровня (0 мин до введения ИП). За значимое повы-
шение было принято увеличение уровня на 0,6041 нг/мл 
(200 пмоль/л) [10]. В большинстве случаев (96,4 %) 
разница составила меньше 0,6041 нг/мл, что свиде-
тельствовало об отсутствии выработки эндогенного 
инсулина в ответ на внутривенное введение раствора 
глюкозы, тем самым подтверждая удовлетворительное 

качество проведения клэмп-исследования.
На основании результатов измерения уровня глю-

козы в крови в течение клэмпа также были рассчита-
ны показатели, подтвердившие удовлетворительное 
качество клэмп-исследования:

•среднее значение коэффициента вариации (CV, 
%) составило 5,61 ± 0,94 % в группе ТП Ринсулин® 
микс 30/70 и 5,48 ± 0,88 % в группе ПС Хумулин® М3;

•значение разницы от целевого уровня 5 ммоль/л 
в течение клэмп-теста составило 0,23 ± 0,04 ммоль/л в 
группе ТП Ринсулин® микс 30/70 и 0,23 ± 0,04 ммоль/л 
в группе ПС Хумулин® М3.

На рис. 1 представлены усредненные фармакоки-
нетические кривые «концентрация–время» ТП и ПС 
в плазме крови добровольцев. Отмечена сопостави-
мость основных фармакокинетических характеристик  
(табл. 2). Так, Cmax составила 46,20 ± 12,65 и 48,25 ± 
13,85 мкМЕ/мл, tmax – 3,41 ± 1,46 и 3,52 ± 1,85 ч, а 
AUC

0-12 
– 257,80 ± 87,63 и 271,03 ± 106,39 (мкМЕ/мл) × 

× ч, соответственно.

Таблица 1

Демографическая и антропометрическая информация обо всех 
рандомизированных субъектах (среднее ± стандартное 

отклонение, n = 32)

Показатель Значения 

Возраст (лет) 29,41 ± 4,90

Масса тела (кг) 77,85 ± 9,81

Рост (см) 181,84 ± 5,42

ИМТ (кг/м2) 23,49 ± 2,34

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические профили кон-
центрации инсулина в плазме крови участников после 
подкожного введения ТП и ПС (n = 32)

Таблица 2

Фармакокинетические параметры исследуемых препаратов, результаты оценки эквивалентности (n = 32)

Параметры
Ринсулин® микс 30/70 (TП)

a

Хумулин® М3
(ПС)a

Отношение TП/ПС 
[90 % ДИ]b

Cins.max, кМЕ/мл 46,20 ± 12,65 48,25 ± 13,85 0,96 [87,31; 105,26]

AUCins.0-12, (мкМЕ/мл) × ч 257,80 ± 87,63 271,03 ± 106,39 0,97 [85,23; 110,90]

AUCins.0-2, (мкМЕ/мл) × ч 41,87 ± 17,87 45,40 ± 23,49

AUCins.0-6, (мкМЕ/мл) × ч 161,53 ± 57,50 172,38 ± 69,87

AUCins.0-24, ((мкМЕ/мл) × ч 318,55 ± 112,89 330,77 ± 125,95

AUC0-∞, (мкМЕ/мл) × ч 362,16 ± 127,74 412,91 ± 220,26

tmax, ч 3,41 ± 1,46 3,52 ± 1,85

t1/2, ч 5,71 ± 4,45 8,14 ± 11,42
Примечание: a – результаты представлены в виде среднего ± стандартное отклонение; b – представлено отношение геометрических сред-
них, для отношения ФК параметров приведен 90 % ДИ.
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На рис. 2 представлены усредненные ФД кривые 
«СИГ–время». Зафиксирована сопоставимость пара-
метров действия ТП и ПС у добровольцев (табл. 3).  
Так, начало действия ИП (tGIRlag) зафиксировано 
в 0,56 ± 0,32 и 0,58 ± 0,35 ч, соответственно. Также 
сопоставимыми были время достижения максималь-
ной скорости инфузии глюкозы (tGIRmax), т. е. время 
наступления максимального эффекта изучаемых ин-
сулинов и максимальная СИГ (GIRmax) – собственно 
максимальный эффект. tGIRmax составил 4,85 ± 1,14 
и 4,81 ± 1,36 ч, GIRmax – 7,16 ± 2,17 и 7,21 ± 2,01 
мг/кг/мин соответственно, для ТП и ПС. Площади 
под кривыми AUCGIR0-12 составили 45,84 ± 15,22 и  
47,83 ± 14,53 (мг/кг) × 60, соответственно. Эти данные 
в совокупности с характерами кривых «СИГ–время» 
свидетельствуют о сопоставимости ФД эффектов ИП.

Количество выявленных нежелательных явлений 
приведено в табл. 4. Статистически значимых разли-
чий между сравниваемыми препаратами не выявлено. 
Степень тяжести всех НЯ была расценена врачом-
исследователем как лёгкая. У 10 добровольцев (6 – в 
группе тестируемого препарата, 4 – в группе препарата 
сравнения) были зарегистрированы 13 НЯ.

В исследовании были зафиксированы следую 
щие виды НЯ: «Флебит» (3 случая, из них 2 случая в 

группе тестируемого препарата и 1 случай в группе 
препарата сравнения), «Тромбофлебит» (1 случай в 
группе препарата сравнения), «Железодефицитная 
анемия вторичная» (1 случай в группе тестируемого 
препарата), «Гипербилирубинемия» (3 случая в группе 
тестируемого препарата и 2 случая в группе препарата 
сравнения), «Повышение активности АЛТ» и «Повы-
шение активности АСТ» (у одного и того же участника 
в группе тестируемого препарата), «Мочекаменная 
болезнь» (1 случай в группе тестируемого препарата). 
Все НЯ были оценены врачами-исследователями как 
имеющие возможную связь с введением препаратов, 
однако, учитывая особенности манипуляций в клэмп-
исследовании, а также возможные транзиторные 
метаболические нарушения при гиперинсулинемии, 
данные НЯ представляются не связанными с вве-
дением препаратов, а были обусловлены манипу-
ляциями в ходе проведения исследования. Все НЯ 
завершились полным выздоровлением. Медикамен-
тозная терапия потребовалась только в случае флебита 
(гепариновая мазь) и тромбофлебита (гепариновая 
мазь+ацетилсалициловая кислота).

Все жизненно важные показатели и показатели, 
полученные с помощью лабораторных и инструмен-
тальных способов исследования, оставались в пределах 
нормы или вариантов нормы, или имели клинически 
незначимые отклонения (кроме случаев обозначенных 
НЯ). Уровень ионов калия в крови оставался стабиль-
ным в течение исследования. Местных реакций на 
введение ИП не обнаружено.

В соответствии с регуляторными требованиями 
[6–8, 12] статистическая оценка эквивалентности 
ИП была проведена на основании укладывания 90 % 
доверительного интервала отношения первичных 
ФК-конечных точек ТП к ПС в заранее определённые 
границы эквивалентности. Границами эквивалентности 
служили рекомендованные Европейскими и отече-
ственными требованиями к изучению биоаналогичных 
(биоподобных) лекарственных препаратов, содержа-
щих рекомбинантный инсулин и аналоги инсулина, 
80–125 %. В данном исследовании было выявлено, что 
доверительный интервал для логарифмически преоб-
разованного отношения значений параметра Cins.max 

составил 87,31–105,26 %, а AUC
ins.0-12

 – 85,23–110,90 %. 

Рис. 2. Усредненные фармакодинамические кривые 
«СИГ-время» после подкожной инъекции ТП и ПС

Таблица 4

Нежелательные явления

Ринсулин® микс 30/70 (n = 32) Хумулин® М3 (n = 32) p-value

Число 
субъектов 

(%)

Количество  
случаев

Число 
субъектов 

(%)

Количество  
случаев

Нежелательные
явления 6 (18,75)

Лёгкая 9

4 (12,50)

Лёгкая 4

0,7323f
Средняя 0 Средняя 0

Тяжёлая 0 Тяжёлая 0

Всего 9 Всего 4
Примечание: f – точный критерий Фишера.
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Это подтвердило высокое подобие ТП Ринсулин® 
микс 30/70 оригинальному препарату.

Проанализированные фармакодинамические па-
раметры сравниваемых препаратов были сопоставимы. 
Особую клиническую значимость имеет синхронное 
начало действие препаратов, время наступления мак-
симального эффекта и продолжительность действия.

Качество проведённого клэпм-исследования, опре-
делённого по степени подавления секреции собствен-
ного инсулина и уровню удержания нормогликемии 
в течении клэмп-исследования, было удовлетвори-
тельным и сопоставимым между группами.

Ограничения исследования. Использование популя-
ции здоровых волонтеров позволило минимизировать 
влияние факторов сопутствующих заболеваний на 
показатели концентрации инсулина и глюкозы в 
плазме крови. Тем не менее, полученные данные на 
однородной выборке без сопутствующих факторов ис-
кажения можно экстраполировать на всю популяцию 
пациентов с сахарным диабетом.

Выводы

На основании проведённого двойного слепого, 
рандомизированного, сравнительного, перекрёстного 
исследования фармакокинетики препаратов Ринсу-
лин® микс 30/70, суспензия для подкожного введения, 
100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и Хумулин® 
М3, суспензия для подкожного введения, 100 МЕ/мл 
(«Лилли Франс», Франция) с использованием метода 

гиперинсулинемического эугликемического клэмпа 
на здоровых добровольцах ТП Ринсулин® микс 30/70 
и ПС Хумулин® М3 являются эквивалентными. Сопо-
ставимость также подтверждена на основе полученных 
данных ФД.

Сходность фармакологических (ФК/ФД) харак-
теристик данных типов инсулинов позволяет экстра-
полировать эффективность референтного препарата 
Хумулин® М3, суспензия для подкожного введения,  
100 МЕ/мл («Лилли Франс», Франция) на ТП Ринсу-
лин® микс 30/70, суспензия для подкожного введения, 
100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия).

Декларация о финансовых и других взаимоотно-
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Результаты двойного слепого рандомизированного  
сравнительного перекрёстного исследования  

фармакокинетики и фармакодинамики препаратов  
генно-инженерного инсулина человека

Майоров А. Ю.1, Авдеева О. И.2, Кокшарова Е. О.1, Беликова Т. М.2,  
Мишина Е. Е.1, Драй Р. В.2

1 – ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии» Минздрава России, Москва
2 – ГК «Герофарм», Санкт-Петербург

Резюме. Обоснование. В среднем, из всех мировых расходов на здравоохранение на сахарный диабет приходится около 12 %. Одним из первых отече-
ственных препаратов инсулина человека стал Ринсулин® Р, биосимиляр (биоаналог) препарата Хумулин® Регуляр. В программу клинических исследований 
биосимиляров препаратов инсулина входят исследования фармакологии: фармакокинетика, фармакодинамика и исследование клинической безопасности. 
Цель. Оценка биосимилярности препаратов Ринсулин® Р (биосимиляр) и Хумулин® Регуляр (оригинальный) в условиях гиперинсулинемического эуглике-
мического клэмпа на здоровых добровольцах. Материалы и методы. Исследование проведено на здоровых добровольцах мужского пола в возрасте от 18 
до 50 лет. Дизайн исследования – двойное слепое рандомизированное перекрёстное исследование сравнительной фармакокинетики и фармакодинамики 
препаратов. Препараты вводили подкожно в переднюю брюшную стенку в дозе 0,3 МЕ/кг однократно. Длительность забора крови для определения фар-
макокинетических параметров составила 10 ч: концентрацию инсулина в крови определяли методом иммуноферментного анализа. На основании уровня 
гликемии корректировали скорость инфузии глюкозы, данные которой использованы для расчёта фармакодинамических параметров. Результаты и 
обсуждение. Установлено, что исследуемые препараты характеризуются высокой степенью сходства показателей фармакокинетики и фармакодинамики.  
90 % доверительные интервалы для отношений средних геометрических значений первичных показателей фармакокинетики AUCins.0-t и Cins.max полно-
стью соответствуют допустимым пределам 80–125 % и составляют, соответственно, 88,61–111,52 и 85,41–109,51 %. 95 % доверительные интервалы 
для отношений средних геометрических значений первичных показателей фармакодинамики AUCGIR0-t и GIRmax полностью соответствуют допустимым 
пределам 80–125 % и составляют, соответственно, 93,48–112,29 и 95,75–109,17 %. Особую клиническую значимость имеют синхронное начало дей-
ствий препаратов, время наступления максимального эффекта и продолжительность действия. Частота нежелательных явлений была сопоставима 
в группах препаратов. Выводы. Препараты Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр являются эквивалентными.

Ключевые слова: инсулин генно-инженерный человеческий; биосимиляр; фармакокинетика; фармакодинамика; гиперинсулинемический 
эугликемический клэмп
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Results of a double-blind, randomized, comparative, cross-sectional study of the pharmacokinetics and pharmacodynamics 
 of genetically engineered human insulin preparations
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Resume. Justification. On average, about 12 % of all global healthcare spending on diabetes. One of the first domestic human insulin preparations was 
Rinsulin® R, the biosimilar (bioanalog) of Humulin® Regular. The clinical research program for biosimilars of insulin preparations includes pharmacology 
studies: pharmacokinetics, pharmacodynamics and clinical safety research. Purpose. Evaluation of the biosimilarity of the Rinsulin® R (biosimilar) and 
Humulin® Regular (original) preparations in the conditions of hyperinsulinemic euglycemic clamp in healthy volunteers. Materials and methods. The 
study was conducted on healthy male volunteers aged 18 to 50 years. Study design is a double-blind, randomized, cross-sectional study of comparative 
pharmacokinetics and pharmacodynamics of drugs. The drugs were injected subcutaneously into the anterior abdominal wall at a dose of 0.3 IU / kg once. 
The duration of blood sampling to determine the pharmacokinetic parameters was 10 hours: the concentration of insulin in the blood was determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay. Based on the level of glycemia, the glucose infusion rate was adjusted, the data of which were used to calculate the 
pharmacodynamic parameters. Results and discussion. It was found that the studied drugs are characterized by a high degree of similarity of pharmacokinetics 
and pharmacodynamics. 90 % confidence intervals for the ratios of the geometric mean values of the primary pharmacokinetics AUCins.0-t and Cins.max fully 
correspond to the permissible limits of 80–125 % and are, respectively, 88.61–111.52 and 85.411–109,51 %. 95 % confidence intervals for the ratios of the 
geometric mean values of the primary pharmacodynamics AUCGIR0-t and GIRmax fully correspond to the permissible limits of 80–125 % and are, respectively, 
93.48–112.29 and 95.75–109.17 %. Of particular clinical significance are the synchronous onset of action of drugs, the time of onset of the maximum effect 
and duration of action. The frequency of adverse events was comparable in the drug groups. Conclusions. Rinsulin® R and Humulin® Regular are equivalent.
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Введение

Сахарный диабет (СД) представляет собой се-
рьёзнейшую медицинскую и социально-экономи-
ческую проблему во всем мире. По данным Между-
народной Диабетической Федерации, в настоящий 
момент в мире около 425 млн человек страдают СД. 
К 2045 г. прогнозируется рост числа больных СД до 
629 млн [1]. По данным Российского Федерального 
регистра, больных сахарным диабетом на 1 января 
2019 г. зарегистрировано 4,62 млн человек с СД, за 
начало 2019 г. зафиксировано ещё 78,8 тыс. человек 
[2]. СД связан с колоссальными экономическими по-
терями практически во всех странах мира. Согласно 
исследованиям, в 2010 г. СД нанёс прямой ущерб ми-
ровой экономике в размере 376 млрд долларов США. 
Предполагается, что эта цифра увеличится к 2030 г. 
до 490 млрд. Косвенные экономические потери также 
весьма велики. В среднем, из всех мировых расходов 
на здравоохранение на СД приходится около 12 %. 
Экономические потери, связанные с СД, составляют в 
России около 3,12 млрд долларов США в год. К 2030 г. 
эта сумма может увеличиться до 3,35 млрд [3].

Главным направлением лечения больных с инсу-
линозависимым СД является заместительная инсу-
линотерапия, поскольку инсулин является наиболее 
действенным гипогликемическим агентом, приме-
няемым в настоящее время в клинической практике. 
За время своего существования препараты инсулина 
прошли эволюцию от природного инсулина, получае-
мого из поджелудочной железы сельскохозяйственных 
животных, до рекомбинантных препаратов и аналогов 
человеческого инсулина, не отличающихся по степени 
проявления нежелательных явлений от эндогенного 
инсулина.

Отечественное фармацевтическое производство 
позволяет увеличить надёжность обеспечения боль-
ных препаратами, конкуренцию производителей и, 
в итоге, повысить доступность препаратов инсулина 
для людей, страдающих СД.

Препарат Ринсулин® Р, производства ООО  
«ГЕРОФАРМ» успешно применяется в Российской 
Федерации с 2004 г. как воспроизведенный (био-
симилярный) препарата Хумулин® Регуляр [4]. За 
время применения не было выявлено случаев отме-
ны или приостановки действия регистрационного 
удостоверения. В рамках рутинных мероприятий по 
фармаконадзору также не было выявлено различий 
между препаратами.

Однако, в связи с изменением нормативных требо-
ваний [5–12] к программе доказательства биосимиляр-
ности препаратов инсулина, были проведены допол-
нительные сравнительные исследования, в том числе 
исследование клинической фармакологии. Золотым 
стандартом исследования клинической фармакологии 
инсулинов является метод гиперинсулинемического 
эугликемического клэмпа (ГЭК), рекомендуемый 

действующими нормативными стандартами [5, 11, 12]. 
Использование данного метода позволяет оценить как 
фармакокинетические (ФК), так и фармакодинами-
ческие (ФД) профили инсулинов и сделать вывод о 
подобии (биосимилярности) сравниваемых препаратов 
или выявить различия.

Благодаря этому, ГЭК отводят основную роль в 
программе доказательства биосимилярности [5, 6] как 
наиболее чувствительному методу сравнения ФК/ФД 
профилей [13, 14]. При этом полученные данные о 
сравнительной фармакологии тестируемого препарата 
(ТП) и препарата сравнения (ПС) могут служить под-
тверждением и их терапевтической эквивалентности, 
так как ФД показатель скорость инфузии глюкозы 
(СИГ) является принятым суррогатным маркером, 
который прямо измеряет эффект инсулина, заключа-
ющийся в утилизации экзогенно вводимой глюкозы 
[14]. Таким образом, проводить отдельные исследова-
ния эффективности при изучении биосимилярности 
инсулинов не требуется, поскольку конечные точки, 
изучаемые в этих исследованиях (обычно это HbA1c), 
считаются недостаточно чувствительными для выяв-
ления потенциальных клинически значимых различий 
между двумя инсулинами [5, 6, 11, 12].

Цель исследования. Доказательство биосимиляр-
ности препаратов Ринсулин® Р, раствор для инъекций, 
100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и Хумулин® 
Регуляр, раствор для инъекций, 100 МЕ/мл («Лилли 
Франс», Франция) в условиях ГЭК на здоровых до-
бровольцах.

Материалы и методы

В качестве дизайна исследования было выбрано 
двойное слепое рандомизированное перекрёстное ис-
следование сравнительной ФК и ФД ТП Ринсулин® Р 
(ООО «ГЕРОФАРМ», Россия) и ПС Хумулин® Регуляр 
(«Лилли Франс», Франция).

В соответствии с нормативными рекомендациями 
[5, 11], исследование было проведено на добровольцах 
мужского пола в возрасте от 18 до 50 лет (включитель-
но) европеоидной расы, с индексом массы тела 18,5– 
27 кг/м2 с верифицированным диагнозом «здоров» по 
данным стандартных клинических, лабораторных и 
инструментальных методов обследования. Основными 
критериями невключения были: эпизоды гипогли-
кемии в анамнезе или наличие в семейном анамнезе 
случаев верифицированного диагноза СД у ближайших 
родственников; уровень глюкозы в плазме натощак 
≥ 6,1 ммоль/л; уровень HbA

1С
 >6 %; пероральный 

глюкозотолерантный тест – уровень глюкозы в крови 
≥ 7,8 ммоль/л (через 2 ч после нагрузки глюкозой).

Исследование было проведено на базе клиниче-
ского центра ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр эндокринологии» Мини-
стерства здравоохранения Российской Федерации. Для 
участия в исследовании были привлечены здоровые 
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добровольцы из базы данных добровольцев исследо-
вательского центра.

Длительность исследования для каждого добро-
вольца не превысила 43 дней. Общая продолжитель-
ность исследования составила 2,5 мес. (с 19.02.2018 по 
04.05.2018 гг.).

Каждый доброволец в данном исследовании про-
шёл 5 визитов в исследовательский центр.

Визит 1 – скрининг. На данном визите был собран 
медицинский анамнез, проводили стандартные клиниче-
ский и биохимический анализы крови, анализ мочи, фи-
зикальный осмотр, оценку индекса массы тела, измерение 
жизненно важных показателей (артериального давления, 
частоты сердечных сокращений, частоты дыхательных 
движений, температуры тела). На основании результатов 
врач-исследователь делал вывод о соответствии добро-
вольца критериям для участия в исследовании.

Визит 2 и 4 – ГЭК. Добровольцев, успешно прошед-
ших скрининг (сокращённый скрининг, см. визит 3), 
допускали к проведению исследовательских периодов 
ГЭК. В периоде I ГЭК (Визит 2) проводили рандомиза-
цию добровольцев в одну из двух исследуемых групп; за 
исключением этого, период I ГЭК (Визит 2) и период 
II ГЭК (Визит 4) проходили аналогично. Доброволь-
цев накануне проведения ГЭК госпитализировали в 
клинический центр. Последний приём пищи был не 
позднее 19.00 с целью обеспечения проведения про-
цедур исследования натощак с периодом голодания не 
менее 12 ч до инъекции исследуемого препарата (ИП).

Утром перед началом проведения процедур ГЭК 
проводили обследование в рамках изучения безопас-
ности ИП согласно протоколу (физикальный осмотр, 
оценка жизненно важных показателей). Также про-
водили забор крови на ФК и определения базального 
уровня глюкозы в крови.

Примерно за 60 мин до планируемого введения 
ИП участники принимали горизонтальное положение, 
производили подготовку к процедуре ГЭК с постанов-
кой внутривенных катетеров и линий для инфузий в 
локтевую вену одной руки и вену кисти другой руки. 
Проводили мониторинг концентрации глюкозы в кро-
ви добровольцев. При соответствии уровня глюкозы в 
крови целевому диапазону (4,4–5,6 ммоль/л) в течение 
2 часов до инъекции ИП такого добровольца подвер-
гали процедуре ГЭК. Если уровень глюкозы в крови 
находился за пределами этих границ, исследователь мог 
перенести ГЭК для данного участника на другой день.

C целью снижения возможной необъективности 
исследователя ИП поступал в клинический центр в 
одинаковых упаковках разослеплённой команде, ос-
новной обязанностью которых, помимо прочего, была 
подготовка ИП перед введением субъекту исследования. 
Приготовление осуществляли за определённое время 
до инъекции в соответствии с предоставленными ин-
струкциями. После этого ИП в инсулиновом шприце 
передавали заслеплённой команде для осуществления 
инъекции. ИП вводили непосредственно перед ГЭК в 

дозе 0,3 МЕ/кг [5, 11, 12] однократно подкожно в область 
подкожно-жировой клетчатки передней брюшной стенки.

После инъекции ИП начинали контролировать 
уровень глюкозы в крови. За начало действия ИП при-
нимали снижение уровня глюкозы в крови на величину 
более 5 % от изначальной величины. После начала 
действия ИП начинали управляемую инфузию раствора 
глюкозы для поддержания целевого уровня глюкозы 
в крови 4,4–5,6 ммоль/л (80–100 мг/дл). Контроль и 
коррекцию скорости инфузии глюкозы (СИГ) произ-
водили каждые 5 мин в течение первых 8 часов, далее 
до 10 часов – каждые 10 мин.

Визит 3 – сокращённый скрининг. Визит проходил 
перед II периодом ГЭК (визитом 4), с целью под-
тверждения соответствия добровольца критериям для 
продолжения исследования. Проводили процедуры 
аналогичные визиту 1, кроме сбора медицинского 
анамнеза и подписания информированного согласия.

Визит 5 – заключительный визит безопасности.  
На данном визите проводили стандартные клинический 
и биохимический анализы крови, анализ мочи, физи-
кальный осмотр, оценку индекса массы тела, измерение 
жизненно важных показателей (артериального давления, 
частоты сердечных сокращений, частоты дыхательных 
движений).

Первичными конечными точками в настоящем ис-
следовании являлись ФК показатели ИП: суммарная 
площадь под кривой (AUC) «концентрация исследу-
емого инсулина – время» в интервале времени от 0 
до момента t отбора последней пробы биоматериала 
с определяемой концентрации активного вещества 
(AUCins.0-t), максимальная концентрация инсулина 
в крови за период наблюдения (Cins.max), и ФД пока-
затели ИП: суммарная площадь под кривой (AUC) 
«СИГ–время» в интервале времени от 0 до момента t 
отбора последней пробы биоматериала (AUCGIR0-t), 
максимальная СИГ за период исследования (GIRmax).

Вторичными конечными точками в настоящем 
исследовании являлись ФК показатели ИП: AUCins.0-2; 
AUCins.0-4; AUCins.0-6; время достижения максимальной 
концентрации инсулина – tmax; период полувыведения 
инсулина – t1/2; а также следующие ФД показатели: 
AUCGIR0-2; AUCGIR0-4; AUCGIR0-6; время достижения 
максимальной СИГ – tGIRmax; время между введением 
ИП и началом инфузии глюкозы – tGIRlag.

Критериями оценки безопасности в настоящем ис-
следовании являлись: частота и тяжесть возникновения 
нежелательных явлений (НЯ); отклонения от нормы 
жизненно важных показателей: артериального давления, 
частоты сердечных сокращений, частоты дыхательных 
движений, температуры тела; частота возникновения 
местных реакций в месте инъекции; отклонение от нормы 
уровня калия в крови; отклонения от нормы лаборатор-
ных показателей и ЭКГ.

Анализ результатов проводили на данных, получен-
ных непосредственно после введения ТП и ПС, группы 
Ринсулин® Р и Хумулин® Регуляр, соответственно.
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Каждому добровольцу вводили ТП и ПС (в разные 
периоды ГЭК). С целью исключения предвзятости и 
иных факторов, влияющих на получаемые данные, а 
также формирования однородных групп, добровольцы 
после прохождения скрининга были рандомизированы в 
соотношении 1:1. Для создания рандомизационной по-
следовательности использованы стандартные функции 
программного обеспечения R 3.4.2. Информацию о ран-
домизационных номерах передавали в исследовательский 
центр в запечатанных конвертах. Первая группа получила 
во время первого периода ТП, а во время второго пери-
ода – ПС. Вторая группа наоборот – во время первого 
периода получила ПС, а во время второго периода – ТП. 
Очередность периодов была неизвестна для добровольцев 
и исследователей.

Фармакокинетика. Для получения первичных дан-
ных по ФК отбор крови для определения концентрации 
инсулина в крови производили за –60 и –30 мин, непо-
средственно до введения ИП и после введения ИП по 
следующей схеме: первые 3 часа отбор осуществляли 
каждые 15 мин, затем до конца исследования – каждые 
30 мин. Общая продолжительность наблюдения соста-
вила 10 ч.

Для подтверждения угнетения выработки собствен-
ного инсулина осуществляли отбор образцов плазмы 
для определения концентрации С-пептида в точках 
отбора крови для определения концентрации инсулина.

Количественное определение инсулина и С-пептида 
было проведено в аналитической лаборатории ООО 
«Квинта-Аналитика Ярославль» методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) по заранее валидированной 
методике. Транспортировка из исследовательского 
центра была выполнена с соблюдением холодовой цепи 
не выше -20 оС. Анализ выполнен на автоматическом 
иммуноферментном анализаторе Personal Lab, произ-
водства Adaltis S.r.l., Италия.

Фармакодинамика. Количественное определение 
уровня глюкозы в крови в период ГЭК производили 
в образцах цельной венозной крови с помощью от-
калиброванных глюкометров StatStrip Glucose and 
β-Ketone Hospital Meter производства Nova Biomedical, 
США [15, 16].

До начала процедур исследования каждый добро-
волец подписал информированное согласие. Исследо-
вание было проведено в соответствии с Хельсинкской 
декларацией Всемирной медицинской ассоциации, 
принципами Надлежащей клинической практики и 
локальными регуляторными требованиями. Протокол 
исследования был одобрен Министерством Здравоох-
ранения РФ (разрешение №124 от 19.02.2016), а также 
независимым этическим комитетом при клиническом 
центре ФГБУ «Национальный медицинский иссле-
довательский центр эндокринологии» Министерства 
здравоохранения Российской Федерации (выписка 
протокола № 15 от 28.08.2017).

Принципы расчёта размера выборки. Ввиду того, 
что первичной целью исследования являлось сравнение 

ФК и ФД свойств препаратов Ринсулин® Р и Хумулин® 
Регуляр у здоровых добровольцев, для расчёта разме-
ра выборки были использованы данные по среднему 
значению и стандартному отклонению первичных 
ФК показателей AUCins.0-t и Cins.max и ФД показателей 
AUCGIR0-t и GIRmax [17]. Расчёт размера выборки был 
выполнен для более вариабельного показателя.

Методы статистического анализа данных. Стати-
стическую обработку данных и оформление результатов 
проводили с помощью пакетов программного обе-
спечения R 3.4.2. Площадь под кривой рассчитывали 
методом трапеций.

Статистический анализ выполнен в предположении 
о лог-нормальном распределении основных ФК и ФД 
параметров. Сравнение средних значений параметров 
для ТП и ПС проводили на основе мультипликативной 
модели, а доверительные интервалы строили для от-
ношений соответствующих средних геометрических 
значений.

После проведения логарифмического преобразова-
ния исследуемые показатели анализировали с помощью 
дисперсионного анализа (ANOVA). Дисперсионный 
анализ применяли для проверки гипотез о статистиче-
ской значимости вклада различных факторов (различия 
между препаратами, различия между испытуемыми, 
последовательность введения препаратов, периоды 
исследования) в наблюдаемую вариабельность. Полу-
ченная с помощью дисперсионного анализа оценка 
остаточной вариации использована при расчёте до-
верительного интервала для отношения средних гео-
метрических значений соответствующего параметра.

Процедура статистического сравнения состоя-
ла в вычислении параметрических двусторонних 90 % 
доверительных интервалов для ФК параметров и  
95 % доверительных интервалов для ФД параметров для отно-
шений соответствующих геометрических средних ТП и ПС.

Согласно регламентирующим стандартам, препара-
ты считались эквивалентными, если 90 % доверительные 
интервалы для геометрических средних, вычисленных для 
индивидуальных отношений логарифмически преобразо-
ванных значений AUCins.0-t и Cins.max, и 95 % доверительные 
интервалы для геометрических средних, вычисленных 
для индивидуальных отношений логарифмически пре-
образованных значений AUCGIR0-t и GIRmax, находились 
в пределах 80,00–125,00 % (0,80–1,25) [5, 11, 12]. 

Вторичные ФК параметры (AUCins.0-2, AUCins.0-4, 
AUCins.0-6, t1/2, tmax) и ФД параметры (AUCGIR0-2, AUCGIR0-4, 
AUCGIR0-6, tGIRmax, tGIRlag) анализировали с помощью 
показателей описательной статистики.

Анализ нежелательных явлений проведён в виде опи-
сания случаев, а также градации их по степени тяжести и 
причинно-следственной связи с введением препаратов.

Результаты и их обсуждение

После прохождения скрининга в исследование было 
включено 20 здоровых добровольцев, соответствующих 



¹ 3. 2019 51 ФАРМАКОКИНЕТИКА и фармАкодинамика

критериям включения/невключения. Характеристика 
добровольцев представлена в табл. 1. Все субъекты закон-
чили исследование в соответствии с протоколом, ни один 
субъект не исключён из анализа ФК и ФД свойств ИП.

Были рассчитаны показатели, подтверждающие 
качество ГЭК, основанные на результатах измерения 
уровня глюкозы в крови в течение ГЭК. Полученные 
результаты подтверждают удовлетворительное качество 
проведенных ГЭК (табл. 2).

На рис. 1 и в табл. 3 представлены усреднённые 
ФК кривые «концентрация–время» ТП и ПС в плазме 
добровольцев. Отмечена сопоставимость основных ФК 
характеристик. Так, Cins.max составила 155,02 ± 74,34 и 
153,74 ± 60,43 мкМЕ/мл, а AUCins.0-t – 605,09 ± 217,82 
и 611,99 ± 242,89 (мкМЕ/мл) × ч, соответственно.  

Точечные оценки индивидуальных отношений AUCins.0-t 

(ТП)/ AUCins.0-t (ПС) составила 99 %, а Cins.max (ТП)/ Cins.max 

(ПС) – 97 %. 90 % доверительные интервалы для гео-
метрических средних отношений составили, соответ-
ственно, 88,61–111,52 % и 85,41–109,51 %, что находит-
ся в рамках допустимого диапазона (80,00–125,00 %). 

Таблица 1

Демографическая и антропометрическая информация обо всех 
рандомизированных субъектах (среднее ± стандартное 

отклонение, n = 20)

Показатель Значения 

Возраст (лет) 28,65 ± 5,40

Масса тела (кг) 77,45 ± 9,98

Рост (см) 180,95 ± 7,39

ИМТ (кг/м2) 23,65 ± 2,75

Рис. 1. Усреднённые фармакокинетические профи-
ли концентрации инсулина в плазме участников после 
подкожного введения тестируемого препарата Ринсу-
лин® Р и препарата сравнения Хумулин® Регуляр (n = 20)

Таблица 2

Параметры качества гиперинсулинемического эугликемического клэмпа (среднее ± стандартное отклонение, n = 20)

Параметр Ринсулин® Р Хумулин® Регуляр

CV, % 6,07 ± 0,81 5,98 ± 0,80

Средний уровень удержания глюкозы, ммоль/л 4,99 ± 0,04 4,99 ± 0,05

Отклонение уровня глюкозы от цели, ммоль/л 0,26 ± 0,04 0,25 ± 0,04

Отклонение уровня глюкозы от допустимых границ, ммоль/л 0,0020 ± 0,0070 0,0005 ± 0,0022
Примечания: CV – коэффициент вариации, рассчитан как SD (глюкозы плазмы ммоль/л)/ mean (глюкозы плазмы ммоль/л); отклонение 
уровня глюкозы от цели, ммоль/л – отклонение уровня глюкозы от целевого уровня 5,6 ммоль/л, рассчитано как mean| 5,6 – xi |, где  
xi – результат измерения глюкозы плазмы в каждый момент времени; отклонение уровня глюкозы от допустимых границ, ммоль/л – от-
клонение уровня глюкозы от допустимых границ 5,04–6,16 ммоль/л (5,6 ± 0,56 ммоль/л), рассчитано как li = | 5,04 – xi |, ui = | 6,16 – xi | 
(расстояние до нижней и верхней границы, соответственно), где xi – результат измерения глюкозы плазмы в каждый момент времени, 
тогда расчётная величина равна mean (zi, ti).

Таблица 3

Фармакокинетические параметры исследуемых препаратов, результаты оценки эквивалентности

Параметры N Ринсулин® Р (TП)1 N Хумулин® Регуляр (ПС)1 Отношение TП/ПС [90 % ДИ]2

C
ins.max

, кМЕ/мл 20 155,02 ± 74,34 20 153,74 ± 60,43 0,97 [85,41; 109,51]

AUC
ins.0-t

, (мкМЕ/мл) × ч 20 605,09 ± 217,82 20 611,99 ± 242,89 0,99 [88,61; 111,52]

AUC
ins.0-2

, (мкМЕ/мл) × ч 20 161,78 ± 88,29 20 180,73 ± 89,69

AUC
ins.0-4

, (мкМЕ/мл) × ч 20 374,38 ± 156,17 20 390,51 ± 162,61

AUC
ins.0-6

, (мкМЕ/мл) × ч 20 494,00 ± 184,55 20 519,86 ± 210,28

t
max

, ч 20 2,74 ± 1,49 20 2,50 ± 1,57

t
1/2

, ч 20 2,53 ± 3,12 193 1,76 ± 0,72

Примечания: 1 – результаты представлены в виде среднего ± стандартное отклонение; 2 – представлено отношение геометрических сред-
них, для отношения ФК параметров приведен 90 % ДИ; 3 – поскольку для вычисления t

1/2
 требуется не менее 3 ненулевых убывающих 

точек, то для субъектов, у которых отсутствовали таковые, t
1/2

 не рассчитывали.
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Эти данные в совокупности с характерами кривых 
«концентрация – время» свидетельствуют о сопоста-
вимости ФК ИП.

На рис. 2 и в табл. 4 представлены усреднённые 
ФД кривые «СИГ–время». Зафиксирована сопоста-
вимость параметров действия ТП и ПС у здоровых 
добровольцев. Так, время между введением ИП и на-
чалом инфузии глюкозы (tGIRlag) составило 25,8 ± 12,6 и  
27,0 ± 13,2 мин, соответственно. Площади под кривыми 

AUCGIR0-t составили 53,85 ± 15,98 и 51,98 ± 13,77 (мг/кг) × 
× 60, а максимальные СИГ GIRmax 10,11 ± 2,78 и  
9,99 ± 3,16 мг/кг/мин, соответственно. Точечные оценки 
индивидуальных отношений AUCGIR0-t (ТП)/ AUCGIR0-t 
(ПС) и GIRmax (ТП)/ GIRmax (ПС) составили 102 % для 
обоих параметров. 95 % доверительные интервалы для 
геометрических средних отношений составили, соответ-
ственно, 93,48–112,29 % и 95,75–109,17 %, что находит-
ся в рамках допустимого диапазона (80,00–125,00 %). 
Значения коэффициентов внутрииндивидуальной 
вариабельности ФД параметров AUCGIR0-t и GIRmax 

составили, соответственно, 13,86 и 9,89 %. Эти 
данные в совокупности с характерами кривых 
«СИГ–время» свидетельствуют о сопоставимости 
ФД эффектов ИП.

Сводная информация по НЯ представлена в табл. 5. 
В ходе проведения исследования серьёзных НЯ не 
наблюдалось. Ни один из испытуемых не прекратил 
участие в исследовании по причине развития нежела-
тельного явления.

У 2 добровольцев (10 %) в группе ТП было заре-
гистрировано 2 НЯ: 1 НЯ было определено врачами-
исследователями как имеющее возможную связь с 
введением ИП и 1 НЯ – как вероятную.

У 2 добровольцев (10 %) в группе ПС было зареги-
стрировано 2 НЯ: 1 НЯ было определено врачами-ис-
следователями как не имеющее связь с введением ИП 
и 1 НЯ как имеющее вероятную связь.

Частота выявленных нежелательных явлений была 
одинакова в сравниваемых группах.

Рис. 2. Усреднённые фармакодинамические кривые 
«скорость инфузии глюкозы – время» после подкож-
ной инъекции тестируемого препарата Ринсулин® Р и 
препарата сравнения Хумулин® Регуляр (n = 20)

Таблица 4

Фармакодинамические параметры исследуемых препаратов, результаты оценки эквивалентности (n = 20)

Показатели Ринсулин® Р (ТП)1 Хумулин® Регуляр (ПС)1 Отношение ТП/ПС [95 % ДИ]2

AUCGIR0-t, мг/кг × 60 53,85 ± 15,98  51,98 ± 13,77 1,02 [93,48; 112,29]

GIRmax, мг/кг/мин  10,11 ± 2,78 9,99 ± 3,16 1,02 [95,75; 109,17]

AUCGIR0-2, мг/кг × 60 7,06 ± 4,28 7,29 ± 4,32

AUCGIR0-4, мг/кг × 60 22,96 ± 9,98 23,12 ± 9,63

AUCGIR0-6, мг/кг × 60 38,63 ± 13,86 38,64 ± 13,08

tGIRmax, ч 4,09 ± 1,16 4,09 ± 1,31

tGIRlag, мин 25,8 ± 12,6 27,0 ± 13,2

Примечания: 1 – результаты представлены в виде среднего ± стандартное отклонение; 2 – представлено отношение геометрических сред-
них, для отношения ФД параметров приведен 95 % доверительный интервал (ДИ).

Таблица 5

Нежелательные явления

Ринсулин® Р (n = 20) Хумулин® Регуляр (n = 20)

Количество 
субъектов (%)

Степень НЯ
Количество 

случаев
Количество 

субъектов (%)
Степень НЯ

Количество 
случаев

Нежелательные 
явления 2 (10,0)

Лёгкая 2

2 (10,0)

Лёгкая 2

Средняя 0 Средняя 0

Тяжёлая 0 Тяжёлая 0

Всего 2 Всего 2
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В настоящем исследовании были зафиксированы 
следующие виды НЯ:

• Связанные с введение ИП:
«Повышение активности КФК» (1 случай у 1 участ-

ника в группе ТП);
«Гипербилирубинемия» (2 случая у 2 участников 

по одному в каждой группе).
• Не связанные с введением ИП:
«Геморрагическая анемия» (1 случай у 1 участника 

в группе ПС).
Все НЯ были оценены врачами-исследователями 

как несерьёзные, полностью обратимые, лёгкой степе-
ни тяжести. Все НЯ завершились выздоровлением без 
применения медикаментозной терапии.

Все жизненно важные показатели и показатели, 
полученные с помощью лабораторных и инструмен-
тальных способов исследования, оставались в пределах 
нормы или вариантов нормы или имели клинически 
незначимые отклонения (кроме отклонений в рамках 
НЯ). Уровень ионов калия в крови оставался стабиль-
ным в течение исследования. Местных реакций на 
введение ИП не обнаружено.

В соответствии с регуляторными требованиями 
[5, 6, 11, 12] статистическая оценка эквивалентности 
ИП была проведена на основании укладывания 90 % 
доверительных интервалов отношений первичных 
ФК конечных точек ТП к ПС и 95 % доверительных 
интервалов отношений первичных ФД параметров ТП 
к ПС в заранее определённые границы эквивалентности. 
Границами эквивалентности служили рекомендованные 
Европейскими и отечественными требованиями к из-
учению биоаналогичных (биоподобных) лекарственных 
препаратов, содержащих рекомбинантный инсулин и 
аналоги инсулина – 80–125 %. В данном исследовании 
было выявлено, что доверительные интервалы для ло-
гарифмически преобразованных отношений значений 
параметра Cins.max составил 85,41–109,51 %, AUCins.0-t – 
88,61–111,52 %, GIRmax – 95,75–109,17 % и AUCGIR0-t – 
93,48–112,29 %. Это подтверждает высокое подобие ТП 
Ринсулин® Р оригинальному препарату.

При выполнении дисперсионного анализа ФК па-
раметров AUCins.0-t и Cins.max (логарифмически преобра-
зованные данные) установлено, что значимый вклад в 
наблюдаемую вариабельность данных внесли факторы 
«Последовательность» (p-value = 0,00242 и 0,00004, 
соответственно) и «Субъект» (p-value < 0,00001), вклад 
остальных факторов («Период» и «Препарат») был 
статистически незначимым (p-value > 0,05). При этом 
были получены значения остаточной вариации, равные 
0,04396 и 0,05137 для AUCins.0-t и Cins.max, соответственно, 
которые в дальнейшем были использованы при расчёте 
доверительных интервалов для отношений средних 
значений рассматриваемых параметров.

При выполнении дисперсионного анализа ФД 
параметров AUCGIR0-t и GIRmax (логарифмически пре-
образованные данные) установлено, что значимый 
вклад в наблюдаемую вариабельность данных внес 

фактор «Субъект» (p-value ≤ 0,00001), а для параметра 
GIRmax также «Последовательность» (p-value = 0,00908), 
вклад остальных факторов («Период» и «Препарат», 
а для параметра AUCGIR0-t и «Последовательность») 
был статистически незначимым (p-value >0,05). При 
этом получены значения остаточной вариации, рав-
ные 0,01903 и 0,00974, соответственно, для AUCGIR0-t 
и GIRmax, которые в дальнейшем были использованы 
при расчёте доверительных интервалов для отношений 
средних значений рассматриваемых параметров.

Считается, что при относительно коротком проме-
жутке между введениями препаратов и при адекватном 
периоде «отмывки» (значительно превышает период 
полувыведения препарата, который для человеческого 
инсулина составляет несколько минут, а продолжитель-
ность действия не более 8 ч), выявляемый статистически 
значимый фактор «Последовательность» является, 
скорее всего, как и фактор «Субъект», частью межинди-
видуальной вариабельности (случайная рандомизация 
субъектов в две последовательности), и не влияет на 
оценку доверительного интервала, основанного на 
остаточной внутрииндивидуальной вариации, а значит 
и на вывод о биосимилярности препаратов.

Проанализированные ФК и ФД параметры срав-
ниваемых препаратов были сопоставимы. Особую 
клиническую значимость имеет синхронное начало 
действие препаратов, время наступления максималь-
ного эффекта и продолжительность действия.

Качество проведённого ГЭК, определённого по 
степени подавления секреции собственного инсулина и 
уровню удержания нормогликемии в течение ГЭК, было 
удовлетворительным и сопоставимым между группами.

Ограничения исследования. При использовании по-
пуляции здоровых волонтеров было минимизировано 
влияние факторов сопутствующих заболеваний на по-
казатели концентрации инсулина и глюкозы в плазме. 
Тем не менее, полученные данные на однородной вы-
борке без сопутствующих факторов искажения можно 
экстраполировать на всю популяцию пациентов с СД.

Выводы

На основании проведённого двойного слепого 
рандомизированного сравнительного перекрестного 
исследования ФК и ФД препаратов Ринсулин® Р, рас-
твор для инъекций, 100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», 
Россия) и Хумулин® Регуляр, раствор для инъекций,  
100 МЕ/мл («Лилли Франс», Франция) с использовани-
ем метода гиперинсулинемического эугликемического 
клэмпа на здоровых добровольцах ТП Ринсулин® Р 
и ПС Хумулин® Регуляр являются эквивалентными.

Сходность фармакологических (ФК/ФД) харак-
теристик данных типов инсулинов позволяет экстра-
полировать эффективность референтного препарата 
Хумулин® Регуляр, раствор для инъекций, 100 МЕ/мл 
(«Лилли Франс», Франция) на ТП Ринсулин® Р, раствор 
для инъекций, 100 МЕ/мл (ООО «ГЕРОФАРМ», Россия).
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Комплексная клинико-экономическая
оценка лекарственных средств

для включения в ограничительные перечни

• Оценка эффективности и безопасности

- систематический обзор

- мета-анализ

- непрямые и смешанные сравнения,

  сетевой мета-анализ

• Разработка моделей принятия решений в MS Excel

• Локальная адаптация CORE-моделей

• Клинико-экономический анализ

• Анализ влияния на бюджет

• Подготовка Предложения на включение 

в ограничительные перечни

Предлагаем Вашему вниманию 
полноцветное качественное 
издание «Включение лекарственных 
препаратов в ограничительные 
перечни: пошаговый алгоритм»
под общей редакцией Белоусова Д.Ю., 
Зырянова С.К., Колбина А.С., 
в соавторстве с Карповым О.И., 
Чебердой А.Е., Балыкиной Ю.Е.

О ЧЁМ ЭТА КНИГА?

Это невероятно полезный и компактный 
ресурс по подготовке Предложения на 
включение в ограничительные Перечни 
лекарственных препаратов. После 
прочтения этой книги процесс включения 
в Перечни сложится из разрозненных 
пазлов в единую картину.

Почему она достойна вашего внимания?

На страницах книги авторы профессионально, шаг за шагом, подробно и доходчиво 
объясняют методы сбора доказательной базы, рассказывают о методологии 
проведения сравнительной оценки эффективности и безопасности, клинико-
экономических исследований и анализа влияния на бюджет, современных 
рекомендациях по подготовке Предложения на включение в ограничительные 
Перечни.

Кому следует её приобрести?

Издание предназначено для специалистов в области фармакоэкономики, оценки 
технологий здравоохранения, лекарственного обеспечения, внедрения 
лекарственных препаратов на российский фармацевтический рынок.

Приобрести книгу можно по:
тел. +7 (910) 449-22-73 или e-mail: eva88@list.ru

Выходные данные: Включение лекарственных препаратов в ограничительные 
перечни: пошаговый алгоритм / под общ. ред. Белоусова Д. Ю., Зырянова С. К., 
Колбина А. С. — М. : Издательство ОКИ : Буки Веди, 2019. — 252 с. : ил. 
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