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 ◆ В обзоре обсуждаются особенности доклинических исследований биотехнологических лекарственных препаратов на 
примере разработки оригинального слитого белка RPH-104 — высокоактивного ингибитора ИЛ-1β-опосредованного 
сигнального пути. Особенность препаратов данного класса определяется сложностью молекул и их видовой 
специфичностью. Исследования эффективности, фармакокинетики и токсичности биотехнологических препаратов 
необходимо проводить на релевантных видах животных. Важно учитывать возможность появления иммуногенно-
сти, а также оценивать риск возникновения цитотоксических реакций. Правильное планирование доклинических 
исследований позволяет получить достоверную и достаточную информацию о потенциальных органах-мишенях 
токсического воздействия, установить его обратимость и определить параметры безопасности для лекарственного 
препарата. Соблюдение этических принципов предусматривает оптимизацию исследований in vivo с помощью 
применения современных методов анализа in silico, компьютерного моделирования и тестирования in vitro.
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 ◆ Nonclinical studies of biotechnology-derived medicinal products are discussed in the article in terms of new original fusion 
protein RPH-104 – high potency IL-1β signal pathway antagonist. Specificity of biotherapeutics is connected to complexity of 
molecules. Efficacy, pharmacokinetic and toxicity nonclinical studies of the biotherapeutics are conducted using relevant spe-
cies taking into consideration potent immunogenicity. Cytotoxic reactions risk assessment is also important. Accurate nonclini-
cal studies planning can help to obtain sufficient information about potential target organs for toxicity, reversibility of toxic 
effects and determine safety parameters. According to ethical principles in vivo studies can be optimized using modern in silico 
analysis, computer modelling and in vitro testing.
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Достижения последних десятилетий в понимании 
роли специфических белков и рецепторов в патоге-

незе заболеваний, а также развитие биотехнологических 
процессов производства привели к появлению значи-
тельного числа инновационных лекарственных средств. 
Использование в клинической практике биотехнологи-
ческих лекарственных препаратов (БП) открыло новые 
возможности для лечения онкологических, аутоиммун-
ных и аллергических, эндокринных и других заболе-
ваний. Важность разработки препаратов этого класса 
подчеркивается в «Комплексной программе развития 
биотехнологий в Российской Федерации до 2020 г.». 
Ожидается существенное увеличение объема производ-
ства БП, что должно привести к сокращению их импор-
та [1].

Активный компонент БП произведен или выделен из 
биологического источника. К БП относятся: цитокины, 
активаторы плазминогена, рекомбинантные факторы 
плазмы крови, факторы роста, гибридные белки (фьюжн 
белки, химерные белки), ферменты, рецепторы, гормо-
ны и моноклональные антитела. Производятся такие 
препараты с использованием современных технологий, 
например, методов рекомбинантной ДНК, гибридом, 
контролируемой экспрессии генов и других [2, 3].

Важным аспектом разработки новых лекарственных 
средств является получение информации об их безопас-
ности и эффективности на основании проведенных до-
клинических исследований (ДКИ) [4]. Особенности 
составления программы ДКИ для БП связаны со слож-
ностью структуры действующего вещества белковой 
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природы, а также с его высокой видовой специфично-
стью и возможной иммуногенностью [2, 5].

Целью данного обзора является обсуждение спец-
ифики проведения ДКИ БП (в частности, терапевтиче-
ских моноклональных антител и слитых белков) на при-
мере разработки оригинального слитого белка димерной 
структуры RPH-104 (РФМ-104), который планируется 
использовать для лечения интерлейкин-1β (ИЛ-1β)-
опосредованных заболеваний, таких как подагра, бо-
лезнь Бехчета, средиземноморская семейная лихорадка 
и других.

Регуляторные требования к проведению  
доклинических исследований биотехнологических 

лекарственных препаратов в Российской  
Федерации

Современные тенденции развития отечественных ре-
гуляторных требований к проведению ДКИ направлены 
на гармонизацию российских рекомендаций с между-
народными – документами Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), Европейского Медицинского 
Агентства (ЕМА), Управления по санитарному надзо-
ру за качеством пищевых продуктов и медикаментов 
(FDA), Международной конференции по гармонизации 
(ICH) [3, 6-11]. Во многом этому способствует работа 
организации региональной экономической интеграции - 
Евразийского экономического союза (ЕАЭС), объединя-
ющего национальные рынки обращения лекарственных 
средств Российской Федерации, Республики Беларусь, 
Кыргызской Республики, Республики Армения, Респу-
блики Казахстан [12].

Евразийской экономической комиссией по вопро-
сам обеспечения качества лекарственных средств вы-
пущен ряд наднациональных регуляторных докумен-
тов, регламентирующих проведение ДКИ БП [2,4,13]. 
В Российской Федерации действуют национальные ре-
гламентирующие документы, а также рекомендации по 
проведению ДКИ [14-23]. Подход к проведению ДКИ, 
применявшийся ранее в Российской Федерации, в неко-
торых аспектах не совпадает с международными требо-
ваниями, например, отличается сложившаяся термино-
логия, классификация исследований, соблюдение пра-
вил надлежащей лабораторной практики, требования 
к объему, последовательности и этапности проведения 
ДКИ и другие [24]. С 2021 года наднациональные тре-
бования ЕАЭС будут приоритетными при регистрации 
лекарственного препарата, что определяет актуальность 
их использования при разработке БП [4]. 

В целом реализуется использование международ-
ного опыта разработки БП для получения максималь-
но полной характеристики на уровне производства и 
доклинических исследований, а также потенциальной 
возможности проведения клинических исследований и 
регистрации БП за рубежом.

Особенности формирования программы  
доклинических исследований биотехнологических 

лекарственных препаратов
Программу ДКИ формируют с учетом правил реги-

страции и экспертизы лекарственных средств для меди-
цинского применения [4]. К моменту начала ДКИ важно 
располагать информацией о физико-химических свой-
ствах БП. Эта информация включена в модуль 3 (каче-
ство) общего технического документа регистрационно-
го досье, а также модуль 4, посвященный ДКИ. Модуль 

4 включает результаты фармакологических, фармакоки-
нетических и токсикологических ДКИ [4].

Первичную фармакодинамическую активность БП в 
отношении основного терапевтического показания де-
монстрируют в тестах in vitro и в исследованиях in vivo 
(при наличии подходящих моделей на животных) [2, 3, 
5]. Важно получить информацию об эффективных дозах 
и наиболее приемлемых схемах введения препарата, ко-
торые в дальнейшем будут использоваться при лечении 
пациентов. Обязательны для изучения вторичные фар-
макодинамические эффекты, не связанные с первичной 
терапевтической активностью, а также фармакологиче-
ская безопасность БП в отношении сердечно-сосуди-
стой, центральной нервной, дыхательной и других си-
стем организма [2, 3, 22].

Чтобы прогнозировать широту терапевтического 
действия препарата с учетом его экспозиции необхо-
димо до начала клинических исследований понимать 
особенности абсорбции, распределения и клиренса БП. 
Для БП проводят как самостоятельные фармакокинети-
ческие исследования и оценку биодоступности, так и 
токсикокинетические исследования в рамках изучения 
токсичности на релевантных видах животных. Мета-
болизм БП не требует отдельного изучения, поскольку 
известно, что белки деградируют до пептидов и амино-
кислот [2, 3, 21].

При планировании исследований общетоксического 
действия при однократном и многократном введении БП 
уделяют внимание изучению иммунологической безо-
пасности (оценка потенциальной иммуногенности, вли-
яние на уровень цитокинов и основные субпопуляции 
иммунокомпетентных клеток). Т-зависимый клеточный 
иммунный ответ можно изучить в рамках исследования 
длительной токсичности. Оценку местной переносимо-
сти включают в исследование токсичности, при этом 
важно использовать ту лекарственную форму БП, кото-
рая будет применяться в клинических исследованиях. 
Стандартные методы исследований генотоксичности 
для БП не применяют. Решение в отношении проведе-
ния ДКИ репродуктивной и онтогенетической токсич-
ности, а также канцерогенности принимают на основа-
нии полученных ранее данных ДКИ, учитывая свойства 
БП, терапевтическое показание, популяцию пациентов, 
наличие подходящего вида животных, иммуногенность 
и т.д. ДКИ должны обеспечить получение исчерпываю-
щей информации для расчета первоначальной безопас-
ной дозы и схемы увеличения доз в клинических иссле-
дованиях, понимание органов-мишеней для токсическо-
го действия препарата [2, 3, 21].

Оценка физико-химических свойств и контроль 
качества биотехнологических лекарственных  

препаратов
Известно, что специфические биологические и им-

мунохимические свойства активной фармацевтической 
субстанции БП зависят от особенностей химической 
и конформационной структуры белка (рис. 1 на 2-й 
стр. обложки). Группа БП включает молекулы различ-
ных классов, поэтому при составлении программы ис-
следований и для подбора методов оценки учитывают 
специфику конкретного препарата. Как правило, про-
водят исследование аминокислотной последовательно-
сти, вторичной и третичной структуры белка, профиля 
гликозилирования и других параметров [2, 3]. Для те-
рапевтических моноклональных антител должны быть 
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определены класс, строение легких цепей, микрогетеро-
генность, точки гликозилирования, молекулярная масса, 
N- и С-концевые последовательности, вторичная и тре-
тичная структура [21].

При разработке БП необходимо получить данные 
об основных характеристиках как активной фарма-
цевтической субстанции, так и готовой лекарственной 
формы, поскольку состав вспомогательных веществ 
разрабатывается с учетом пути введения препарата в 
клинической практике и обуславливает стабильность 
молекулы [2, 5, 21].

Для БП первостепенную роль играет контроль про-
изводственных процессов. Изменения клеток системы 
экспрессии и условий их культивирования при произ-
водстве БП влияет на последующие свойства молеку-
лы, например, профиль гликозилирования, вероятность 
лизиса или агрегации белка. В процессе производства 
возможно появление примесей: белков родительских 
клеток, ДНК штамма-продуцента, остаточного белка A, 
эндотоксинов, а также появление примесей, связанных 
с активной фармацевтической субстанцией - продуктов 
деградации, усеченных продуктов, агрегатов и мульти-
меров. Следует исключить возможность контаминации 
вирусами, компонентами культуральной среды или ма-
териалами, которые были использованы в процессе про-
изводства и очистки белка [2, 5, 21]. Многоэтапный про-
цесс производства требует строгого контроля каждой из 
стадий, поскольку качество произведенного БП влияет 
на результаты ДКИ.

Фармакодинамика in vitro
Изучение эффективности препарата in vitro предпо-

лагает оценку связывания с мишенью и функциональ-
ное тестирование на клеточных линиях. Специфику 
взаимодействия исследуемого препарата с мишенью 
можно продемонстрировать различными методами, в 
частности, используют проточную цитометрию, имму-
ноферментный анализ, поверхностный плазмонный ре-
зонанс и другие [2, 3, 5, 21].

В качестве иллюстрации особенностей проведения 
ДКИ БП рассмотрим пример разработки компанией 
Р-Фарм оригинального препарата RPH-104.

RPH-104 — новый антагонист ИЛ-1 с молекулярной 
массой 153 кДа, представляющий собой гетеродимер-
ный гибридный белок, в котором одна часть состоит из 
внеклеточного домена человека ИЛ1-R1 и Fc-фрагмента 
IgG1 человека. Вторая часть гетеродимера состоит из ча-
сти ИЛ1-RAcP человека и второй версии Fc-фрагмента 
IgG1 человека. ИЛ-1 является центральным медиато-
ром врожденного иммунитета и воспаления. Семейство 
цитокинов ИЛ-1 состоит из 11 компонентов, включая 
наиболее изученные — ИЛ-1α, ИЛ-1β и ИЛ-1RА, связы-
вающиеся с рецептором ИЛ-1 типа 1 (ИЛ-1R) [25, 26]. 
После связывания ИЛ-1α и ИЛ-1β запускается каскад 
провоспалительных медиаторов, хемокинов и цитоки-
нов, в отличие от ИЛ-1RА, который не активирует про-
воспалительные стимулы [27, 28].

RPH-104 является высокоактивным ингибитором 
ИЛ-1β-опосредованного сигнального пути, что было 
продемонстрировано в исследовании ингибирующего 
действия RPH-104 на ИЛ-1β-стимулированную секре-
цию ИЛ-6 клетками линии MRC-5. В серии эксперимен-
тов с использованием метода плазмонного резонанса 
была проведена оценка связывания RPH-104 с ИЛ-1α, 
ИЛ-1β и ИЛ-1RА. Результаты исследований демонстри-

руют, что ИЛ-1β является предпочтительной мишенью 
RPH-104, поскольку аффинность связывания препарата 
с ИЛ-1β выше, чем с ИЛ-1RA и ИЛ-1α.

Оценка вторичной фармакодинамики in vitro для 
препаратов терапевтических моноклональных антител и 
гибридных белков, содержащих Fc-фрагмент, включает 
исследование связывания с Fcγ-рецепторами и изучение 
антителозависимой клеточной цитотоксичности (АЗКЦ) 
и комплементзависимой цитотоксичности (КЗЦ). 

Считается, что лекарственные препараты, распозна-
ющие антигены на поверхности клетки, могут связы-
ваться с Fcγ-рецепторами, расположенными на эффек-
торных клетках (моноцитах, макрофагах, натуральных 
киллерах, нейтрофилах и других) или с фрагментом 
комплемента 1q, индуцировать цитотоксические реак-
ции — АЗКЦ, КЗЦ и прямой апоптоз [29]. Известно, что 
АЗКЦ и КЗЦ являются критическим эффекторным ме-
ханизмом действия противоопухолевых биологических 
препаратов для селективного уничтожения опухолевых 
клеток. Однако для других видов терапии эти функции 
могут представлять потенциальный риск появления не-
желательных явлений у человека [30].

Связывание с неонатальным Fc-рецептором (FcRn) 
способствует увеличению периода полувыведения пре-
парата [31]. FcRn представляет собой гетеродимерный 
рецептор, гомолог молекулы основного комплекса ги-
стосовместимости класса I, который широко экспресси-
руется почти во всех клетках крови, а также эндотелиаль-
ных клетках, эпителиальных клетках и синцитиотрофо-
бластах плаценты [32, 33]. Механизм FcRn-зависимого 
рециклинга заключается в рН-зависимом поглощении 
белка в клетки путем эндоцитоза. Связывание с рецеп-
торами FcRn в эндосомах обеспечивает защиту от раз-
рушения лизосомальными ферментами и последующее 
возвращение белка обратно в кровоток при физиологи-
ческом рН (рис. 2 на 2-й стр. обложки) [34]. 

Аффинность связывания RPH-104 с Fc-рецепторами 
(FcγRI, FcγRIIa, FcγRIIb, FcγRIIIb и FcRn) оценивали 
методом плазмонного резонанса. Было показано, что 
связывание RPH-104 с Fc-рецепторами ниже по сравне-
нию с контролем — IgG1 человека, что свидетельству-
ет о малой вероятности возникновения реакций цито-
токсичности. Однако чтобы исключить потенциальную 
цитотоксичность были проведены исследования по 
оценке влияния RPH-104 на АЗКЦ и КЗЦ. В результате 
проведения экспериментов доказано, что АЗКЦ и КЗЦ 
для RPH-104 незначительны и обнаруживаются только 
при использовании препарата в очень высокой концен-
трации. Эти данные свидетельствуют о низком риске 
возникновения АЗКЦ и КЗЦ при введении RPH-104 че-
ловеку, что было подтверждено в клинических иссле-
дованиях препарата.

Для моноклональных антител и слитых белков вы-
полняют оценку тканевой перекрестной реактивности. 
С помощью этого иммуногистохимического исследо-
вания возможно изучить непредусмотренную реактив-
ность или цитотоксичность в отношении тканевых анти-
генов человека, не являющихся тканями-мишенями для 
антител заданной специфичности [21]. В Российской 
Федерации рекомендовано использование 26 типов нор-
мальных тканей одного донора: миндалины, тимус, лим-
фатические узлы, костный мозг, клетки крови, легкие, 
печень, почки, желчный пузырь, селезенка, желудок, 
кишечник, поджелудочная железа, околоушная железа, 
щитовидная железа, паращитовидная железа, надпочеч-
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Рис. 3. Алгоритм принятия решения по проведению ДКИ in vivo. 
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ник, гипофиз, головной мозг, периферические нервы, 
сердце, поперечно-полосатые мышцы, яичник, яичко, 
кожа, кровеносные сосуды [21, 35].

В исследовании перекрестной тканевой реактивно-
сти RPH-104 оценивали связывание препарата с крио-
образцами тканей человека и яванских макак. В качестве 
контроля использовали ткани небных миндалин человека 
и белковые пятна ИЛ-1α и ИЛ-1β. Препарат RPH-104 и 
IgG1 (контроль) предварительно конъюгировали с био-
тином. Было выявлено минимальное специфическое по-
ложительное окрашивание комплексом RPH-104–биотин 
образцов, причем окрашивание для тканей человека и 
яванских макак показало высокую сопоставимость.

Таким образом, полученные результаты позволяют 
сделать вывод о предпочтительной мишени препарата 
RPH-104 — ИЛ-1β, особенностях вторичной фармако-
динамики и безопасности RPH-104 с точки зрения про-
явления реакций цитотоксичности. Данные исследова-
ния перекрестной тканевой реактивности подтвержда-
ют возможность использования яванских макак в ДКИ и 
дают информацию о специфичности препарата, помогая 
адекватно оценить его терапевтический эффект в клини-
ческих исследованиях.

Подбор подходящего вида для доклинических  
исследований in vivo

Достоверность полученных результатов ДКИ и воз-
можность их использования для планирования клини-
ческих исследований зависят от правильности выбора 

релевантного (подходящего) вида жи-
вотных. Релевантным признается вид, 
у которого экспрессируется и является 
функционально активным таргетный 
рецептор или эпитоп (для монокло-
нальных антител). Существуют раз-
личные подходы для выбора реле-
вантного вида: тестирование in vitro, 
ex vivo исследования на тканях, ана-
лиз литературных данных и другие 
(рис. 3) [2, 3].

In vitro исследования по выбору 
релевантного вида включают сравни-
тельное межвидовое исследование аф-
финности связывания БП с мишенью, 
а также оценку занятости рецепторов 
и кинетики рецептор-лигандного вза-
имодействия [2, 3, 21]. При плани-
ровании экспериментов необходимо 
учитывать возможность отличия фак-
тической локализации мишени in vivo 
от теоретически предполагаемой на 
основании результатов тестов in vitro. 
Таргетная мишень может отсутство-
вать в здоровом организме и обнару-
живаться только в опухолях. У лабора-
торных животных не исключено уча-
стие мишени в процессах, отличных 
от таковых у человека [2, 3, 36].

Одним из экспериментов, который 
может быть использован для подбо-
ра релевантного вида, является пере-
крестная тканевая реактивность. Важ-
но принимать во внимание тот факт, 
что данный способ не является основ-
ным, следовательно, его результаты 

интерпретируют в комплексе с другими данными, так 
как само по себе связывание не свидетельствует о на-
личии биологической активности in vivo [2, 3].

Достоверная информация о релевантности вида мо-
жет быть получена in silico путем сравнительного ана-
лиза гомологии последовательностей аминокислот тар-
гетного белка человека и различных видов животных. 
При высокой степени гомологии между разными вида-
ми вероятность  выявления одинакового связывания с 
мишенью исследуемого препарата у этих видов будет 
достаточно большая. Ограничения метода обусловлены 
тем, что значимость каждой аминокислоты в последова-
тельности различна и иногда трудно оценима. Та часть 
молекулы, которая отвечает за связывание, должна быть 
консервативна для всех видов, как и последовательно-
сти, отвечающие за поддержание вторичной и третич-
ной структуры белка [37].

Для препарата RPH-104 проводили сравнительный 
анализ последовательности аминокислот ИЛ-1R1 и  
ИЛ-1RАcP человека в составе молекулы RPH-104 с 
гомологичными последовательностями ИЛ-1R и ИЛ-
1RАcP других видов животных (мышь, крыса, шим-
панзе, игрунка обыкновенная, яванский макак, макак-
резус). Сходство последовательностей аминокислот во 
фрагменте ИЛ-1R1 препарата с гомологичными фраг-
ментами грызунов (мыши и крысы) составляет 64%, 
тогда как сходство с последовательностями приматов 
значительно выше (91-99%). Результаты проведенного 
анализа были подтверждены в экспериментах по ис-
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следованию связывания RPH-104 с ИЛ-1β разных ви-
дов методом поверхностного плазмонного резонанса. 
Было показано, что предпочтительной мишенью для 
препарата является ИЛ-1β человека и макаки. Результа-
ты исследования перекрестной тканевой реактивности 
препарата RPH-104 показали хорошую сопоставимость 
окрашивания тканей человека и яванских макак, что яв-
ляется дополнительным подтверждением возможности 
использования яванских макак в ДКИ.

Дополнительно следует отметить, что подтвержде-
ние релевантности вида может быть продемонстриро-
вано на моделях заболеваний [2, 3]. Эти исследования 
позволяют не только оценить фармакологическую ак-
тивность препарата, но и изучить его фармакокинетику 
и безопасность для лучшего понимания предполагаемой 
токсичности, терапевтического индекса, влияния препа-
рата на возможную прогрессию заболевания [2, 3, 36].

In vivo исследования эффективности 
Фармакологическую эффективность препарата оце-

нивают с помощью моделей соответствующего заболе-
вания с использованием подходящих видов животных. 
Модели заболевания in vivo предполагают спонтанное 
или индуцированное развитие заболеваний, нокаут гена 
(генов), а также использование трансгенных животных 
[2, 3]. При планировании исследования учитывают воз-
можность предсказать действие БП у человека по ре-
зультатам, полученным в эксперименте с использовани-
ем in vivo модели [38].

Препарат RPH-104 разрабатывается для лечения ИЛ-
1β-опосредованных заболеваний: подагры, болезни Бех-
чета, синдрома Шницлер, средиземноморской семейной 
лихорадки и других. Согласно литературным данным, 
доклиническое изучение эффективности препаратов для 
лечения подагры проводят на модели подагрического 
артрита с использованием мышей (включая трансген-
ных мышей), крыс, кроликов или собак в качестве подо-
пытных животных (таблица). 

Отсутствие четкого понимания этиологии и патоге-
неза болезни Бехчета и средиземноморской семейной 
лихорадки обуславливает сложность создания адекват-
ной in vivo модели этих заболеваний [48-55].

Препарат RPH-104 содержит участки рецепторов че-
ловека, опосредующие его биологическую активность, 
которые по своему строению существенно отличаются 

от аналогичных рецепторов у всех перечисленных ви-
дов животных. В связи с этим представленные выше 
стандартные модели подагрического артрита не подхо-
дят для изучения фармакологической активности пре-
парата RPH-104. Подходящим биологическим видом 
для изучения фармакологической активности могли бы 
быть яванские макаки, однако модели подагрического 
артрита, средиземноморской семейной лихорадки, бо-
лезни Бехчета у этого вида животных не разработана. 
Учитывая оценку эффективности RPH-104 в тестах in 
vitro, фармакологическую активность препарата в in vivo 
моделях не изучали.

Предположение об эффективности препарата RPH-
104 у пациентов с острым приступом подагры осно-
вывается на сходстве в механизме действия RPH-104 и 
препарата Канакинумаб (Иларис®), а также доступных 
данных ДКИ эффективности канакинумаба.

Канакинумаб (Иларис®) — представитель класса 
ингибиторов ИЛ-1β, полностью человеческое монокло-
нальное антитело к ИЛ-1β. Эффективность канакинумаба 
при ИЛ-1β-ассоциированном артрите показана в докли-
нических экспериментах in vivo и клинических исследо-
ваниях. В ДКИ активность канакинумаба была проде-
монстрирована на модели ИЛ-1β-ассоциированного ар-
трита у мышей [56]. В этом исследовании артрит был 
индуцирован внутрисуставным введением трансгенных 
мышиных фибробластов, продуцирующих большое ко-
личество ИЛ-1β человека. Канакинумаб, вводимый вну-
трибрюшинно однократно, полностью купировал сим-
птомы артрита [56]. Эффективность канакинумаба при 
ревматоидном и подагрическом артрите была показана 
впоследствии в клинических исследованиях [57, 58]. 
Таким образом, литературные данные по канакинумабу 
и сходство механизма действия препаратов RPH-104 и 
канакинумаба создают предпосылки к тому, чтобы счи-
тать, что препарат RPH-104 может быть эффективен в 
терапии пациентов с острым приступом подагры и дру-
гих ИЛ-1β-ассоциированных заболеваний.

Немаловажной частью планирования ДКИ является 
применение этического подхода при проведении иссле-
дований in vivo. Для БП вопрос использования живот-
ных в исследованиях особенно критичен. Как известно, 
для данного класса препаратов часто единственным ре-
левантным видом являются яванские макаки (особенно 
для моноклональных антител) [36, 59]. На сегодняшний 
день в Европе и Соединенных Штатах Америки исполь-
зование животных в биомедицинских разработках стро-
го регламентированный и контролируемый процесс. 
Одним из Европейских нормативных актов является Ди-
ректива 2010/63/eu европейского парламента и совета 
европейского союза по охране животных, используемых 
в научных целях [60, 61]. В документе установлен прин-
цип 3R («replacement, refinement and reduction» - замена, 
оптимизация и сокращение) - правила, предполагающие 
использование животных в экспериментах только при 
отсутствии удовлетворительного альтернативного мето-
да [36, 60, 61].

В Российской Федерации при планировании любого 
in vivo исследования также требуется применять прин-
цип 3R [20]. Продолжительность исследования долж-
на быть обоснована, и в зависимости от используемых 
конечных точек учитывают возможность не проводить 
эвтаназию животных [2]. Принимая во внимание этиче-
ские принципы обращения с лабораторными животны-
ми, широко обсуждаются и внедряются альтернативные 

Биологические модели подагры

Модель Вид Ссылка

Подагрический 
артрит 

(внутрисуставное 
введение 

мононатрия урата)

Мыши [39]
Крысы [40]

Кролики [41]
Собаки [42, 43]

Трансгенные мыши C57BL/6J, 
дефицитные по рецептору  

к ФНО-α 

[44]

Трансгенные мыши, дефицитные 
по транспортному мембранному 

белку TRPA1  

[45]

Трансгенные мыши C57BL/6J, 
дефицитные по ИЛ-1β и ИЛ-1R1

[46]

Трансгенные мыши C57BL/6J, 
дефицитные по рецепторному 

белку G

[47]
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способы доказательства эффективности препаратов с 
использованием методов in vitro (рис. 3) [36, 60, 61].

Исследования фармакокинетики и токсичности 
биотехнологических препаратов

Для БП фармакокинетические (токсикокинетиче-
ские) исследования и оценку биодоступности нередко 
изучают в рамках исследований токсичности на реле-
вантных видах животных [2]. Для RPH-104 исследова-
ние токсикокинетики и биодоступности проводили при 
однократном и многократном 4-недельном введении 
яванским макакам, используя данные фармакокинети-
ческого моделирования, в рамках которого были вычис-
лены некомпартментные характеристики на основании 
спрогнозированных значений показателей фармакоки-
нетики. 

Основной подход к оценке общетоксического дей-
ствия препарата при однократном и многократном вве-
дении предполагает проведение исследований с исполь-
зованием двух подходящих видов животных, у которых 
экспрессируется соответствующая таргетная молекула 
[2, 3, 36].

Стратегия развития БП направлена на разработку 
гуманизированных и полностью человеческих препара-
тов, чтобы уменьшить их иммуногенность при введении 
человеку. Следовательно, по причине высокой видоспе-
цифичности для многих БП не применимы стандартные 
исследования токсичности на обычно используемых 
видах (крысы, собаки). Чаще всего в ДКИ используют 
яванских макак (Cynomolgus monkey), однако в некото-
рых случаях проводят исследования на макаках-резус 
(Macaca mulatta) или обыкновенных игрунках (Callithrix 
jacchus) [36].

Если релевантного вида не существует, рекомендует-
ся подбор трансгенных животных, у которых экспресси-
руются рецепторы, сходные по структуре с рецепторами 
человека или использование гомологичных белков. При 
обосновании невозможности использовать эти подходы, 
допускается проведение ДКИ 14-дневной токсичности 
на любом виде животных с целью неспецифической 
оценки потенциальной токсичности и тестирования без-
опасности в отношении наиболее важных систем орга-
низма [2, 3].

Дизайн ДКИ токсичности определяет получение ис-
черпывающей информации о свойствах препарата. Чис-
ло животных, способ введения, выбор доз играют реша-
ющую роль при планировании ДКИ токсичности. Объем 
выборки должен быть достаточным, а способ и частота 
введения должны быть максимально близки к предпо-
лагаемым для использования в клинической практике. 
При выборе продолжительности исследования следует 
принимать во внимание длительность периода полувы-
ведения препарата. Необходимо подобрать корректный 
объем вводимого препарата, учитывать фармакокинети-
ческие характеристики и биологическую доступность 
препарата у тех видов животных, которые использу-
ются в эксперименте. Используемый в исследовании 
диапазон доз выбирают таким образом, чтобы получить 
информацию о дозовой зависимости токсического дей-
ствия, токсических дозах и высшей нетоксической дозе 
[2, 3, 5, 20, 21, 36].

До начала токсикологических исследований при 
многократном введении важно принять во внимание 
возможную иммуногенность БП у животных. При по-
вторном введении человеческого белка организм жи-

вотного может вырабатывать нейтрализующие анти-
тела к исследуемому препарату, что в свою очередь 
приведет к уменьшению его экспозиции [7, 37]. В ДКИ 
токсичности при многократном введении БП необходи-
мо проводить оценку концентрации антител к препара-
ту [2, 3, 7].

До начала клинических исследований для RPH-104 
были проведены исследования токсичности при одно-
кратном и многократном введении. Исследование 4-не-
дельной токсичности RPH-104 с 4-недельным периодом 
восстановления было выполнено на 16 самцах и 16 
самках яванских макак. RPH-104 вводили в дозах 5, 50 
и 100 мг/кг подкожно один раз в неделю. В качестве 
контроля был использован буферный раствор. В ходе 
эксперимента регистрировали клинические симптомы, 
массу тела, артериальное давление, частоту дыхания, 
уровень цитокинов, проводили электрокардиографию, 
нейроповеденческую оценку, иммунофенотипирова-
ние, офтальмологическое и гистопатологическое ис-
следование. В результате исследования было установ-
лено, что введение RPH-104 в дозе 5 мг/кг не вызы-
вало появления признаков токсичности. При введении 
препарата в дозах 50 и 100 мг/кг у животных были 
выявлены легкие обратимые нарушения двигательной 
активности, дискоординация движений и незначи-
тельные лабораторные отклонения, что было связано 
с выработкой антител к препарату. Согласно данным 
проведенного исследования высшая нетоксическая доза 
RPH-104 при 4-недельном введении яванским макакам 
составляет 100 мг/кг.

На основании результатов ДКИ RPH-104 было полу-
чено разрешение на клиническое исследование первой 
фазы на здоровых добровольцах, которое было успеш-
но завершено. В настоящее время проводится исследо-
вание 26-недельной токсичности RPH-104 на яванских 
макаках. Получение данных этого ДКИ позволит при-
нять решение о проведении клинических исследований 
у пациентов с ИЛ-1β-опосредованными заболеваниями, 
предусматривающими длительную терапию RPH-104.

Заключение
Таким образом, ДКИ БП необходимо проводить на 

подходящих видах животных, что не всегда возможно 
из-за высокой видовой специфичности таргетных мо-
лекул. Введение человеческих белков животным приво-
дит к иммуногенности, которую необходимо учитывать 
при интерпретации результатов. Следует отметить, что 
данные по иммуногенности, полученные у животных, 
не предсказывают возможность появления иммуноген-
ности у человека.

Современные подходы к разработке БП в отдельных 
случаях позволяют заменить проведение исследований 
на животных использованием моделей in vitro. Выбран-
ная стратегия должна гарантировать получение исчер-
пывающей информации для определения первоначаль-
ной безопасной дозы и последующей схемы повышения 
доз в клинических исследованиях. Важно выявить по-
тенциальные органы-мишени токсического воздействия 
препарата, установить обратимость проявлений токсич-
ности, определить параметры безопасности лекарствен-
ного препарата.
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Рис. 1. Влияние структуры терапевтического моноклонального антитела на его биологические свойства.

Рис. 2. Механизм влияния FcRn на фармакокинетику IgG.
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Рисунок 1. Влияние структуры терапевтического моноклонального антитела на его биологические свойства. 
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Рисунок 2. Механизм влияния FcRn на фармакокинетику IgG. 
 


