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Введение. Пембролизумаб является противоопухолевым средством биологического происхождения класса 
моноклональных антител. При создании воспроизведенных биологических лекарственных средств необходима 
оценка сопоставимости фармакокинетики разрабатываемого препарата и оригинального (референтного) ле-
карственного препарата на релевантных видах животных.
Цель исследования – сравнительная оценка фармакокинетики двух препаратов с международным непатенто-
ванным названием (МНН) «пембролизумаб», концентратов для приготовления раствора для инфузий при од-
нократном внутривенном введении обезьянам Macaca fascicularis.
Материалы и методы. Объекты исследования – биоаналогичный препарат RPH-075 (МНН пембролизумаб, АО 
«Р-Фарм»,  Россия)  и  препарат  сравнения  Китруда® (МНН  пембролизумаб, МСД  Интернэшнл  ГмбХ,  Ирландия) 
вводили однократно внутривенно самцам яванских макак (2 группы по 4 самца в каждой) в дозе 30 мг / кг. 
Отбор образцов крови макак для анализа проводили до введения и через 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 144, 312, 480, 648, 
984, 1320 ч после введения. Концентрацию действующего вещества в плазме крови определяли методом мо-
стикового  иммуноферментного  анализа  с  использованием  коммерчески  доступных  антител  с  последующим 
расчетом основных параметров фармакокинетики (С

max
, AUC, MRT, V

ss
, T

1 / 2
, Cl).

Результаты. С использованием антител более доступных, чем коммерческие наборы реагентов, воспроизведе-
на методика анализа пембролизумаба в биоматериале, рекомендованная производителем антител. Методика 
валидирована и применена к анализу биопроб, полученных при проведении сравнительного доклинического 
исследования. Показано отсутствие влияния тестируемого препарата и препарата сравнения при однократном 
внутривенном введении яванским макакам на общее состояние и массу тела животных; установлено, что пре-
параты обладали сопоставимыми фармакокинетическими профилями.
Заключение. Создание биоаналогичного препарата в Российской Федерации позволит совершенствовать ле-
чение пациентов с онкологическими заболеваниями, снизить стоимость лечения и увеличить число получающих 
качественную медицинскую помощь.
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Background. Pembrolizumab belongs to a fundamentally new class of antitumor agents with biological source – 
monoclonal  antibodies.  when  creating  generic  biological  medicinal  products,  it  is  necessary  to  assess  the 
comparability of the pharmacokinetics of the developed drug and the original (reference) drug product in relevant 
animal species.
Aim.  To  compare  the  pharmacokinetics  of  two  drugs  with  INN  pembrolizumab,  concentrate  for  solution  for 
infusion, administered once intravenously to Macaca fascicularis.
Materials and methods.  Biosimilar  RPH-075  (INN  pembrolizumab,  JSC  R-Pharm,  Russia)  and  reference  drug 
Keytruda® (INN pembrolizumab, MSD International GmbH) were administered once intravenously to male monkeys 
(2  groups  of  4  males  each)  at  a  dose  of  30  mg / kg.  Macaque  blood  samples  were  collected  for  analysis  before 
administration  and  at  1,  2,  4,  8,  24,  48,  72,  144,  312,  480,  648,  984,  1320  h  after  administration.  Plasma 
concentrations  of  the  active  ingredient  were  determined  by  bridging  ELISA  using  commercially  available 
antibodies, followed by calculation of the main pharmacokinetic parameters (C

max
, AUC, MRT, V

ss
, T

1 / 2
, Cl).

Results.  Using  antibodies  more  available  than  commercial  reagent  kits,  the  pembrolizumab  assay  method 
recommended by the antibody manufacturer has been replicated. The method has been validated and applied to 
the analysis of biosamples obtained in the preclinical study. There was no effect of the test drug and the reference 
drug upon single intravenous administration to monkeys condition and animals body weigh; drugs were found to 
have comparable pharmacokinetic profiles.
Conclusion. The creation of a biosimilar drug in the Russian Federation will improve the treatment of patients with 
cancer, reduce the cost of treatment and increase the number of patients receiving high-quality medical care.
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Введение
Одним из активно производимых в настоящее 

время классов биологических лекарственных препа-
ратов являются моноклональные антитела (monoclonal 
antibodies, mAbs), в частности ингибиторы иммунной 
контрольной точки, используемые против отрица-
тельных иммунологических регуляторов для восста-
новления иммунного ответа против рака [1, 2]. К это-
му принципиально новому классу противоопухолевых 
средств относят пембролизумаб, лечебный эффект 
которого основан на реактивации противоопухоле-
вого иммунного механизма.

Препарат Китруда® (международное непатенто-
ванное название – МНН: пембролизумаб) представ-
ляет собой высокоселективное гуманизированное 
mAb изотипа иммуноглобулина (Ig) подкласса 
G4-каппа, которое блокирует взаимодействие между 
рецептором programmed cell death 1 (PD-1) на поверх-
ности Т-клеток и PD-L1- и PD-L2-лигандами, нахо-
дящимися на клетках опухоли и ее микроокружения 
[3–5]. Пембролизумаб успешно применяют в 1-й 
и последующих линиях терапии метастатической ме-
ланомы кожи вне зависимости от наличия активиру-

ющих мутаций в гене BRAF и других молекулярных 
маркеров [5–8]. В исследованиях также подтвержде-
на эффективность пембролизумаба в лечении немел-
коклеточного рака легких, рака эндометрия, рака 
молочной железы [7–12]. Показаниями к примене-
нию этого препарата являются также рак головы 
и шеи [13], классическая лимфома Ходжкина [14], 
уротелиальный рак [15], злокачественные новообра-
зования с высоким уровнем микросателлитной не-
стабильности [16], рак шейки матки [11], почеч-
но-клеточный рак [17]. Разработкой биоаналогов 
препарата Китруда® занимаются во многих странах 
мира [3, 18, 19]1. Воспроизведенные (подобные) био-
логические лекарственные средства (биоаналоги, 
биосимиляры, biosimilars, similar biological medicinal 
products) являются аналогами биофармацевтических 
лекарственных средств с близкой, но не идентичной 
исходной молекулой [20, 21]. Действующие вещества 
таких препаратов представляют собой белки, получен-
ные путем биологического синтеза в клетках дрожжей 
и бактерий. Различные организмы, используемые 
в синтезе целевого протеина, дальнейшие методы по-
лучения, очистки и гликозилирования обусловливают 

1Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза: 
Решение Совета ЕЭК № 89 от 03.11.2016. URL: https://www.alta.ru/tamdoc/16sr0089/?ysclid=m3phv2ntxz415188816
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неполную идентичность действующих веществ ори-
гинальных биопрепаратов и биоаналогов, что может 
оказать влияние на фармакологическую активность, 
безопасность, фармакокинетику и иммуногенность 
биоаналогов [20, 21]. Оценку сопоставимости фарма-
кокинетики разрабатываемого препарата и ориги-
нального (референтного) лекарственного препарата 
на релевантных видах животных проводят в связи 
с тем, что биотехнологические препараты ввиду сво-
ей специфики могут опосредовать эффекты in vivo, 
которые нельзя полностью охарактеризовать в иссле-
дованиях in vitro2.

Цель исследования – сравнительная оценка фар-
макокинетики двух препаратов с МНН «пемброли-
зумаб», концентратов для приготовления раствора 
для инфузий при однократном внутривенном введе-
нии обезьянам Macaca fascicularis.

Материалы и методы
Объектами исследования служили тестируемый 

препарат RPH-075 (МНН пембролизумаб), концен-
трат для приготовления растворов для инфузий, 
25 мг / мл (производитель АО «Р-Фарм», Россия), 
и препарат сравнения Китруда® (МНН пембролизу-
маб), концентрат для приготовления растворов 
для инфузий, 25 мг / мл (производитель МСД Интер-
нэшнл ГмбХ, торгующий как МСД Ирландия (Кар-
лоу), Ирландия, держатель регистрационного удо-
стоверения (РУ) ООО «МСД Фармасьютикалс», 
Россия). Тестируемый препарат является биоанало-
гом препарата сравнения.

Животные. В экспериментах использованы поло-
возрелые самцы яванских макак (Macaca fascicularis), 
полученные из 3 источников: ИП Хачатурян Э. С. 
(Россия); ИП Фисенко А. И. (Россия); хозяйству-
ющий субъект (владелец продукции) Батчаева А. Ю. 
(Россия). Планируемая работа рассмотрена и одобре-
на для проведения на заседании биоэтической ко-
миссии АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ»» (протокол 
№ 1.34 / 22 от 29.07.2022). Исследование спланирова-
но и выполнено с соблюдением принципов «Трех R» 
(Replacement, Reduction, Refinement: замещение, 
сокращение, совершенствование), после окончания 
эксперимента животные были возвращены в ветери-
нарную службу.

Приматы поступили в исследовательское уч-
реждение в транспортировочных клетках. При посту-
плении животным присваивали новые клички и осу-
ществляли проверку на наличие или отсутствие чипа 
заводчика и его работоспособность (происходит ли 

считывание номера) при наличии. В случае отсут-
ствия или несчитывания чипа заводчика производи-
ли чипирование животного. Для каждого поступив-
шего животного оформляли карточку Curriculum Vitae, 
куда вносили информацию о поступлении (номер 
ветеринарного сопроводительного документа), мас-
се тела животного и всех манипуляциях, происходив-
ших на протяжении всей жизни объекта. После по-
ступления в исследовательское учреждение животных 
до начала эксперимента содержали 45 дней для 
 карантина и адаптации к условиям содержания и пер-
соналу, допущенному к работе с приматами. На про-
тяжении карантина у животных каждый день контро-
лировали клиническое состояние путем визуального 
осмотра. Животных во время периода адаптации 
приручали садиться на весы путем тренинга с поло-
жительным подкреплением.

В эксперименте задействовано 8 животных (сам-
цов), еще 1 самец яванской макаки был доступен 
в течение периода адаптации на случай необходимой 
замены. После окончания периода адаптации незадей-
ствованное животное выполняло роль сентинельного, 
т. е. его содержали в одинаковых условиях с экспери-
ментальными животными до окончания эксперимен-
тальной части исследования, после чего возвратили 
в ветеринарную службу.

В исследовании использованы клинически здо-
ровые яванские макаки, свободные от туберкулеза 
и прочих заболеваний (Rabies lyssavirus, гепатита А, 
В, С, Retrovirus SIV, SRV, STLV, Mycoplasma spp., Yersinia 
spp., Salmonella spp., Endoparasites, Ectoparasites).

Животных содержали в стандартных условиях 
в соответствии с Директивой 2010 / 63 / EU Европей-
ского парламента и совета Европейского Союза от 
22 сентября 2010 г. по охране животных, использу-
емых в научных целях. Макак содержали в металли-
ческих клетках группового содержания, минимальная 
площадь пола клетки содержания на 1 животное со-
ответствовала регламентирующим стандартам3. В ус-
ловиях исследования были удовлетворены минималь-
ные физические и интеллектуальные потребности 
приматов. Для обеспечения физической активности 
животных в клетках содержания были натянуты ве-
ревочные качели и кольца, для поддержания позна-
вательной и тактильной потребностей животных 
проводили тренинги.

Животные ежедневно получали 100 г запаренно-
го гранулированного корма ЛБК-120 (производитель 
ЗАО «Тосненский комбикормовый завод», Россия), 
кроме случаев лишения корма, указанных далее. 

2Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза: 
Решение Совета ЕЭК № 89 от 03.11.2016. URL: https://www.alta.ru/tamdoc/16sr0089/?ysclid=m3phv2ntxz415188816.
3Директива 2010/63/EU Европейского Парламента и Совета Европейского Союза по охране животных, используемых в научных 
целях / пер. с англ. Под ред. М.С. Красильщиковой, И.В. Белозерцевой. СПб., 2012. 48 с. 
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В качестве дополнения к рациону ежедневно давали 
100 г бананов, 50 г отварной моркови, 10 г салата. Два 
раза в неделю животные получали 3 вареных яйца, 50 г 
вареного куриного филе, 1 яблоко, 5 фиников, и один 
раз в неделю – 35 г изюма. Кормление животных 
осуществляли 5 раз в день. Воду животные получали 
ad libitum.

Оценка фармакокинетики. Для выполнения экс-
перимента сформировано 2 группы животных по 4 сам-
ца в каждой, возраст животных составил 3–7 лет, мас-
са 4,85–7,25 кг. В исследовании использованы 
животные одного пола (самцы), поскольку для ори-
гинального препарата Китруда® известно, что пол 
животных не влияет на параметры фармакокинетики 
пембролизумаба4. Формирование экспериментальных 
групп животных осуществляли при помощи страти-
фикации по массе тела таким образом, чтобы на на-
чало эксперимента масса тела статистически значимо 
не отличалась между группами. По данным литера-
туры, рандомизация для приматов не является обя-
зательной процедурой [22].

Объекты исследования вводили однократно 
 внутривенно (болюсно, согласно регуляторным до-
кументам5 должен быть выбран способ введения, 
соответствующий клиническому применению иссле-
дуемых препаратов). В данном случае для введения 
животным использовано не инфузионное, а болюсное 
внутривенное введение (поскольку такой способ 
предпочтительнее для дальнейшего отбора биомате-
риала при исследовании фармакокинетики, и он 
указан в разделе по доклиническим исследованиям 
регистрационного досье оригинального препарата) 
в дозе 30 мг / кг с помощью трехкомпонентного шпри-
ца с иглой диаметром 25G. Объем для внутривенно-
го введения макакам массой тела 4 кг составил 4,8 мл, 
что не превышало максимально допустимый объем 
для данного вида животных – 3 мл / кг [23]. Выбран-
ная доза препаратов, равная 30 терапевтическим до-
зам6, позволила достоверно определить в сыворотке 
крови приматов концентрацию пембролизумаба для 

дальнейшей оценки его фармакокинетических пара-
метров. Кроме того, выбранная доза (30 мг / кг) не вы-
звала токсических эффектов при оценке токсичности 
оригинального препарата в доклинических исследо-
ваниях на приматах.

В 1-й день эксперимента перед отбором крови 
для временной точки «до введения» и введением объ-
ектов исследования животные были лишены утрен-
ней раздачи корма. После введения исследуемых 
препаратов животных лишали корма и воды на 6 ч. 
Доступ животных к корму и воде в остальные дни 
эксперимента не был ограничен. Манипуляции по за-
бору крови начиная со 2-го дня эксперимента про-
изводили до утренней раздачи корма и воды.

Для оценки фармакокинетических параметров 
образцы крови отбирали из вены в следующие вре-
менные́ точки – до введения, непосредственно после 
введения, через 1, 2, 4, 8, 24, 48, 72, 144, 312, 480, 648, 
984, 1320 ч после введения.

Отбор образцов крови выполняли в пробирки 
с активатором свертывания и гелем IMPROVACUTER® 
(Guangzhou Improve Medical Instruments Co., Ltd, Ки-
тай, кат. № 623060112). Для получения сыворотки 
кровь предварительно инкубировали при комнатной 
температуре в течение 30 мин, затем образцы центри-
фугировали при скорости 2000 об / мин в течение 10 мин 
на центрифуге CM-6MT (ELMI Ltd., Латвия). Получен-
ную сыворотку хранили при температуре –70 ± 10 °С 
в 2 аликвотах (основной и запасной, или арбитраж-
ной) объемом не менее 1,0 мл каждая.

Анализ проб. Для количественного определения 
пембролизумаба применяли метод мостикового им-
муноферментного анализа (ИФА) с использованием 
коммерчески доступных антител согласно прото-
колу7.

В качестве стандартного образца пембролизума-
ба для получения калибровочных растворов исполь-
зовали препарат RPH-075, концентрат для приготов-
ления раствора для инфузий 25 мг / мл (серия 0010922, 
производитель АО «Р-Фарм», Россия).

4Инструкция по медицинскому применению препарата Китруда®. URL: https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.
aspx?routingGuid=e56efc21-d2f6-4a9f-9b39-8aeb435de914; EMA assessment report for Keytruda. International Nonproprietary Name 
pembrolizumab. URL: https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/keytruda-epar-public-assessment-report_en.pdf; 
CDER-FDA. Application number: 125514Orig1s000. Pharmacology Review(s). URL: https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/
nda/2014/125514Orig1s000PharmR.pdf.
5Лекарственные средства для медицинского применения. Доклинические, токсикологические и фармакокинетические исследования 
безопасности: ГОСТ Р 56702-2015 от 01.07.2016. URL: https://docs.cntd.ru/document/1200126924; Руководство по проведению 
доклинических исследований лекарственных средств. Часть вторая. Под ред. А.Н. Миронова и др. М.: Гриф и К. 2012. 536 с.
6Инструкция по медицинскому применению препарата Китруда®. URL: https://grls.rosminzdrav.ru/Grls_View_v2.
aspx?routingGuid=e56efc21-d2f6-4a9f-9b39-8aeb435de914; EMA assessment report for Keytruda. International Nonproprietary Name 
pembrolizumab. URL: https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/keytruda-epar-public-assessment-report_en.pdf; 
CDER-FDA. Application number: 125514Orig1s000. Pharmacology Review(s). URL: https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/
nda/2014/125514Orig1s000PharmR.pdf.
7Protocol: PK Bridging ELISA for Use with Anti-Pembrolizumab Antibodies. URL: https://www.bio-rad-antibodies.com/protocol-pk-bridging-
elisa-pembrolizumab-antibodies.html.
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Обработка результатов. Параметры фармакоки-
нетики (максимальная концентрация – С

max
, площадь 

под кривой «концентрация – время» – AUC, среднее 
время удерживания – MRT, стационарный объем 
распределения – V

ss
, период полувыведения – T

1 / 2
, 

клиренс – Cl) рассчитаны внемодельным методом 
статистических моментов [24] с использованием ва-
лидированного приложения PKSolver для Microsoft 
Office Excel. Для всех данных применена описатель-
ная статистика, рассчитаны средние арифметические 
значения (M), соответствующие им стандартные от-
клонения (SD) и стандартные ошибки среднего зна-
чения (SEM). Для статистической оценки различий 
между фармакокинетическими параметрами, полу-
ченными для тестируемого препарата и препарата 
сравнения, применены параметрические (двухвыбо-
рочный t-тест для средних) и непараметрические 
(тест Манна–Уитни) методы в зависимости от типа 
распределения данных (критерий Шапиро–Уилка). 
Различия определены при уровне значимости р ≤0,05. 
Статистический анализ выполнен с помощью лицен-
зированного программного обеспечения (GraphPad 
Prism 9, GraphPad Software, США).

Результаты и обсуждение
Разработка и валидация биоаналитической мето-

дики. Пембролизумаб является IgG4 каппа с молеку-
лярной массой примерно 149 кДа. Для его количе-
ственного определения в биологическом материале 
можно использовать метод мостикового ИФА с по-
мощью коммерчески доступных наборов  реагентов 
(например, представленных ниже8) или отдельных 
антител9. В данной работе вместо дорогостоящих 
 наборов реагентов использованы более доступные 
антитела и воспроизведена методика анализа пем-
бролизумаба в биоматериале, рекомендованная их 
производителем.

Методика определения пембролизумаба в сыворот-
ке крови обезьян валидирована надлежащим образом 
в соответствии с рекомендациями10 по следующим 

 параметрам: минимально необходимое разведение, 
 селективность, нижний предел количественного 
определения (НПКО), калибровочный диапазон, 
правильность (точность) и прецизионность, ста-
бильность аналита. В табл. 1 представлены итоговые 
результаты валидации методики количественного 
определения пембролизумаба в сыворотке крови 
обезьян, на рис. 1 – пример калибровочной зависи-
мости оптической плотности растворов от концен-
трации пембролизумаба (при дальнейшей обработке 
использовали 4-параметрическую модель обработки 
данных ИФА).

Получены удовлетворительные результаты 
по всем необходимым валидационным параметрам, 
что свидетельствовало о пригодности методики ко-
личественного определения пембролизумаба в сыво-
ротке крови обезьян методом мостикового ИФА 
для дальнейшего изучения фармакокинетики иссле-
дуемых препаратов пембролизумаба.

8Pembrolizumab (Keytruda) Pharmacokinetic ELISA Kit. URL: https://www.mybiosource.com/elisa-kits/pembrolizumab-keytruda-
pharmacokinetic/378270; KRIBIOLISA™ Pembrolizumab ELISA (KEYTRUDA). https://www.krishgen.com/product/details/Pembrolizumab-
ELISA-KEYTRUDA; Pembrolizumab ELISA Kit (ab237652). URL: https://www.abcam.com/products/elisa/pembrolizumab-elisa-kit-
ab237652.html; Pembrolizumab ELISA Kit (Keytruda®) Free drug. https://www.assaygenie.com/pembrolizumab-keytruda-elisa-kit/.
9Pembrolizumab antibody (AbD30689). URL: https://www.bio-rad-antibodies.com/monoclonal/pembrolizumab-antibody-abd30689-hca296.
html?f=purified; Pembrolizumab antibody (AbD30685_hIgG1). URL: https://www.bio-rad-antibodies.com/monoclonal/pembrolizumab-
antibody-abd30685-higg1-hca297.html?f=hrp; Protocol: PK Bridging ELISA for Use with Anti-Pembrolizumab Antibodies. URL: https://
www.bio-rad-antibodies.com/protocol-pk-bridging-elisa-pembrolizumab-antibodies.html.
10Guidance for Industry: Bioanalytical method for validation. Rockville, MD, U.S. Department of Health and Human Services, FDA, Center 
for Drug Evaluation and Research, Center for veterinary medicine, 2018. 41 p.; Guideline on bioanalytical method validation. EMEA/CHMP/
EWP192217/2009. London: Committee for medicinal products for human use (CHMP), 2011. 22 p.; Об утверждении Правил проведения 
исследований биоэквивалентности лекарственных препаратов в рамках Евразийского экономического союза: Решение Совета ЕЭК 
№ 85 от 03.11.2016. Приложение № 6 «Требования к валидации биоаналитических методик испытаний и анализу исследуемых 
биологических образцов. URL: https://www.alta.ru/tamdoc/16sr0085/?ysclid=m3psu1gzgk113838509.

Рис. 1. Пример типичной калибровочной зависимости оптической 
плотности от концентрации RPH-075 (пембролизумаба) в сыворот-
ке крови, полученной в ходе валидации методики

Fig. 1. Example of typical calibration dependence of absorbance on RPH-075 
concentration (pembrolizumab) in serum obtained during method validation
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Таблица 1. Результаты валидации методики определения пембролизумаба в сыворотке крови обезьян

Table 1. Result of assay validation for pembrolizumab determination in monkey blood serum

Валидационный 
параметр 

Validation parameter

Уровень 
концентрации 

Concentration level

Критерий приемлемости 
Acception criteria

Результат 
Result

Вывод 
Conclusion

Селективность 
Selectivity

Бланк-сыворотка 
(n = 10), НПКО* 

Blank-plasma (n = 10), 
LQL*

Правильность для образцов уровня 
НПКО должна находиться 

в пределах ± 25 % от номинальной 
 концентрации по меньшей мере 

для 80 % изученных биологических 
образцов 

Accuracy for LQL level samples should be 
within ± 25 % of the nominal concentration for 
at least 80 % of the biological samples studied

79,5–122,0 % 
для 85 % биологичес-

ких образцов 
For 85 % of biological 

samples

Соответ-
ствует 

Corresponds

НПКО 
LQL

НПКО 
LQL 

Точность – отклонения менее 25 % 
(75–125 %) 

Accuracy – deviations less than 25 % 
(75–125 %)

Прецизионность – менее 25 % 
Precision – less than 25 %

15,6 нг / мл 
15,6 ng / mL 

78 нг / мл с учетом ми-
нимального разведения 

78 ng / mL taking into 
account the minimum 

dilution
94,9
13,9

Установлен 
Estimated 

Соответ-
ствует 

Corresponds

Калибровочный 
диапазон 
Calibration range

Калибровочные 
стандарты не менее 

чем 6 концентраций, 
не менее 3 серий 
Calibration standards  

of at least 
6 concentrations,  
at least 3 batches

Коэффициент корреляции (r), откло-
нения экспериментально рассчитан-

ных значений концентраций от номи-
нальных не более 20 % 

(25 % для НПКО) для не менее 
чем 75 % стандартов 

Correlation coefficient (r), deviations  
of experimentally calculated concentration 

values from nominal values not more  
than 20 % (25 % for LQL) for not less  

than 75 % of standards

15,6–1000 нг / мл 
15,6–1000 ng / mL

r = 0,9978–0,9988
отклонения менее 20 % 

(25 % для НПКО)
для 79–100 % стандар-

тов 
deviations less than 20 % 

(25 % for LQL) 
for 79–100 % of standards

Установлен 
Estimated
Соответ-

ствует 
Corresponds

Правильность 
в одном цикле, % 
Accuracy intra-run, 
%

ВПКО 
UQL

Верхний КК 
High QC

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

80–120 

80–120 

80–120 

80–120 

75–125

85,7–114,6 

83,7–118,5 

82,4–115,1 

83,8–114,1 

75,9–120,2

Соответ-
ствует 

Corresponds

Правильность 
между цикла-
ми, % 
Accuracy inter-run, 
%

ВПКО 
UQL

Верхний КК 
High QC

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

80–120 

80–120 

80–120 

80–120 

75–125

95,0 

93,3 

101,4 

100,4 

94,9

Соответ-
ствует 

Corresponds

Прецизионность 
в одном цикле, % 
Precision intra-run, 
%

ВПКО 
UQL

Верхний КК 
High QC

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

<20 

<20 

<20 

<20 

<25

7,6–10,4 

10,0–11,5 

5,4–11,3 

6,4–9,2 

9,2–14,6

Соответ-
ствует 

Corresponds
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Оценка фармакокинетики. Широко известно, 
что филогенетическое родство представителей отря-
да приматов делает обезьян релевантной моделью 
для воспроизведения на них различных патологиче-
ских состояний человека [25–29], а также оценки 

фармакокинетики и иммуногенности биологических 
препаратов [30, 31]. Данные, полученные в экспери-
ментах с участием обезьян, наиболее адекватно от-
ражают аналогичные процессы у человека, а Macaca 
fascicularis является релевантным видом животных 

Валидационный 
параметр 

Validation parameter

Уровень 
концентрации 

Concentration level

Критерий приемлемости 
Acception criteria

Результат 
Result

Вывод 
Conclusion

Прецизионность 
между цикла-
ми, % 
Precision inter-
run, %

ВПКО 
UQL

Верхний КК 
High QC

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

<20 

<20 

<20 

<20 

<25

9,1 

11,1 

9,7 

8,2 

13,9

Соответ-
ствует 

Corresponds

Минимально 
необходимое 
разведение 
Minimum necessary 
dilution

 – 

Наименьшее разведение, до которого 
следует развести образец для оптими-

зации правильности и прецизионности 
Least dilution to which to dilute the sample to 

optimize accuracy and precision

5
Установ-

лено 
Estimated

Краткосрочная 
стабильность 
аналита в сы-
воротке крови 
при 2–8 °С,  % 
(24 ч) 
Short-term stability 
in serum at 2–8 
°С,  % (24 h) 

ВПКО 
UQL

Верхний КК 
High QC

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

<20 

<20 

<20 

<20 

<25

104,8 

90,0 

91,8 

90,6 

86,0

Соответ-
ствует 

Corresponds

Стабильность 
аналита в матри-
це, хранящейся 
в условиях замо-
розки при темпе-
ратуре не выше 
–78 °С 
Analyte stability in 
frozen matrix keeping 
at temperature not 
higher than –78 °С

ВПКО 
UQL

Средний КК 
Average QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 

LQL 

<20 

<20 

<20 

<25

105,1 

84,8 

104,7 

98,3

Соответ-
ствует 

Corresponds

*Для оценки валидационных параметров использовали образцы контроля качества (КК) (модельные смеси, полученные 
на основе сыворотки крови интактных животных) со следующими концентрациями пембролизумаба: 1000 нг / мл 
(5000 нг / мл с учетом разбавления) – верхний предел количественного определения (ВПКО); 750 нг / мл (3750 нг / мл 
с учетом разбавления) – высокий КК (75 % от ВПКО); 500 нг / мл (с учетом разбавления 2500 нг / мл) – средний КК; 
30 нг / мл (с учетом разбавления 150 нг / мл) – низкий КК; 15,6 нг / мл (с учетом разбавления 78 нг / мл) – нижний предел 
количественного определения (НПКО). Образцы КК готовили независимо от калибровочных образцов, используя предвари-
тельно приготовленные сток-растворы пембролизумаба. 
*Quality control (QC) samples (model mixtures derived from intact animal serum) with the following concentrations of pembrolizumab were used 
to evaluate the validation parameters: 1000 ng / mL (5000 ng / mL including dilution) – upper quantification limit (UQL); 750 ng / mL (3750 ng / mL 
including dilution) – high QC (75 % of UQL); 500 ng / mL (2500 ng / mL including dilution) – average QC; 30 ng / mL (150 ng / mL including 
dilution) – low QC; 15.6 ng / mL (78 ng / mL including dilution) – lower quantification limit (LQL). QC samples were prepared independently 
of calibration samples using pre-prepared pembrolizumab stock solutions.

Окончание табл. 1
Еnd of table 1
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Таблица 2. Масса тела животных (n = 4, M ± SEM*)

Table 2. Animals body weight (n = 4, M ± SEM*)

День 
экспери-

мента 
Day 

of experiment

Масса тела, кг 
Body weight, kg

объект исследования 
study object

тестируемый 
препарат RPH-075 

test drug RPH-075

препарат сравнения 
Китруда® 

reference drug Keytruda®

1 6,0 ± 0,44 5,9 ± 0,54

7 5,9 ± 0,39 5,5 ± 0,57

14 5,9 ± 0,40 5,6 ± 0,59

21 5,9 ± 0,40 5,9 ± 0,77

28 6,1 ± 0,56 5,6 ± 0,60

38 6,0 ± 0,52 5,4 ± 0,57

42 6,1 ± 0,54 5,5 ± 0,58

49 6,2 ± 0,54 5,5 ± 0,58

56 6,1 ± 0,54 5,4 ± 0,59

*Данные соответствовали закону нормального распреде-
ления. Дисперсионный анализ с повторными измерениями 
(ANOVA) не выявил влияния факторов «группа» и «повтор-
ность измерений» (p ˃0,05). 
*The data complied with the law of normal distribution. Analysis of variance 
with repeated measurements (ANOVA) did not reveal the influence  
of the “group” and “repetition of measurements” (p ˃0.05) factors.

11Australian Public Assessment Report for Denosumab Proprietary Product Name: Prolia. URL: https://www.tga.gov.au/sites/default/files/
auspar-prolia.pdf; CHMP assessment report for Prolia. International Nonproprietary Name denosumab. URL: https://www.ema.europa.eu/en/
documents/assessment-report/prolia-epar-public-assessment-report_en.pdf.
12EMA assessment report for Keytruda. International Nonproprietary Name pembrolizumab. URL: https://www.ema.europa.
eu / en / documents / assessment-report / keytruda-epar-public-assessment-report_en. pdf.

для изучения фармакокинетических параметров пре-
паратов на основе mAbs11.

На протяжении всего эксперимента после одно-
кратного внутривенного введения тестируемого пре-
парата и препарата сравнения в дозе 30 мг / кг у жи-
вотных не наблюдали клинических признаков 
интоксикации, а также видимых изменений в месте 
введения исследуемых объектов. Общее состояние 
и поведение животных соответствовало норме. На ос-
новании данных, полученных при еженедельной ре-
гистрации массы тела животных, не выявлено влияния 
однократного внутривенного введения сравниваемых 
препаратов на этот показатель (табл. 2).

Разработанная и валидированная методика опре-
деления концентрации пембролизумаба применена 
для анализа биопроб, полученных при проведении 
фармакокинетического эксперимента. Концентрации 
ниже НПКО принимали равными нулю. На рис. 2 
приведены кривые «концентрация – время» пембро-
лизумаба в сыворотке крови яванских макак после 
однократного внутривенного введения тестируемого 
препарата и препарата сравнения.

В табл. 3 представлены основные фармакокине-
тические параметры исследуемых препаратов. 
При сопоставлении данных, полученных для тести-
руемого препарата и препарата сравнения, не выяв-
лено статистически значимых различий ни для одного 
из сравниваемых фармакокинетических параметров – 
C

max
 (рассчитанные как среднее значение наибольших 

измеренных значений), AUC
0–1320

, AUC
0–∞, Cl (кри-

терий Стьюдента, p ˃0,05), V
ss
, MRT и T

1 / 2
 (критерий 

Манна–Уитни, p ˃0,05).
Полученные значения основных фармакокине-

тических параметров для сравниваемых препаратов со-
поставимы с данными литературы [32]12 (см. табл. 3).

На основании полученных результатов показана 
сопоставимость фармакокинетических профилей 
тестируемого препарата RPH-075 (пембролизумаб) 
и препарата сравнения Китруда®.

Заключение
На основании результатов сравнительного докли-

нического исследования фармакокинетики показано 
отсутствие влияния тестируемого препарата RPH-075 
(Пембролизумаб), концентрат для приготовления 
раствора для инфузий (АО «Р-Фарм», Россия), в до-
зе 30 мг / кг и препарата сравнения Китруда®, концент-

рат для приготовления раствора для инфузий (РУ: 
ООО «МСД Фармасьютикалс», Россия), в такой же 
дозе при однократном внутривенном введении яван-
ским макакам (Macaca fascicularis) на общее состояние 
и массу тела животных. Установлено, что тести-
руемый препарат RPH-075 (Пембролизумаб, АО 
«Р-Фарм», Россия) и препарат сравнения Китруда® 

(РУ: ООО «МСД Фармасьютикалс», Россия) облада-
ли сопоставимыми фармакокинетическими профи-
лями.

Создание биоаналогичного препарата в Россий-
ской Федерации позволит совершенствовать лечение 
пациентов с онкологическими заболеваниями, сни-
зить стоимость лечения и увеличить число пациен-
тов, получающих качественную медицинскую по-
мощь.
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Рис. 2. Кривые «концентрация – время» пембролизумаба в сыворотке крови яванских макак после однократного внутривенного введения 
тестируемого препарата RPH-075 (пембролизумаб) и препарата сравнения Китруда® в дозе 30 мг / кг в линейных координатах (n = 4, M ± SEM)

Fig. 2. Concentration – time curves of pembrolizumab in Macaca fascicularis serum after single intravenous administration of test drug RPH-075 
(pembrolizumab) and reference drug Keytruda® 30 mg / kg at linear coordinates (n = 4, M ± SEM)

Таблица 3. Средние значения основных фармакокинетических параметров пембролизумаба при однократном внутривенном введении 
 обезьянам исследуемых объектов в дозе 30 мг / кг (n = 4, M ± SD)

Table 3. Mean values of the main pharmacokinetic parameters of pembrolizumab after single intravenous administration in dose of 30 mg / kg to monkeys 
(n = 4, M ± SD)

Фармакокинетический 
параметр 

Pharmacokinetic parameter

Тестируемый препарат 
RPH-075

 (пембролизумаб) 
Test drug RPH-075 

(pembrolizumab) 

Препарат сравнения Китруда® 
Reference drug Keytruda®

собственные экспериментальные данные 
own experimental data

данные литературы [32]13 
literature data [32]13

С
max

, мкг / мл 
С

max
, µg / mL 

1567 ± 405 1541 ± 415 1265 ± 73

AUC
0–1320

, ч × мкг / мл  
AUC

0–1320
, h × µg / mL 

156903 ± 47703 156 879 ± 36 461 152 976 ± 18 408

AUC
0–∞, ч × мкг / мл  

AUC
0–∞, h × µg / mL 

158 127 ± 48 439 158 294 ± 36 930 194 976 ± 9984

V
ss
, мл / кг  

V
ss
, mL / kg 

36,4 ± 8,8 42,7 ± 8,4 54,8 ± 5,7

MRT, ч 
MRT, h

191 ± 62 218 ± 18 Нет данных 
No data

Т
1 / 2

, ч 
Т

1 / 2
, h  

324 ± 169 350 ± 133 254,4 ± 9,6

Cl, мл / кг × ч  
Cl, mL / kg × h

0,20 ± 0,07 0,20 ± 0,05 0,15 ± 0,00

Примечание. С
max

 – максимальная концентрация; AUC – площадь под кривой «концентрация – время»; V
ss
 – стационар-

ный объем распределения; MRT – среднее время удерживания; T
1 / 2

 – период полувыведения; Cl – клиренс. 
Note. C

max
 – maximum concentration; AUC – area under the curve «concentration – time»; V

ss
 – steady-state volume of distribution; MRT – mean 

residence time; T
1 / 2

 – elimination half-life; Cl – clearance.
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