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Проведено аналіз особливостей методики визначення впливу дестабілізуючих чинників на моделі 
клітин кісткового мозку щурів в умовах in vitro, яка розроблена у Проблемній лабораторії морфо-
функціональних досліджень Національного фармацевтичного університету. Розроблено процедури 
проведення валідації цієї методики, які базуються на сучасних вимогах стандарту ДСТУ ISO / ІЕС 
17025, міжнародних документах "Guidance for Industry. Bioanalytical Method Validation" та рекомен­
даціях Державної фармакопеї України. Для визначення джерел невизначеності та оцінки їх впливу на 
кінцевий результат була побудована діаграма Ішикави. Враховуючи це, ми обрали та обгрунтували 
показники і кількісні характеристики, прийнятні для оцінки цієї методики. Наведено тести, що 
використовувалися при валідації, та результати отриманих експериментальних оцінок. Визначені 
робочі характеристики методики та розраховані невизначеності вимірювань при заданому часі. 

Н а теперішній час при до­
слідженні впливу різних 

дестабілізуючих факторів (хіміч­
них, механічних, фізичних) все 
більш популярними і затребува­
ними стають ал ьтернативні мето¬
ди дослідження на клітинних куль¬
турах in vitro. Проведення таких 
біо-тестів сприяє розширенню ро­
зуміння різних фізіологічних явищ, 
пов'язаних з дією факторів, і дає 
можливість визначити фармаколо¬
гічні та токсикологічні дії речовин 
шляхом розшифровки молекуляр¬
них і клітинних механізмів [8-10]. 

Враховуючи актуальність цьо¬
го напряму, в Проблемній лабо¬
раторії морфофункціональних до¬
сліджень Національного фарма¬
цевтичного університету ( П Л М Д 
НФаУ) була розроблена мето ди¬
ка визначення впливу дестабілі¬
зуючих чинників на моделі клі¬
тин кісткового мозку щурів in 
vitro [5]. Ц я методика дозволяє 
на клітинному рівні проаналізу¬
вати силу і характер дії факторів 

зовнішнього впливу будь-якого по¬
ходження (хімічного, фізичного і 
механічного), а також визначити 
спрямованість дії (цитотоксичну/ 
цитопротекторну) [6, 11]. 

При розробці і впровадженні в 
лабораторії нової методики від¬
повідно до вимог стан дарту ДСТУ 
ISO / ІЕС 17025 слід користува¬
тися міжнародними документами 
"Guidance for Industry. Bioanalyti­
cal Method Validation" та реко¬
мендаціями Державної фармако¬
пеї України та провести повну 
валідацію нової методики [1, 7, 12]. 

На сьогоднішній день в Ук¬
раїні розвиток нормативної бази, 
що стосується валідації біоаналі-
тичних методик, тільки розпочав¬
ся, тоді як у США валідація біо-
аналітичних методів є обов'язко¬
вою умовою використання їх у 
лабораторіях і регламентується 
"Правилами" [12]. При проведен¬
ні валідації біоаналітичних мето¬
дик важливо зробити правильний 
вибір необхідних параметрів і ме-
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тодик для їх оцінки. Крім того, 
використання стандартних зраз¬
ків, що є базовим елементом при 
проведенні валідації хіміко-аналі-
тичних методик, найчастіше не¬
можливо при оцінці біологічних 
зразків [1-4]. 

Метою роботи було проведен¬
ня повної валідації нової методи¬
ки, розробленої на базі П Л М Д 
НФаУ, для визначення впливу 
дестабілізуючих чинників на мо¬
делі клітин кісткового мозку щу¬
рів в умовах in vitro. 

М а т е р і а л и та методи 

Дослідження проводились в умо¬
вах in vitro при температурі зо¬
внішнього середовища t = 20°С. 
Об 'єкт дослідження — культуру 
клітин кісткового мозку отриму¬
вали шляхом вимивання трубча¬
стих кісток нелінійних щурів-са-
мок фізіологічним розчином. У 
суспензію клітин додавали трипа-
новий синій. Підрахунок живих і 
мертвих клітин проводили у ка¬
мері Горяєва за допомогою мікро¬
скопу для клінічної і лаборатор¬
ної діагностики МІКМЕД-2. Час 
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Підрахунок мертвих клітин 

Підрахунок живих клітин 

Рис. 1. Д іаграма Ішикави для визначення ключових джерел невизначеностей 
вимірювань методики, що аналізується 

визначення життєздатності клі¬
тин кісткового мозку в пробах 
варіювався від 30 до 90 хв. 

Р е з у л ь т а т и та їх 

обговорення 

Д л я досягнення мети дослі¬
дження були поставленні наступ¬
ні завдання: 

1) проаналізувати особливості 
даної біоаналітичної методики; 

2) визначити ключові джерела 
виникнення невизначеностей; 

3) обрати методи їх оцінки та 
кількісні характеристики. 

Проведення валідації цієї біоана-
літичної методики проводилося на 
базі запропонованих методичних 
підходів та розробленого валіда-
ційного майстер-плану [4]. 

Оцінку отриманих результатів 
здійснювали наступним чином. Для 
серії вимірювань визначали се¬
редню частку мертвих клітин за 
формулою: 

,і=і 

і=1 

де: mi — кіл ь кість мертвих клітин 
в i-тій серії; 
ni — загальна кількість клітин в 
i-тій серії. 

Визначали стандартну помил¬
ку частки для серії n вимірювань: 

( 2 ) 

де стандартне відхилення сукуп¬
ності для разового вимірювання 

для серії j вимірювань визначало¬
ся за формулою gj = -7Р(І-р) -

Аналіз можливих причин втра¬
ти точності був проведений за до¬
помогою діаграми Ішикави (рис. 1). 
Встановлено, що підрахунок мерт¬
вих і живих клітин проводиться 
в одній і тій ж е пробі одночасно, 
за допомогою одного і того ж 
мікроскопу. 

Особливістю даної методики є 
те, що зразок (суспензія клітин) 
готується оператором-лаборантом 
за певною "Стандартною опера¬
ційною процедурою" при кожно¬
му проведенні досліду. При цьому 
не передбачається використання 
стандартного зразка. Тому необ¬
хідно визначити, якою мірою на 
точність даної методики впливає 
чинник "зразок". 

Основну відповідальність за втра¬
ту точності методу несе оператор-
лаборант, який готує суспензію 
клітин. Від його навичок, гостроти 
зору та втомлюваності залежить 
точність підрахунку клітин і по¬
хибка, що вноситься при цьому. 
Тому чинник "оператор" так само 
включений в аналіз методики. 

Важливим чинником, що впли¬
ває на точність, є час визначення 
життєздатності клітин кісткового 
мозку в пробах. Внаслідок того, 
що ця методика застосовується 
для визначення показника ток¬
сичності речовини [4, 6], час ви¬
мірювання кількості мертвих і жи¬
вих клітин може складати 15, 30, 
60, 90 хв від початку експери¬
менту (наприклад, від початку дії 
досліджуваної хімічної речовини). 
Тому для даної методики оціню¬
ється також вплив чинника "час 

вимірювання" на показники точ¬
ності. 

Таку методику можна пред¬
ставити за допомогою наступної 
статистичної моделі 

Pr t = p t + 8 T + e t , ( 3 ) 

де: Pt— загальне середнє для за­
даного часу вимірювання (t = 30, 
60, 90 хв); 
8t — внутрішньолабораторна скла¬
дова систематичного зсуву мето¬
ду, що визначається фактором 
"оператор"; 
et — випадкова похибка у сере¬
дині серії зразків, що визначається 
відмінністю лабораторних тварин, 
з яких отримують культуру клітин. 

Д л я оцінки точності даної ме¬
тодики був проведений розраху¬
нок показників повторюваності 
(S2r) і відтворюваності ( S 2 R ) . 

Перед оцінкою дисперсій, що 
характеризують повторюваність і 
відтворюваність, проводили попе¬
редній аналіз даних за критерієм 
Кохрена. 

і=1 

де S t

2

m a x =max{s t

2

l , . . . ,S 2

6 } . 

При N = 1 0 M = 6 n p = 0,95 
критичне значення критерію Кох-
рена Скр - 0,3568. Отримані зна¬
чення цього критерію для задано¬
го часу вимірювання (t - 30, 60, 
90 хв) наведені в табл. 1. 

Оскільки всі ці значення (табл. 1) 
менше Скр, можна зробити вис¬
новок про однорідність дисперсій 
і відсутність грубих помилок у 
оператора при проведенні вимі¬
рів, а також статистично значи¬
мих відмінностей між досліджу¬
ваними зразками. Показник по¬
вторюваності (S2r) характеризує 
точність оцінювання серії зразків 
(N - 10) при заданому часі вимі¬
рювання (t - 30, 60, 90 хв) та 
визначається за формулою 

6 

S r t = i d - - ' ( 5) 
6 

де: Sjj— і-та дисперсія серії зраз­
ків при заданому часі вимірювань 
(t - 30, 60, 90 хв); 
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Таблиця 1 
Перевірка результатів на існування грубих помилок 

Розраховане значення критер ію Кохрена (Ct) 
Скр 

Час вим ірювання , хв 
Скр 

ЗО 60 90 
0 ,357 

0 ,203 0,184 0 ,189 
0 ,357 

70 80 90 100 

Час вимірювання, хв 

Рис. 2. Графік залежності частки мертвих клітин від часу вимірювання 

М = 6 — кількість повторних 
експериментів, що прово дяться од­
ним і тим же оператором у різні дні. 

Дисперсію відтворюваності об­
числювали за формулою: 

s2 - i s 2 +S2  

Д е : s j t = f i(Pi t-Pt j ; 

(6) 

Таблиця 2 
Бюджет невизначеності та оцінка повторюваності 

і відтворюваності (п = 10) 

Час вим ірювання , хв 

J 3 0 60 90 

Р Р Р 

1 0,06 0 ,0036 0,09 0 ,0049 0,11 0 ,0053 

2 0,07 0 ,0032 0,13 0 ,0049 0,15 0 ,0058 

3 0 ,05 0 ,003 0,10 0 ,0046 0,12 0,0051 

4 0,06 0 ,0035 0,10 0 ,0049 0,12 0 ,0052 

5 0,06 0 ,0038 0,10 0 ,0052 0,12 0 ,0054 

6 0,06 0 ,0035 0,10 0 ,0052 0,12 0 ,0058 

Pt 0,06 — 0,10 — 0,125 — 

S 2

r 
— 1,1 - 1 0 " 5 — 2 , 4 - 1 0 ~ 5 — 2 , 9 - 1 0 " 5 

S 2 i — 1 , 7 - 1 0 " 5 — 1,3 • 1 0 4 — 2 , 2 - 1 0 " 4 

S 2 R — 2 , 8 - 1 0 ~ 5 — 1,5- 1 0 4 — 2 , 5 - 1 0 " 4 

S R — 0 ,0053 — 0,0123 — 0,0156 

r — 0 ,0096 — 0,0139 — 0,0152 

R — 0,0148 — 0 ,0346 — 0,0438 

U — 0,014 — 0,032 — 0,04 

Pit — серед ня частка мертвих клі­
тин (1) при заданому часі вимірю­
вання (t = 30, 60, 90 хв); 
= 1 6 _ 
P t = _ " S p i t — з а г а л ь н а середня 

частка мертвих клітин. 
У табл. 2 представлені розра¬

ховані за результатами експери¬
ментів оцінки дисперсій відтво­
рюваності і повторюваності даної 
методики, а також обчислені ме¬
жі повторюваності (г = 2,8 • Sr) та 
відтворюваності (R = 2 , 8 ' S R ) . 

Д л я оцінки впливу чинника 
"час вимірювання" був проведе­
ний аналіз дисперсій S2rt (табл. 2) 
за критерієм Кохрена, який показав, 
що розраховане значення С = 0,584 
менше за Скр (N - 10; М - 3; р -
0,95) - 0,6025. Отже , вплив чин¬
ника "час вимірювання" статистич¬
но не має значення, тому можна 
вважати, що точність даної методи¬
ки не залежить від цього параметра. 

При оцінюванні впливу чинни¬
ка " час вимірювання" необхідно 
враховувати, що за даною мето¬
дикою не передбачено викорис¬
тання термостату або інших при¬
строїв, що стабілізують життє¬
діяльність клітин. Це призводить 
до природних процесів їх заги¬
белі, які активізуються із зрос¬
танням часу від початку експери¬
менту, у зв 'язку з порушенням 
бар 'єрних і структурних власти¬
востей ліпідного шару — причин 
розвитку ряду патологічних ста¬
нів. Дослідники виділяють чоти¬
ри основні чинники, що безпосе¬
редньо викликають порушення 
бар'єрних властивостей мембран 
у патології: перекисне окиснення 
ліпідів, активація ендогенних фос-
фоліпаз, механічне (осмотичне) 
розтягування мембран, адсорбція 
на ліпідному шарі поліелектро-
літів, включаючи поліпептиди і 
білки. 

Тому визначення міжгрупової 
дисперсії та загального групового 
середнього, де в даному випадку 
група визначається чинником "час 
вимірювання", не є коректним. 

Перевірка лінійності розроб¬
леної методики проводилася за¬
лежно від зміни часу вимірювання. 
Д л я цього було оброблено 3 серії 
вимірювань для часу 30, 60 і 90 
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хвилин. У кожній серії проведено 
десять повторних вимірювань. 

Оцінка лінійності методики по¬
казала, що за заданим критерієм 
прийнятності ( R 2 - 0,9932) ліній¬
на характеристика забезпечує аде¬
кватну апроксимацію залежності 
вимірюваної величини від часу 
проведення вимірювань. 

Розраховані параметри лінійної 
залежності Y - 0,0267 + 0,0012 • X 
та побудований градуювальний гра¬
фік (рис. 2). 

Враховуючи особливості даної 
методики, була розрахована роз¬
ширена невизначеність вимірю¬
вань U - ts(p, Уеф. • Uc(yj). Резуль¬
тати розрахунку наведені в табл. 2. 

ВИСНОВКИ 
1. Проведено аналіз особливо¬

стей розробленої методики з оцінки 
цитотоксичного/ цитопротекторно-
го впливу та визначені ключові дже¬
рела виникнення невизначеностей. 

2. Зроблено оцінку впливу чин­
ників "оператор","зразок" та "час 

вимірювання" на точність даної 
методики. 

3. Виконана повна валідація 
нової методики визначення впли¬
ву дестабілізуючих чинників на 
моделі кісткового мозку щурів в 
умовах "іп vitro", розробленої на 
базі П Л М Д НФаУ. 

4. Визначені робочі характе¬
ристики методики та розраховані 
невизначеності вимірів при зада¬
ному часі вимірювань (t - 30, 60, 
90 хв). 
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