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Резюме
Введение. Одним из широко используемых специфических препаратов моноклональных антител c anti-HER2 (human epidermal growth 
factor receptor 2) активностью является трастузумаб – это высокоэффективное средство для «удаления» гиперэкспрессированных 
единиц рецептора HER2 с поверхности клеток и снижения его онкогенности. Как и для других биологических лекарственных препаратов, 
для трастузумаба одной из возможных нежелательных реакций со стороны иммунной системы является иммуногенность – выработка 
противолекарственных антител к препарату. 
Цель. Разработка и валидация методики полуколичественного определения антител к трастузумабу в сыворотке крови человека. 
Материалы и методы. Полуколичественное определение антител проводилось методом иммуноферментного анализа в сочетании с 
техникой ACE, с использованием спектрофотометрического детектирования в видимом диапазоне спектра.
Результаты и обсуждения. Разработанная методика была валидирована по показателям: предел исключения, селективность, 
чувствительность, «хук»-эффект, толерантность к присутствию лекарственного препарата, прецизионность и стабильность (краткосрочная 
и долгосрочная). Для снижения интерференции компонентов биологической матрицы в анализе на этапе разработки было определено 
значение минимального необходимого разбавления (1 : 10). Рассчитанные значения предела исключения для этапа скрининга (фактор 
нормализации) и подтверждающего анализа составили 0,004 и 34,59 %, соответственно. Чувствительность разработанной методики 
составила 99,5 нг/мл антител к трастузумабу. 
Заключение. Полученные при валидации методики результаты позволяют применять методику полуколичественного определения 
антител к трастузумабу в сыворотке крови человека для проведения аналитической части исследований безопасности препаратов 
трастузумаба.

Ключевые слова: трастузумаб, иммуногенность, биоаналоги, иммуноферментный анализ
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Abstract
Introduction. One of the widely used specific anti-HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) MAb drugs is trastuzumab. Trastuzumab 
is highly effective for malignant HER2 hyperexpression reduction, which results in HER2 oncogenicity decrease. As any other biotherapeutics 
trastuzumab can cause immunological adverse reactions, e.g. immunogenicity or anti-drug antibodies (ADAs) production.
Aim. The aim of this study was to develop and validate the analytical method for anti-trastuzumab antibodies determination in human blood 
serum. 
Materials and methods. The semi-quantitative anti-trastuzumab antibody determination was carried out by the ELISA method combined with 
ACE technique, using spectrophotometric detection in the visible range of the spectrum. 
Results and discussion. The developed method was validated for cut point, selectivity, sensitivity, "hook" effect, drug tolerance, precision and 
stability (short-term and long-term). To decrease the background noise from non-specific binding of sera components, the minimum required 
dilution value was determined at 10 % serum. The calculated values for screening cut point (normalization factor) and confirmatory cut point were 
0.004 and 34.59 %, respectively. The sensitivity of the developed method was estimated at 99.5 ng/mL of anti-trastuzumab antibodies.
Conclusion. The obtained results allow us to use the developed ACE ELISA method for the determination of anti-trastuzumab antibodies in human 
serum during trastuzumab safety clinical trials. 
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ВВЕДЕНИЕ
Одним из наиболее распространённых видов ра-

ка у женщин является рак молочной железы (РМЖ). 
Данное заболевание встречается примерно у каждой 
двенадцатой женщины в мире. Согласно статистиче-
ским данным Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) в 2020  г. во всем мире было зарегистриро-
вано свыше 2,2 миллиона случаев РМЖ1. В России за 
2020  г. зарегистрировали более 69 тысяч случаев ра-
ка молочной железы, при этом РМЖ занимал лиди-
рующие позиции в структуре заболеваемости злока- 
чественными новообразованиями женского населе-
ния, составляя 21,7 % от всех случаев злокачествен- 
ных новообразований у женщин  [1]. Между тем, имен-
но ранняя диагностика РМЖ зачастую во многом  

1 WHO fact sheet "Cancer". Available at: https://www.who.
int/ru/news-room/fact-sheets/detail/breast-cancer. Accessed: 
16.11.2021

определяет исход болезни – при выявлении заболе-
вания на ранней стадии, лечение становится более 
эффективным и повышает выживаемость пациентов. 
Всего выделяют четыре основных молекулярных под-
типа рака молочной железы: люминальный А, люми-
нальный Б, HER2-позитивный и тройной негативный 
РМЖ. Терапия первой линии для рака молочной же- 
лезы обычно включает в себя лучевую и химиотера-
пию, хирургическое вмешательство для эрадикации 
опухоли, а также таргетные противораковые лекарст- 
венные препараты.

В настоящее время таргетная терапия использу-
ется все чаще и включает в себя использование био-
логических, и в том числе биотехнологических ле-
карственных препаратов, например, препаратов на 
основе технологии моноклональных антител (МкАТ). 
Одним из таких препаратов является трастузумаб. В 
качестве первого терапевтического МкАТ, нацелен-
ного на рецептор HER2, трастузумаб произвел рево-
люцию в лечении HER2-позитивного рака молочной 

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



122 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

железы, а впоследствии и некоторых других типов  
рака, связанных с гиперэкспрессией рецептора 
HER2  [2]. Трастузумаб – это гуманизированные МкАТ 
подкласса IgG1, получаемые по рекомбинантной тех- 
нологии и содержащие мышиные CDR-фрагменты, 
слитые с фрагментами человеческих антител [3]. В 
случае HER2-позитивного РМЖ число единиц рецеп-
тора на поверхности клеток увеличивается в сотни 
раз, тогда как в норме число рецепторов HER2 на по-
верхности эпителиальных клеток составляет около 
20  тысяч [4, 5]. При гиперэкспрессии рецепторы HER2 
на мембране нарушают нормальный клеточный цикл  
и позволяют раковым клеткам бесконтрольно де-
литься, в результате чего у пациентов снижается эф-
фективность химиотерапии и уменьшается безреци- 
дивная и общая выживаемость  [6, 7]. Ингибируя ги-
перэкспрессию рецептора HER2 на поверхности опу-
холевых клеток, трастузумаб снижает онкогенность 
рецептора. 

На данный момент трастузумаб является «зо-
лотым стандартом», одобренным FDA, для лечения 
HER2-позитивного РМЖ [8]. При этом препарат обла-
дает довольно высокой стоимостью (около 30  тысяч 
евро за 12-месячное лечение в адъювантных услови-
ях и около 42 тысяч евро за средний период лечения 
18,5  месяцев при метастатическом раке молочной 
железы для пациента весом примерно 67 кг), что явля-
ется существенной нагрузкой для бюджетов системы 
здравоохранения и может ограничить доступ к пре-
парату для некоторых пациентов [9]. Одним из ва- 
риантов решения данной проблемы может стать раз-
работка и регистрация биоаналоговых лекарствен-
ных препаратов.

Терапия биологическими препаратами, в том 
числе препаратами- биоаналогами, несет в себе не 
только потенциальную пользу для пациентов, но и 
существенные риски. Биологические лекарственные 
средства могут вызывать нежелательные явления, и в 
том числе спровоцировать иммунный ответ организ-
ма  – выработку противолекарственных антител (anti-
drug antibodies, ADA). Выработка ADA может влиять  
на эффективность препарата, изменяя его фармако- 
кинетику и/или фармакодинамику, а также на его без- 
опасность и переносимость. В данном случае комп- 
лексный анализ данных об иммуногенности может 
иметь решающее значение для понимания приро-
ды возможных побочных реакций. Поэтому анализ  
иммуногенности биологических препаратов – это не 
только важный аспект доказательства биоаналогич- 
ности, закрепленный в нормативной документации, 
но и инструмент для обоснования клинических реше-
ний. Таким образом, еще на этапе клинических иссле-
дований необходимо разрабатывать и валидировать 
надежные методики анализа иммуногенности [10].

Целью данной работы являлась разработка и  
валидация методики полуколичественного определе-
ния антител к трастузумабу в сыворотке крови чело-

века методом иммуноферментного анализа (ИФА) для 
целей сравнительной оценки иммуногенности пре- 
парата-биоаналога трастузумаба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве стандартного образца (положитель-

ный контроль антител к трастузумабу) при разработ- 
ке и валидации методики использовали антиидиоти-
пические, нейтрализующие моноклональные анти- 
тела к трастузумабу подкласса IgG1 (human anti-tras- 
tuzumab antibodies), с концентрацией белка 0,5 мг/мл 
(Bio-Rad, США). Стандартный образец хранили в мо-
розильнике при температуре –40 ± 10 °С.

В качестве препарата сравнения и исследуемого 
препарата в исследовании выступали оригинальный 
препарат Герцептин® и его биоаналог: 
 • исследуемый препарат: Трастузумаб; лиофилизат 

для приготовления концентрата для приготовле-
ния раствора для инфузий; 440 мг/20 мл;

 • препарат сравнения: Герцептин® (МНН: Трастузу- 
маб); лиофилизат для приготовления концент- 
рата для приготовления раствора для инфузий; 
440 мг/20 мл.
Образцы исследуемого препарата и препарата 

сравнения хранили в холодильнике фармацевтиче-
ском при температуре 2–8 °С.

Оборудование

В ходе разработке и валидации методики для 
определения оптической плотности образцов в лун-
ках ИФА-планшета использовали планшетный имму-
ноферментный анализатор STAT FAX 3200 (Awareness 
Technology, Inc., США). В качестве вспомогательного 
оборудования использовали: автоматический промы-
ватель планшетов «Аквамарин» (ЗАО «Вектор-Бест-Ев-
ропа», Россия), термошейкер для планшетов (BioSan, 
Латвия), встряхиватель типа Вортек Reax Top (Hei- 
dolph Instruments GmbH, Германия), весы аналитиче-
ские Pioneer PA 214C (OHAUS Corporation, США), од-
ноканальные и многоканальные дозаторы различно-
го объема (АО «Термо Фишер Сайентифик», Россия), 
pH-метр-милливольтметр (ООО «НПО Аквилон», Рос-
сия) и колбы мерные класса А, цилиндры мерные раз-
личной вместимости (Shott Duran, Германия). Воду 
очищенную 1 типа получали с помощью системы во-
доподготовки «Аквалаб» AL-1 (Россия). Хранение ре-
активов и образцов осуществляли в холодильни-
ке фармацевтическом ХФ-400-2 (АО  «ПОЗиС», Россия) 
и морозильнике микропроцессорном для хранения 
замороженной плазмы крови и других биологиче-
ских материалов ММ-180/20/35 «POZIS» (АО «ПОЗиС», 
Россия).

Реактивы

В ходе валидации методики определения антител 
к трастузумабу в сыворотке крови человека исполь-
зовали следующие реактивы: антитела к трастузума-
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бу (положительный контроль) human anti-trastuzu- 
mab, 0,5  мг/мл (HCA177, Bio-Rad, США); вода очи-
щенная тип 1; бычий сывороточный альбумин (БСА, 
pH = 7.0, ≥98 % pure, A9647, Sigma-Aldrich, США); набор 
для биотинилирования антител (ООО «Силекс», Рос-
сия); конъюгат стрептавидин-пероксидаза, 3,3’,5,5’-тет- 
раметилбензидин (ТМБ)-субстрат (ООО «ИМТЕК», Рос-
сия); калия хлорид (х.ч.), натрия хлорид (х.ч.), калия ди-
гидрофосфат (ч.д.а.), натрия карбонат (ч.) (ООО «Ком-
понент-Реактив», Россия); натрия гидрофосфат (pure, 
pharma grade), натрия гидрокарбонат (pure, pharma 
grade) твин-20 (pure, pharma grade, PanReac, Испания); 
глицин (pure EP USP, ≥98,5 %, ООО «Диаэм», Россия), 
трис-(гидроксиметил)-аминометан (≥99,0 %, Т1378, 
Sigma-Aldrich, США); серная кислота концентриро-
ванная (ООО  «ХИММЕД СИНТЕЗ», Россия); планшеты 
96-луночные, прозрачные, плоскодонные, высокое 
связывание Costar® (2592, Corning Inc., США).

Методика полуколичественного определения  
антител к трастузумабу в сыворотке крови  
человека методом ИФА

Полуколичественное определение антител к 
трастузумабу в сыворотке крови человека прово-
дили с помощью планшетного иммуноферментного 
анализатора STAT FAX 3200 (Awareness Technology, 
Inc., США). Краткая схема анализа приведена в таб- 
лице 1.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В ходе разработки методики определяли опти-
мальную концентрацию покрытия планшета трасту-
зумабом, проводили оценку применимости условий 
кислотной диссоциации образцов, как способа улуч-
шения толерантности методики к присутствию в об-
разцах трастузумаба, подбирали состав, pH и рабочий 
объем буфера для нейтрализации в лунках планшета,  
а также устанавливали оптимальные условия инку-
бации планшета на разных этапах анализа (длитель-
ность, число оборотов шейкера, температура). Кроме  
того, в ходе разработки методики определяли оп-
тимальные разведения первичного (биотинилиро-
ванный трастузумаб) и вторичного (конъюгат стреп-
тавидин: пероксидаза) детектирующих реактивов, 
анализируя получаемые в каждом случае соотноше-
ния «сигнал-шум» относительно образцов отрицатель-
ного контроля (пулированная интактная сыворотка 
крови человека). Финальным этапом разработки ме-
тодики стал выбор минимального необходимого раз-
ведения (MRD) образцов сыворотки, позволяющего 
уменьшить интерференцию компонентов сыворотки, 
но сохранить при этом требуемые значения чувстви-
тельности методики. В методике использовали 10 % 
сыворотку крови, то есть MRD составило 1 : 10. 

Таблица 1. Краткая схема анализа

Table 1. Brief assay scheme

№ этапа
Step No.

Содержание этапа анализа
Assay procedures

1

Покрытие планшета (100 мкл/лунка, 40 мкг/мл трастузу-
маба в карбонатном буфере)
Plate coating (100 µl/well, 40 µg/ml trastuzumab in car-
bonate buffer)

2

Кислотная диссоциация образцов (образцы, разбавлен-
ные в соответствии с MRD в глициновом буфере, 37  оС, 
20 минут, 500 rpm)
Acid dissociation of samples (samples diluted according to 
MRD in glycine buffer, 37°C, 20 minutes, 500 rpm)

3
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

4

Внесение образцов (по 100 мкл/лунка, в дублях, предва-
рительное внесение в лунки буфера для нейтрализации 
на основе триса, pH = 9,5. В случае подтверждающего 
анализа в буфер для нейтрализации добавляли трасту-
зумаб, 2 мг/мл)
Introduction of sample (100 µl/well, in duplicate, wells 
pre-sprayed with Tris-based neutralization buffer, pH = 9.5. 
Trastuzumab, 2 mg/ml, added to neutralization buffer for 
confirmatory assay)

5
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

6

Элюирование и иммобилизация антител (глициновый 
буфер, 37 оС, 20 минут, 500 rpm; перенос в новый планшет 
инкубация 60 мин, 37 оС, 500 rpm)
Elution and immobilization of antibodies (glycine buffer, 
37 °C, 20 minutes, 500 rpm; transfer to a new plate, incuba-
tion 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

7
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

8

Блокирование планшета (250 мкл/лунка, 1 % раствор 
БСА, инкубация 60 минут, 37 оС, 500 rpm)
Plate blocking (250 µl/well, 1 % BSA solution, incubation 
60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

9
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

10

Первичный детектирующий реагент, биотинилирован-
ный трастузумаб (100  мкл/лунка, инкубация 60 минут, 
37 оС, 500 rpm)
Primary detection reagent, biotinylated trastuzumab 
(100 µl/well, incubation 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

11
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

12

Вторичный детектирующий реагент конъюгат стрепта-
видин: пероксидаза (100 мкл/лунка, инкубация 60 минут, 
37 оС, 500 rpm)
Secondary detection reagent streptavidin:peroxidase con-
jugate (100 µl/well, incubation 60 minutes, 37 °C, 500 rpm)

13
Промывка планшета (3 раза, промывочный буфер с тви-
ном-20)
Plate washes (3 times, wash buffer with Tween-20)

14

Внесение ТМБ-субстрата (100  мкл/лунка, инкубация 
30 минут, 300 rpm)
Introduction of TMB-substrate (100 µl/well, incubation 
30 minutes, 300 rpm)

15

Внесение стоп-реагента (100  мкл/лунка), измерение оп-
тической плотности (450 нм/630 нм)
Introduction of Stop Reagent (100 µl/well), Optical Density 
Measurement (450 nm/630 nm)

Доклинические и клинические исследования
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Валидация методики

Валидацию методики полуколичественного опре-
деления антител к трастузумабу проводили в соот-
ветствии с руководством FDA: Guidance for Industry:  
Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Pro- 
ducts  – Developing and Validating Assays for Anti-Drug 
Antibody Detection1 и Правилами проведения ис-
следований биологических лекарственных средств  
Евразийского экономического союза2 по следующим 
параметрам:

Предел исключения (cut point)

Предел исключения определяли в ходе анали-
за 50  индивидуальных образцов интактной сыворот-
ки крови человека, которые были проанализирова- 
ны двумя аналитиками, в течение 5 дней, одновре-
менно в формате скрининга и подтверждающего ана-
лиза. Помимо индивидуальных образцов интактной 
сыворотки крови, каждый цикл включал образцы по-
ложительного контроля (PC-1 и PC-2 с концентраци-
ями антител к трастузумабу 1000  нг/мл и 500  нг/мл,  
соответственно) для контроля пригодности циклов,  
а также образцы отрицательного контроля (NC – пу- 
лированная интактная сыворотка крови человека).  
Полученные в ходе анализа значения оптической 
плотности (для этапа скрининга) и % ингибирования 
(для подтверждающего анализа) подвергали статис- 
тической обработке с целью расчета значений пре-
дела исключения (cut-point) методики. Статистиче-
скую обработку данных проводили с использованием 
ПО IBM SPSS Statistics.

Предел исключения для этапа скрининга

Для определения предела исключения для эта-
па скрининга все полученные значения оптической 
плотности (ОП) подвергали проверке на нормаль-
ное распределение (тест Шапиро-Уилка), после че-
го проводили log-преобразование данных и ис-
ключали выбросы с помощью метода Тьюки. После 
повторной проверки на нормальное распределение 
проводили расчет валидационного cut point непа-

1 Guidance for Industry: Immunogenicity Testing of Thera-
peutic Protein Products – Developing and Validating Assays for 
Anti-Drug Antibody Detection.U.S. Department of Health and 
Human Services Food and Drug Administration Center for Drug 
Evaluation and Research (CDER); Center for Biologics Evaluation 
and Research (CBER), January 2019. Available at: https://www.fda.
gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/
immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-develo-
ping-and-validating-assays-anti-drug. Accessed: 12.12.2022

2 Правила проведения исследований биологических ле-
карственных средств Евразийского экономического союза, 
утвержденные решением Совета Евразийской Экономиче-
ской Комиссии №89, от 3 ноября 2016 г. Доступно по: http://
pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/8903111.pdf 
Ссылка активна на 12.12.2022.

раметрическим методом. На втором этапе проводи-
ли оценку гомогенности дисперсий (статистика Ли- 
виня) и сравнение средних (ANOVA) между цикла- 
ми и между аналитиками. На основании полученных 
данных для дальнейшего использования в анализе 
был выбран плавающий предел исключения для эта- 
па скрининга (floating screening cut-point). Возмож-
ность использования плавающего предела исклю-
чения и фактора нормализации была подтвержде-
на с использованием корреляции Пирсона, значение 
корреляции составило 0,891 (>0,7). Для дальнейших 
расчетов предела исключения каждого конкретного  
цикла (PSCP  – plate-specific cut-point) был рассчитан 
фактор нормализации (NF), который составил 0,004. 
В ходе дальнейшего анализа PSCP рассчитывали как 
сумму среднего значения ОП образцов отрицатель-
ного контроля и фактора нормализации.

Предел исключения  
для подтверждающего анализа

Для определения предела исключения для под-
тверждающего анализа использовали значения % ин-
гибирования, рассчитанные для 50 индивидуальных 
образцов интактной сыворотки крови человека, про-
анализированные в формате подтверждающего ана-
лиза (с добавлением трастузумаба, 2  мг/мл). Значения 
%  ингибирования проверяли на нормальное распре-
деление (тест Шапиро – Уилка), после чего проводили 
log-преобразование данных и исключение выбросов 
по методу Тьюки. После повторной проверки на нор-
мальное распределение (тест Шапиро – Уилка) пре- 
дел исключения для подтверждающего анализа рас-
считывали непараметрическим методом. Для ис-
пользования в анализе был выбран фиксированный 
предел исключения для подтверждающего анализа, 
значение cut-point составило 34,59 %.

Чувствительность методики

Определение чувствительности методики прово-
дили в ходе 2 циклов, совместно с установлением кон-
центраций образцов положительного контроля (на 
верхнем и нижнем уровнях – HPC и LPC, соответст- 
венно). Анализировали образцы положительного 
контроля, содержащие антитела к трастузумабу в раз-
личных концентрациях (от 25000  нг/мл до 31,25  нг/мл). 
Каждый цикл включал в себя три серии разведений 
(стандарты 1–10, таблица 2), образцы положительно-
го контроля (PC-1 – 1000  нг/мл и PC-2 – 500  нг/мл) и  
образцы отрицательного контроля (NC). 

Для определения чувствительности анализа и 
концентрации LPC были использованы номиналь-
ные значения концентрации стандартных образцов, 
усредненная оптическая плотность которых была 
выше, чем значение соответствующего PSCP. Значе-
ния концентрации (нг/мл) переводили в log-фор-

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study

https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug.
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug.
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug.
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug.
http://pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/8903111.pdf
http://pharmacopoeia.ru/wp-content/uploads/2016/11/8903111.pdf


125РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 4, приложение 1
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 4, supplement 1

му, а затем рассчитывали чувствительность методи-
ки. Перевод полученного значения в оригинальную 
шкалу из log-формы позволил получить численное 
значение чувствительности методики, которое соста-
вило 99,5  нг/мл. Параллельно с определением чув-
ствительности были рассчитаны концентрации конт- 
рольных образцов. Концентрацию LPC определяли 
по алгоритму, аналогичному расчету чувствительно-
сти методики. Теоретическая концентрация образца 
LPC составила 128,9  нг/мл. Для удобства и точности 
приготовления контрольных образцов, практиче-
ская концентрации LPC составила 129  нг/мл антител  
к трастузумабу. Концентрация HPC была выбрана как 
верхняя точка в линейном диапазоне при постро- 
ении калибровочной кривой и составила 2580  нг/мл 
антител к трастузумабу.

Таблица 2. Концентрации стандартных образцов  
для определения чувствительности методики

Table 2. The concentrations of standard samples during 
sensitivity runs

№ стандарта
Standard No.

Концентрация антител  
к трастузумабу, нг/мл
Anti-trastuzumab Ab 
concentration, ng/ml

1 25000

2 10000

3 5000

4 2500

5 100

6 500

7 250

8 100

9 62,5

10 31,25

«Хук»‑эффект

Включение в циклы оценки чувствительности об-
разцов с высокой концентрацией антител к трасту-
зумабу позволило оценить потенциальное наличие 
«хук»-эффекта в методике. Рассчитанное для всех 
стандартных образцов значения соотношения «сиг-
нал/шум» (относительно соответствующего PSCP) по-
зволило показать отсутствие «хук»-эффекта, так как  
не наблюдалось снижения оптической плотности 
стандартных образцов с увеличением концентрации 
антител к трастузумабу.

Селективность

Селективность методики оценивали с использо-
ванием 10 индивидуальных образцов интактной сы-
воротки крови человека, включая гемолизные и хи-

лезные образцы, с добавлением и без добавления 
антител к трастузумабу до уровней HPC и LPC. Анализ  
проводили как в формате скрининга, так и в форма-
те подтверждающего анализа. Селективность методи- 
ки была подтверждена, так как 100 % индивидуаль- 
ных образцов (10/10) интактной сыворотки крови че-
ловека имели отклик ниже PSCP, а также при этом 
100 % образцов положительного контроля (HPC, LPC) 
были «истинно положительными» по результатам 
скрининга и подтверждающего анализа.

Толерантность методики к присутствию  
лекарственного препарата

Оценка толерантности методики к присутствию 
интерферирующего биологического препарата в об-
разцах (drug tolerance) – один из ключевых моментов 
валидации методики оценки иммуногенности. Для 
оценки толерантности методики к присутствию ле- 
карственного в формате скрининга были проанали-
зированы 25 образцов, содержащие антитела к трас- 
тузумабу и сам препарат в различных концентрациях.  
Была проведена сравнительная оценка для исследу- 
емого препарата и препарата сравнения. Образцы 
содержащие антитела к трастузумабу и образцы трас- 
тузумаба были приготовлены в двукратной концент- 
рации с использованием 100 % биологической мат- 
рицы (интактной пулированной сыворотки крови че-
ловека), а затем смешивались в соотношении 1 : 1 для 
получения образцов для оценки толерантности ме- 
тодики к трастузумабу.

Количественно толерантность методики к ле- 
карственному препарату выражалась максимальной 
концентрацией препарата, при которой на различ-
ных уровнях концентрации антител к трастузумабу 
сохранялся сигнал выше PSCP. Для данной методики 
значение толерантности методики к присутствию ле-
карственное препарата для трастузумаба составило 
50  мкг/мл (на уровне 500  нг/мл антител к трастузума-
бу), для Герцептина® составило 50  мкг/мл (на уровне 
1000 нг/мл антител к трастузумабу).

Прецизионность

Прецизионность методики оценивали как для 
скрининга, так и для подтверждающего анализа. Для 
оценки использовали образцы HPC и LPC, которые  
были проанализированы в ходе 6  циклов, двумя ана-
литиками, в течение трех дней. Каждый цикл вклю-
чал в себя по три набора контрольных образцов (HPC,  
LPC и NC), первый цикл для первого аналитика вклю-
чал в себя 6 наборов контролей для оценки преци- 
зионности внутри цикла (intra-day). Данные, получен-
ные в ходе всех шести циклов, использовались для 
оценки прецизионности между циклами (inter-day).  
Количественно прецизионность методики внутри 
и между циклами выражалась путем расчета коэф-
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фициента вариации (CV, %) для первого цикла и для  
всех шести циклов, соответственно. Прецизионность 
для формата скрининга оценивалась с использова-
нием средних значений ОП для образцов положи-
тельного контроля (HPC, LPC). Прецизионность для 
подтверждающего анализа оценивалась с использо- 
ванием рассчитанных значений %  ингибирования  
сигнала. Полученные результаты приведены в табли-
це 3 (внутри цикла) и таблице 4 (между циклами).

Рассчитанные значения коэффициента вариации 
(CV, %) не превышали 20 %, что соответствует требо- 
ваниям нормативной документации [14].

Стабильность

В ходе валидации методики оценивалась: крат- 
косрочная стабильность (образцы положительного 
контроля перед анализом хранили 24  часа при ком-
натной температуре, 18–25  °С), стабильность при за-
морозке-разморозке (3  цикла, каждая заморозка не 
менее 12  часов при температуре –40 ± 10  °С), а так-

же долгосрочная стабильность (хранение в условиях  
низкотемпературной заморозки при температуре  
–40 ± 10  °С) в течение 137 дней. Циклы по оценке 
стабильности помимо исследуемых образцов для 
оценки стабильности (по 3 набора образцов положи-
тельного контроля HPC и LPC для каждого вида ста-
бильности) включал в себя два набора свежеприго-
товленных образцов положительного контроля – для 
расчета PSCP и контроля пригодности аналитических 
циклов. Стабильность образцов оценивали путем 
расчета коэффициента вариации (CV,  %) между тремя 
наборами образцов для каждого вида стабильности. 
Образцы были признаны стабильными, так как коэф-
фициенты вариации не превышали 20  %. Получен-
ные результаты приведены в таблице 5.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была разработана и валидирована методика по-

луколичественного определения антител к трасту-
зумабу в сыворотке крови человека методом ИФА. 

Таблица 3. Прецизионность внутри цикла

Table 3. Intra-day precision

Образец
Sample

Набор образцов положительного контроля №
PC samples set No. Среднее

Mean
CV, %

1 2 3 4 5 6

Формат анализа: скрининг
Screening assay format

HPC 1,071 1,151 1,401 1,345 1,428 1,176 1,262 11,76

LPC 0,049 0,044 0,054 0,044 0,041 0,047 0,046 9,86

Формат анализа: подтверждающий
Confirmatory assay format

HPC 98,459 98,566 98,858 98,773 98,985 98,682 98,720 0,19

LPC 63,918 59,091 69,159 62,069 60,494 66,667 63,566 6,00

Таблица 4. Прецизионность между циклами

Table 4. Inter-day precision

Скрининг (Цикл №)
Screening (Run No.)

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC 1,262 1,055 0,989 1,110 1,097 1,135 1,108 0,091 8,23

LPC 0,046 0,038 0,034 0,040 0,041 0,037 0,039 0,004 10,52

Подтверждающий анализ (Цикл №)
Confirmatory assay (Run No.)

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC 98,720 98,502 98,667 98,755 98,566 98,567 98,629 0,099 0,10

LPC 63,566 59,494 64,185 65,123 67,429 61,268 63,511 2,813 4,43
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Полуколичественное определение проводилось ме-
тодом ИФА в сочетании с техникой ACE и использо-
ванием спектрофотометрического детектирования 
в видимом диапазоне спектра. Чувствительность 
методики и концентрация LPC были определены на 
уровне 99,5 нг/мл и 129 нг/мл антител к трастузума- 
бу, соответственно. Для этапа скрининга был выбран 
плавающий предел исключения со значением фак-
тора нормализации 0,004, а для этапа подтвержда-
ющего анализа фиксированный предел исключения – 
34,59 %. Толерантность методики к присутствию 
исходного биологического препарата была показа-
на вплоть до концентрации 50 мкг/мл (для трасту- 
зумаба на уровне 500 нг/мл антител, для Герцептина® 
на уровне 1000  нг/мл антител). Полученные значе-
ния пределов исключения, чувствительности и то-
лерантности методики к лекарственному препара-
ту позволяют применять валидированную методику  
для проведения аналитической части исследований 
безопасности препаратов трастузумаба.

ЛИТЕРАТУРА / REFERENCES
1. Kaprin A. D., Starinskij V. V., Shahzadova A. O. Malignant neoplasms 

in Russia in 2020 (morbidity and mortality). Moscow: MNIOI 
im. P. A. Gercena − filial FGBU «NMIC radiologii» Minzdrava Rossii; 
2021. 252 p.

2. Kreutzfeldt J., Rozeboom B., Dey N., De P. The trastuzumab era: 
current and upcoming targeted HER2+ breast cancer therapies. Am 
J Cancer Res. 2020;10(4):1045–1067.

3. Akbari V., Chou C., Abedi D. New insights into affinity proteins 
for HER2-targeted therapy: Beyond trastuzumab. Biochimica et 
Biophysica Acta (BBA) – Reviews on Cancer. 2020;1874(2):188448. 
DOI: 10.1016/j.bbcan.2020.188448.

4. Gonzalez-Conchas G. A., Rodriguez-Romo L., Hernandez-Bara-
jas  D., Gonzalez-Guerrero J. F., Rodriguez-Fernandez  I. A., Ver-
dines-Perez A., Templeton A. J., Ocana A., Seruga B., Tannock I. F., 
Amir E., Vera-Badillo  F. E. Epidermal growth factor receptor ove- 
rexpression and outcomes in early breast cancer: A systematic re-
view and a meta-analysis. Cancer treatment reviews. 2018;62:1–8. 
DOI: 10.1016/j.ctrv.2017.10.008.

5. Oberg H. H., Janitschke L., Sulaj V., Weimer J., Gonnermann  D., 
Hedemann N., Wesch D. Bispecific antibodies enhance tumor‐in-
filtrating T cell cytotoxicity against autologous HER‐2‐expres- 
sing high‐grade ovarian tumors. Journal of leukocyte biology. 
2020;107(6):1081–1095. DOI: 10.1002/JLB.5MA1119-265R.

6. Gaibar M., Beltrán L., Romero-Lorca A., Fernández-Santander  A., 
Novillo A. Somatic mutations in HER2 and implications for current 
treatment paradigms in HER2-positive breast cancer. Journal of 
Oncology. 2020;2020:1–13. DOI: 10.1155/2020/6375956.

7. Tang Z., Jun Ya., Lv Ya., Li Yu., Zhang Z., Tao M., Chen X., He  J., 
Zhang  L., Wang Q.-L. Aptamer conjugated and doxorubicin-loa- 
ded grapefruit-derived nanovectors for targeted therapy against 
HER2+ breast cancer. Journal of Drug Targeting. 2020;28(2):186–
194. DOI: 10.1080/1061186X.2019.1624970.

8. Barbier L., Declerck P., Simoen S., Neven P., Vulto A. G., Huys I. The 
arrival of biosimilar monoclonal antibodies in oncology: clinical 
studies for trastuzumab biosimilars. Br J Cancer. 2019;(121):199–210. 
DOI: 10.1038/s41416-019-0480-z.

9. Sauna Z. E., Lagassé D., Pedras-Vasconcelos J., Golding B., Rosen-
berg A. S. Evaluating and mitigating the immunogenicity of the- 
rapeutic proteins. Trends in biotechnology. 2018;36(10):1068–1084. 
DOI: 10.1016/j.tibtech.2018.05.008.

Таблица 5. Рассчитанные для образцов оценки стабильности значения коэффициентов вариации

Table 5. The CV, % values calculated for sample stability assessment

Краткосрочная («настольная») стабильность
Sample bench-top stability (BTS)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_BTS24 1,360 1,254 0,952 1,188 0,211 17,79

LPC_BTS24 0,038 0,036 0,030 0,034 0,004 12,72

Стабильность при заморозке-разморозке
Sample freeze-thaw stability (F/T)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_F/T 1,050 1,195 0,929 1,058 0,133 12,59

LPC_F/T 0,042 0,035 0,030 0,035 0,006 17,00

Долгосрочная стабильность
Sample long-term stability (LTS)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_LTS 1,262 0,973 1,089 1,108 0,146 13,15

LPC_LTS 0,030 0,035 0,032 0,032 0,003 7,78
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