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Резюме
Введение. «Трастузумаб» – препарат специфической анти-HER2 терапии одного из самых распространенных типов онкологических 
заболеваний – рака молочной железы. Несмотря на то, что препарат давно представлен на фармацевтическом рынке, дальнейшее 
совершенствование связанных с ним аналитических методик остается актуальным в первую очередь в свете разработки и исследования 
действия биоаналогов. Для трастузумаба одной из возможных нежелательных реакций со стороны иммунной системы является 
иммуногенность – выработка противолекарственных антител к препарату, в том числе нейтрализующих антител, которые могут влиять на 
эффективность и профиль безопасности препарата.
Цель. Разработка и валидация методики определения нейтрализующих антител к трастузумабу в сыворотке крови человека.
Материалы и методы. Определение нейтрализующих антител к трастузумабу проводилось с помощью метода конкурентного 
иммуноферментного анализа, с использованием фотометрического детектирования в видимом диапазоне спектра. 
Результаты и обсуждение. Разработанная методика была валидирована по показателям: предел исключения, чувствительность, 
селективность, специфичность, прецизионность и стабильность (краткосрочная и долгосрочная). Для снижения интерференции 
компонентов биологической матрицы в анализе на этапе разработки было определено значение минимального необходимого 
разбавления (1 : 200). Рассчитанное значение предела исключения составило 14,62 %. Чувствительность разработанной методики 
составила 1985,2 нг/мл нейтрализующих антител к трастузумабу.
Заключение. Полученные при валидации методики результаты позволяют применять методику определения нейтрализующих антител к 
трастузумабу в сыворотке крови человека оценки иммуногенности препаратов трастузумаба при проведении клинических исследований 
биоаналогичности.
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Abstract
Introduction. Trastuzumab is the first known anti-HER2 agent, which revolutionized the treatment of one of the most common cancer types – 
breast cancer. Despite trastuzumab being approved long time ago, further improvement of related analytical methods remains relevant 
primarily due to the emergence of new biosimilars. For instance, immunogenicity – adverse reaction which is usually associated with biological 
drugs, can still be relevant for trastuzumab. Anti-drug antibodies, including neutralizing antibodies, caused by trastuzumab therapy, can affect 
drug effectiveness and safety profile.
Aim. The aim of this study was to develop and validate the analytical method for neutralizing anti-trastuzumab antibodies determination in 
human blood serum. 
Materials and methods. The neutralizing anti-trastuzumab antibody determination was carried out by the competitive ELISA method, using 
spectrophotometric detection in the visible range of the spectrum. 
Results and discussion. The developed method was validated for cut-point, selectivity, sensitivity, specificity, 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 0.5 % serum. The calculated value for cut-point was 14.62 %. The sensitivity of the developed method was estimated at 
1985.2 ng/mL of neutralizing anti-trastuzumab antibodies.
Conclusion. The obtained results allowed us to apply the developed ELISA method for the neutralizing anti-trastuzumab antibodies 
determination in human blood serum during trastuzumab immunogenicity assessment in bioequivalence clinical trials. 
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ВВЕДЕНИЕ
Онкологические заболевания – одна из наиболее 

распространенных причин смертности во всем ми-
ре. В 2020  году смертность от различных типов ра-
ка составила более 10 миллионов случаев. При этом  
наиболее распространенными видами рака являют-
ся: рак молочной железы (РМЖ), легких, колоректаль-
ный рак и опухоли предстательной железы1. Имен-
но РМЖ ежегодно занимает лидирующие позиции  
по заболеваемости и смертности среди всех онколо- 
гических заболеваний, и в частности среди онкоза-
болеваний у женщин. Так, по оценкам за один толь-
ко 2020  год на долю РМЖ пришлось 12,5 % всех вы-
являемых случаев рака в мире. Из них, в структуре 
онкологических заболеваний у женщин, РМЖ зани-
мает 25,8 %, если говорить о ситуации в мире2 или 
21,7 % если говорить о ситуации с выявлением но- 
вых случаев РМЖ в России  [1]. При этом стоит отме-
тить, что летальность данного типа рака на первом 
году с момента установления диагноза и начала ле- 
чения одна из самых низких среди всех злокачест- 

1 WHO fact sheet "Cancer". Available at: https://www.who.
int/ru/news-room/fact-sheets/detail/breast-cancer. Accessed: 
10.04.2023.

2 Global cancer statistics for the most common cancers in 
the world. Available at: https://www.wcrf.org/cancer-trends/
worldwide-cancer-data. Accessed: 10.04.2023.

венных новообразований. Более того, за послед-
ние 10  лет она существенно сократилась с 8,7 % в  
2011 году до 5,2 % в 2020 году [2].

К стандартным методам терапии онкологиче-
ских заболеваний на сегодняшний день можно отне-
сти хирургическое лечение, а именно: удаление опу- 
холи или пораженного органа целиком (например,  
в случае РМЖ – радикальная мастэктомия), химио-
терапию, лучевую терапию, гормональную терапию,  
а также такие инновационные методы, как иммуно-
терапия (например, препараты нацеленные на PD-1 
или PDL-1), таргетная биологическая терапия (напри-
мер, рекомбинантные фьюжн-белки, моноклональ-
ные антитела) и генная терапия. Зачастую самые луч- 
шие прогнозы для пациентов дает именно сочета- 
ние нескольких видов лечения, например хирурги-
ческое вмешательство совместно с биологической 
или химиотерапией в адъювантных и неоадъювант-
ных условиях. Сочетание биологической терапии и  
хирургического вмешательства часто применяется 
как терапия 1 линии при выявлении РМЖ [3,4].

Препарат «Трастузумаб» представляет собой гу-
манизированные моноклональные IgG1 антитела, со- 
держащие мышиные CDR-фрагменты, слитые с кон-
стантными участками легких и тяжелых цепей чело-
веческого иммуноглобулина класса G. «Трастузумаб» 
стал одним из первых препаратов, направленных  
непосредственно на HER2/neu (точнее, на его IV вне-
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клеточный домен)  – человеческий рецептор эпидер-
мального фактора роста 2 типа, ассоциированный, в 
первую очередь, с одним из наиболее неблагопри-
ятных для пациентов типов РМЖ: HER2-позитивным 
метастатическим РМЖ. Данный тип обычно ассоци-
ирован с высоким риском метастазирования, и в том 
числе может приводить к метастазированию опу-
холи в головной мозг  [5]. Внедрение трастузумаба в 
клиническую практику позволило существенно сни-
зить летальность РМЖ HER2-позитивного подтипа. 
Другим показанием к применению трастузумаба в 
составе комбинированной терапии позже стала рас-
пространенная аденокарцинома желудка или пище-
водно-желудочного перехода, также сопровожда-
ющаяся опухолевой гиперэкспрессией HER2. Более 
того, «Трастузумаб», как первый препарат, направ-
ленный на рецептор HER2, стал отправной точкой 
для создания препаратов-конъюгатов «моноклональ-
ное антитело-химиотерапевтический агент», а также 
би- или триспецифических антител или фьюжн-бел-
ков, направленных одновременно на различные суб-
домены HER2 (например, применение сочетанной 
терапии трастузумабом и пертузумабом) или сразу 
на несколько различных рецепторов-мишеней  [6]. 
Например, в настоящее время в Российской Феде-
рации уже зарегистрированы такие лекарственные 
препараты, как «Трастузумаб эмтанзин» и «Трастузу- 
маб дерукстекан», в составе которых трастузумаб 
не только воздействует на HER2, но и выступает в  
роли системы таргетной доставки химиотерапевти-
ческих агентов в опухолевые клетки. Что касается  
би- и триспецифических препаратов таргетной те-
рапии, разработки таких препаратов активно ведут- 
ся сразу в нескольких странах [7–10]. 

Одной из причин разработки новых препаратов 
на основе трастузумаба стало не только стремление 
увеличить эффективность терапии, но и часто встре-
чающаяся резистентность к трастузумабу, которая 
может развиваться у пациентов при длительном при-
менении препарата. Причинами такой резистентно-
сти могут служить различные мутации гена ERBB2,  
его транскрипционные и посттрансляционные из-
менения, или (в меньшей степени) иммуногенность 
препарата, и, в частности, антитела к трастузумабу, 
обладающие нейтрализующей активностью [11]. Не-
смотря на то, что «Трастузумаб» является достаточно 
низкоиммуногенным препаратом, нейтрализующие 
антитела могут связываться с ним в активном центре, 
тем самым предотвращая связывание трастузумаба 
с HER2 и снижая эффективность терапии. Противоле-
карственные антитела могут не только снижать эф-
фективность лечения, но и влиять на профиль безо-
пасности препарата [12].

Еще одной немаловажной проблемой является 
средняя стоимость биологической терапии, в частно-
сти терапии трастузумабом. Учитывая, что в среднем 
равновесная концентрация трастузумаба в организ-
ме достигается после 25 недель терапии (при мно-

гократном введении по схеме 1 раз в 3 недели),  
а общее время терапии может составлять вплоть до 
1  года, стоимость такой длительной терапии для па-
циента по сравнению с другими видами лечения мо-
жет быть выше на 300 % [13]. Таким образом, раз-
работка новых биоаналогов трастузумаба, выход на 
рынок которых будет способствовать увеличению 
конкуренции, и, как следствие, снижению стоимости 
лечения трастузумабом  [14], представляется перспек-
тивной задачей. В этом свете актуальным представ-
ляется разработка новых биоаналитических методик,  
которые можно использовать в ходе клинических  
исследований биоаналогов трастузумаба для получе-
ния данных о его фармакокинетике и иммуногенности.

Целью данной работы была разработка и ва-
лидация методики определения нейтрализующих 
антител к трастузумабу в сыворотке крови чело-
века методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
для оценки иммуногенности препарата-биоаналога 
трастузумаба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Так как методика была разработана в рамках 

клинического исследования биоаналогичности пре-
паратов трастузумаба, в качестве исследуемого пре- 
парата и препарата сравнения выступали оригиналь-
ный препарат Герцептин® и его биоаналог: 
 • исследуемый препарат: «Трастузумаб». Лиофили-

зат для приготовления концентрата для приго-
товления раствора для инфузий. 440  мг / 20  мл 
(ООО «Мабскейл», Россия).

 • препарат сравнения: Герцептин®. Лиофилизат для  
приготовления концентрата для приготовления  
раствора для инфузий. 440  мг / 20  мл (F. Hoff-
mann-La Roche, Ltd., Швейцария).
Образцы исследуемого препарата и препарата 

сравнения хранили в холодильнике фармацевтиче-
ском в защищенном от света месте при температуре 
2–8 °С.

Реактивы

В ходе валидации методики определения анти-
тел к трастузумабу в сыворотке крови человека ис-
пользовали следующие реактивы: набор реагентов 
для иммуноферментного определения трастузума-
ба в сыворотке крови (ООО «НПЦ Пробиотек», Рос-
сия, партия 02,  03); антитела к трастузумабу, об-
ладающие нейтрализующей активностью (Bio-Rad 
Laboratories, Inc., США, HCA177); бычий сывороточ-
ный альбумин (класса «pure», Sigma-Aldrich, США, 
A9647); полисорбат-20 (pure, pharma grade, PanReac, 
Испания, 142312); различные соли калия и натрия, а 
именно: калия хлорид (х.ч., ООО «Альдоса», Россия), 
натрия хлорид (х.ч., ООО  «Альдоса», Россия), калия 
дигидрофосфат (ч.д.а., ООО «РусХим», Россия), нат- 
рия гидрофосфат (pure, pharma grade, PanReac, Испа-
ния, 141677).
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Оборудование

В ходе разработке и валидации методики для 
определения оптической плотности образцов в лунках 
ИФА-планшета использовали фотометр Stat Fax  3200 
(Awareness Technology, США). В качестве вспомога-
тельного оборудования использовали: промыватель 
планшетов «Аквамарин» (BioSan, Латвия), термошей-
кер планшетный (BioSan, Латвия), встряхиватель Reax 
top (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Германия), 
весы аналитические OHAUS Pioneer PA-214C (OHAUS 
Corporation, США), одноканальные и многоканальные 
дозаторы различного объема (Thermo Fisher Scientific, 
США), pH-метр-милливольтметр (ООО «НПО «Акви-
лон», Россия) и мерную посуду (колбы, цилиндры)  
различной вместимости (Shott Duran, Германия). 
Воду очищенную 1 типа получали с помощью систе-
мы водоподготовки Аквалаб AL-1 (АО «НПК Медиа-
на-Фильтр», Россия). Хранение реактивов и образцов  
осуществляли при температуре от +2  °С до +8  °С  
в холодильнике фармацевтическом ХФ-400-2 (АО «ПО-
ЗиС», Россия) и не выше минус  35  °С в морозильнике 
медицинском ММ-180 (АО «ПОЗИС», Россия).

Методика определения  
нейтрализующих антител к трастузумабу  
в сыворотке крови человека

Методика определения нейтрализующих антител 
основана на способности антител к трастузумабу ин-
гибировать связывание препарата с мишенью (HER2). 
В ходе определения антител, обладающих нейтрали-
зующей активностью, использовали набор реагентов 
для иммуноферментного определения трастузумаба в  
сыворотке крови, в состав которого входит планшет, 
покрытый рецептором HER2 и детектирующий реа-
гент: козьи поликлональные антитела к человеческо-
му Fc-фрагменту антител класса G, меченные перок-
сидазой хрена. 

Согласно методике, образцы (контрольные/ис-
следуемые), содержащие антитела к трастузумабу, 
инкубировали с раствором трастузумаба (25  нг/мл), 
таким образом, чтобы для образцов сыворотки кро-
ви одновременно достигалось требуемое минималь-
но необходимое разведение (MRD – minimal required 
dilution). Кроме контрольных и исследуемых образ-
цов в каждый цикл включали калибровочные образ- 
цы с известной концентрацией трастузумаба, отдель- 
но приготовленные согласно инструкции к набору  
реагентов. После инкубации по 100  мкл смеси об-
разцов вносили в лунки планшета, покрытого HER2, и  
инкубировали в течение 1 часа (250  об/мин) при  
комнатной температуре (КТ). По окончании инкубации  
планшет промывали и вносили в лунки по 100  мкл 
конъюгата, инкубировали 30  минут (250  об/мин) при 
КТ. После инкубации и промывки планшета во все 
лунки вносили по 100  мкл субстрата, и по истече-
нии 15  минут инкубации при КТ останавливали ре-
акцию. Измерение оптической плотности проводи-
ли при тестовой длине волны 450  нм и референсной  
длине волны 630 нм.

Для каждого цикла строили калибровочную кри-
вую зависимости концентрации трастузумаба от оп-
тической плотности калибровочных образцов. Затем 
для каждого образца рассчитывали концентрацию 
трастузумаба, а также абсолютное значение относи-
тельной погрешности (RE,  %), которая характеризо-
вала насколько антитела к трастузумабу, нейтрали- 
зующие препарат в смеси, ингибировали его связы-
вание с мишенью относительно добавленной (номи-
нальной) концентрации 25 нг/мл.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разработка методики

В ходе разработки методики основная задача со-
стояла в том, чтобы внести изменения в рекомен- 
дуемый инструкцией к ИФА-набору алгоритм прове-
дения анализа, что позволило бы использовать на- 
бор, изначально предназначенный для количествен-
ного определения трастузумаба, для целей опреде-
ления нейтрализующих антител к препарату. Был 
проведен подбор оптимального значения MRD для  
методики: наилучший результат показало использо-
вание концентрации сыворотки крови в 0,2 %; MRD 
составило 1 : 200. Также на этапе разработки была по- 
добрана процедура предварительной инкубации ис-
следуемых образцов с трастузумабом и выбрана оп-
тимальная концентрация рабочего раствора трасту-
зумаба (25  нг/мл). Одним из этапов разработки были  
эксперименты по добавлению в анализ кислотной  
диссоциации образцов, как меры увеличения толе-
рантности методики к свободному трастузумабу в ис-
следуемых образцах. Однако добавление в анализ 
кислотной диссоциации, даже в мягких условиях, 
негативно сказывалось на получаемых результатах.  
Вследствие этого для данной методики пришлось  
отказаться от кислотной диссоциации, тем самым 
снизив устойчивость разработанной методики к при-
сутствию трастузумаба.

Валидация методики

Валидацию методики определения нейтрализу-
ющих антител к трастузумабу проводили в соответст- 
вии с руководством FDA: Guidance for Industry: Im- 
munogenicity Testing of Therapeutic Protein Products  – 
Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibo- 
dy Detection1 и Правилами проведения исследований 
биологических лекарственных средств Евразийского 

1 Guidance for Industry: Immunogenicity Testing of 
Therapeutic 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-developing-and-validating-assays-anti-drug. 
Accessed: 12.04.2022.
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экономического союза1 по параметрам: предел ис-
ключения, чувствительность, селективность, специ-
фичность, прецизионность и стабильность.

Предел исключения (cut-point)

Предел исключения определяли в ходе анали-
за 30  индивидуальных образцов интактной сыворот-
ки крови человека, которые были проанализирова- 
ны двумя аналитиками в течение 2 дней. Помимо об-
разцов интактной сыворотки крови, каждый цикл 
включал образцы положительного контроля (PC  – 
positive control; 20 000 нг/мл и 5000 нг/мл антител к 
трастузумабу) и образцы отрицательного контроля 
(NC  – negative control; пулированная сыворотка кро-
ви человека). Для определения предела исключе-
ния была проведена статистическая обработка по-
лученных результатов: относительная погрешность, 
Е, %, для 30  образцов, для 2 аналитиков, 2 дня (итого 
N = 120). По результатам статистического анализа для 
использования был выбран фиксированный предел 
исключения, значение которого составило 14,62 %. 
При дальнейшем проведении анализа значение отно-
сительной погрешности образцов, Е, % (т. е. откло- 
нение фактической концентрации трастузумаба в об-
разце от номинальной, добавленной в ходе выпол- 
нения анализа  – 25  нг/мл), взятое по модулю, срав- 
нивали с рассчитанным значением предела исклю- 
чения. Образцы, для которых значение относитель-
ной погрешности больше либо равно пределу ис-
ключения, классифицируются как «положительные».

Чувствительность методики

Определение чувствительности методики прово- 
дили в ходе 2 циклов совместно с установлением  
концентраций образцов PC [на верхнем и нижнем 
уровнях: HPC (high positive control) и LPC (low positive 
control] соответственно). Анализировали образцы PC, 
содержащие антитела к трастузумабу в концентра- 
ции от 1000 до 30 000  нг/мл. Каждый цикл включал в 
себя три серии разведений, образцы PC и NC. 

Для определения чувствительности анализа и  
расчета концентрации LPC были использованы номи-
нальные значения концентраций стандартных образ-
цов, значение относительной погрешности которых 
было выше, чем значение предела исключения. Зна-
чения концентрации антител (нг/мл) переводили в 
log-форму, а затем рассчитывали чувствительность и 
концентрацию LPC методики по формуле: 

Чувствительность, нг/мл = log (Cmean) + tdf × SD.

1 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 12.04.2022.

где Cmean – средняя концентрация; tdf  – односторон-
ний t-критерий Стьюдента, соответствующий уровню 
значимости 0,05 для определения чувствительности  
или 0,01 для определения концентрации LPC; SD  – 
стандартное отклонение выборки. 

Перевод полученного значения в арифметиче-
скую шкалу из логарифмической позволил получить 
численное значение чувствительности методики 
(1985,2  нг/мл). Подробная информация о расчете чув-
ствительности методики и LPC приведена в таблице 1.

Таблица 1. Расчет чувствительности методики  
и концентрации LPC

Table 1. Sensitivity and LPC concentration calculations

Се
ри

я 
ра

зв
ед

ен
ий

, №
D

ilu
ti

on
 s

er
ie

s,
 N

o.

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 с
та

нд
ар

та
, 

RE
, %

 к
от

ор
ог

о 
вы

ш
е,

  
че

м
 п

ре
де

л 
ис

кл
ю

че
ни

я,
 

нг
/м

л
St

an
da

rd
 c

on
ce

nt
ra

ti
on

.  
w

it
h 

RE
, %

 v
al

ue
 a

bo
ve

  
cu

t-
po

in
t,

 n
g/

m
L

Ко
нц

ен
тр

ац
ия

 с
та

нд
ар

та
, 

RE
, %

 к
от

ор
ог

о 
вы

ш
е,

  
че

м
 п

ре
де

л 
ис

кл
ю

че
ни

я,
 lo

g
St

an
da

rd
 c

on
ce

nt
ra

ti
on

.  
w

it
h 

RE
, %

 v
al

ue
 a

bo
ve

  
cu

t-
po

in
t,

 n
g/

m
L 

(lo
g)

1 1000 3,000
2 1000 3,000
3 1000 3,000
4 2000 3,301
5 1000 3,000
6 1000 3,000

Среднее (log)
Average (log)

3,050

SD (log) 0,123
Чувствительность (log)

Sensitivity (log)
3,298

Чувствительность, нг/мл
Sensitivity, ng/ml

1985,2

LPC (log) 3,464
LPC, нг/мл
LPC, ng/ml

2908,8

По результатам чувствительность методики со-
ставила 1985,2  нг/мл нейтрализующих антител к 
трастузумабу, а рассчитанная концентрация LPC –  
2908,8  нг/мл. Для удобства и точности приготовле-
ния контрольных образцов практическая концентра-
ции LPC была выбрана на уровне 2909,1  нг/мл анти- 
тел к трастузумабу. Концентрация HPC была выбрана 
как верхняя точка в линейном диапазоне при постро- 
ении калибровочной кривой и составила 20 000  нг/мл 
антител к трастузумабу.

Селективность

Селективность методики оценивали в ходе двух 
циклов с использованием 10 индивидуальных образ-
цов интактной сыворотки крови человека, включая  
гемолизные образцы. Каждый из циклов включал в  
себя по пять индивидуальных образцов интактной сы-
воротки крови человека, без добавления и с добав-
лением нейтрализующих антител к трастузумабу до 
уровней HPC и LPC. Селективность методики оцени-
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вались путем сравнения RE, % образцов со значением 
предела исключения. Селективность методики была 
подтверждена, так как 90 % индивидуальных образ-
цов (9/10) интактной сыворотки крови человека имели 
отклик ниже предела исключения, при этом 100 % об-
разцов положительного контроля (HPC, LPC) были «по-
ложительными» по результатам сравнения рассчитан- 
ного значения RE, % со значением предела исключения.

Прецизионность

Для оценки прецизионности использовали об-
разцы HPC и LPC, которые были проанализированы 
в ходе 6 циклов двумя аналитиками в течение трех 
дней. Каждый цикл включал в себя по три набора  
контрольных образцов (HPC, LPC и NC), первый цикл 
для первого аналитика включал в себя 6 наборов  
контролей для оценки прецизионности внутри цик-
ла. Данные, полученные в ходе всех шести циклов, 
использовались для оценки прецизионности между  
циклами. Количественно прецизионность методики  
внутри и между циклами выражалась путем расчета  
коэффициента вариации (CV) для первого цикла и 
для всех шести циклов соответственно. Прецизи-
онность рассчитывали с использованием значений  
RE,  % для образцов положительного контроля (HPC, 
LPC). Полученные результаты приведены в таблице  2 
(внутри цикла) и в таблице 3 (между циклами).

Рассчитанные значения CV не превышали 20 %, 
что соответствует требованиям нормативной доку- 
ментации1.

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 Biolo- 
gics Evaluation and Research (CBER), January 2019. Available at:  
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-
guidance-documents/immunogenicity-testing-therapeutic-
protein-products-developing-and-validating-assays-anti-drug. 
Accessed: 12.04.2022.

Специфичность

В ходе валидации оценивалась специфичность 
методики в присутствии препаратов сопутствующей  
химиотерапии: «Доксорубицин», «Паклитаксел, и  
«Циклофосфамид». Для приготовления образцов 
оценки специфичности готовили образцы интерфе-
рирующих соединений (в сыворотке крови) и образ- 
цы HPC и LPC (в сыворотке крови) в двукратной кон-
центрации. После чего образцы смешивали 1 : 1 для 
получения образцов для оценки специфичности с 
требуемыми концентрациями компонентов. Всего  
было протестировано по 4 концентрации для каждо- 
го из препаратов на уровнях HPC и LPC. Концентра-
ции препаратов в лунках планшета (после всех раз- 
ведений) составили 50, 25, 15 и 10  нг/мл соответст- 
венно. Для контроля специфичности методики также 
анализировали образцы NC с добавлением интерфе-
рирующих соединений.

Методика была признана специфичной в отноше-
нии препаратов сопутствующей химиотерапии, по-
скольку в образцах NC не наблюдалось результатов, 
превышающих предел исключения, тогда как образ-
цы положительного контроля и на уровне HPC, и на 
уровне LPC демонстрировали значения RE, % выше 
предела исключения.

Стабильность

В ходе валидации методики оценивалась: крат- 
косрочная стабильность (bench-top stability, BTS: об-
разцы PC перед анализом хранили 20  часов при КТ, 
18–25  °С); стабильность при замораживании-размо-
раживании (freeze-thaw stability, F/T: 3 цикла, каждая 
заморозка не менее 12  часов); а также долгосроч-
ная стабильность (long-term stability, LTS: хранение 
в условиях низкотемпературной заморозки от ми- 
нус 50  °С до минус 35  °С, оценка через 30 дней). Цик- 
лы по оценке различных видов стабильности поми- 
мо непосредственно образцов для оценки стабильно-
сти (по 3 набора образцов PC для каждого вида) вклю-

Таблица 2. Прецизионность внутри цикла

Table 2. Intra-day precision

Образец
Sample

Набор образцов PC №
PC samples set No. Среднее

Mean
CV, %

1 2 3 4 5 6
HPC 98,60 97,52 98,52 98,36 98,91 97,86 98,30 0,52
LPC 29,91 33,49 22,28 26,73 24,45 29,91 27,79 14,76

Таблица 3. Прецизионность между циклами

Table 3. Inter-day precision

Цикл №
Run No.

Образец
Sample

1 2 3 4 5 6
Среднее

Mean
CV, %

HPC 98,30 92,36 93,68 98,64 98,15 98,52 96,61 2,91
LPC 27,79 29,83 23,05 31,39 32,42 27,50 28,66 11,73

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study



196 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2023. Т. 12, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2023. V. 12, No. 2

чали в себя два набора свежеприготовленных образ- 
цов PC – для контроля пригодности системы. Ста-
бильность образцов оценивали путем расчета CV  
между тремя наборами образцов для каждого вида 
стабильности. Образцы были признаны стабильными, 
так как коэффициенты вариации не превышали 20 %. 
Полученные результаты приведены в таблице 4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Была разработана и валидирована методика опре-

деления нейтрализующих антител к трастузумабу в 
сыворотке крови человека методом ИФА. Определе-
ние проводилось методом конкурентного ИФА с ис-
пользованием фотометрического детектирования в 
видимом диапазоне спектра. Чувствительность мето-
дики и концентрация LPC были определены на уров- 
не 1985,2 нг/мл и 2909,1 нг/мл нейтрализующих анти-
тел к трастузумабу соответственно. Полученные зна-
чения предела исключения и чувствительности вали-
дированной методики позволяют применять ее для 
определения иммуногенности препаратов трастузу-
маба при проведении клинических исследований, в 
том числе исследований биоаналогичности.
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Таблица 4. Рассчитанные для образцов оценки стабильности значения коэффициентов вариации

Table 4. 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_BTS20 96,03 96,54 97,95 96,84 0,997 1,03
LPC_BTS20 24,99 34,59 35,05 31,54 5,685 18,02

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

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_F/T3 97,22 98,46 96,40 97,36 1,033 1,06
LPC_F/T3 29,05 29,60 21,35 26,67 4,612 17,29

Долгосрочная стабильность
Sample long-term stability (LTS)

Образец
Sample

1 2 3
Среднее

Mean
S.D. CV, %

HPC_LTS30 98,77 98,43 98,64 98,62 0,171 0,17
LPC_LTS30 24,41 24,29 26,47 25,06 1,222 4,88
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