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Резюме
Введение. Одной из причин развития множества заболеваний, в первую очередь злокачественных, является повышенная экспрессия 
фактора роста эндотелия сосудов (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF). Бевацизумаб является препаратом для нейтрализации 
биологической активности VEGF и представляет собой рекомбинантные гуманизированные антитела. Его применение снижает 
васкуляризацию в очагах повышенной экспресии VEGF, что замедляет опухолевый рост, а также способствует восстановлению зрения при 
ряде офтальмологических заболеваний. Для определения концентрации бевацизумаба в биологических жидкостях человека представлена 
тест-система на основе иммуноферментного анализа (ИФА). 
Цель. Целью работы является валидация данной тест-системы. 
Материалы и методы. Бланковые сыворотки добровольцев, раствор бевацизумаба, иммуноферментный анализ, твердофазный  
«сэндвич»-ИФА-набор, микропланшетный фотометр.
Результаты и обсуждение. Определены следующие характеристики тест-системы: нижний предел количественного определения –  
2,0 мкг/мл, верхний калибровочный диапазон – до 200 мкг/мл, правильность и прецизионность внутри одной серии и между сериями 
не превышает 20 %, а общая ошибка метода – 30 %, краткосрочная стабильность для образцов при комнатной температуре – 6  часов, 
долгосрочная стабильность – 14 дней при –20 °С, возможность трехкратного замораживания/оттаивания образцов, возможность 
определения образцов с концентрацией выше верхнего калибратора после разбавления в 2 раза. 
Заключение. Полученные результаты полностью соответствуют международным критериям приемлемости и позволяют использовать  
тест-систему ИФА производства ООО «НПЦ Пробиотек» для применения в области клинической лабораторной диагностики.
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Abstract
Introduction. One of the reasons for the development of many diseases primarily malignant is the increased expression of Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF). Bevacizumab is a drug that neutralizes the biological activity of VEGF. The molecular structure of bevacizumab is  
a recombinant humanized antibody. Its use reduces vascularization in the foci of increased VEGF expression which slows down tumor growth and 
also helps restore vision in a number of ophthalmic diseases. To determine the concentration of bevacizumab in human biological fluids a test  
system based on Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) is presented.
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Aim. Aim of this study is the validation of this test system.
Materials and methods. blank sera of volunteers, bevacizumab solution, enzyme-linked immunosorbent assay, solid-phase sandwich ELISA kit, 
microplate photometer.
Results and discussion. The following characteristics of the test system were determined: the lower limit of quantification is 2.0 mcg/ml,  
the upper calibration range is up to 200 mcg/ml, the accuracy and precision within one series and between series does not exceed 20 %,  
and the total error of the method – 30 %, short-term stability for samples at room temperature – 6 hours, long-term stability – 14 days at –20 °C,  
the ability to freeze/thaw of samples is up to three times, the ability to determine samples with a concentration above the upper calibrator  
after diluting in 2 times.
Conclusion. The results obtained fully comply with international acceptance criteria and allow the use of the ELISA test system manufactured  
by LLC "Probiotek" for use in the field of clinical laboratory diagnostics.
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ВВЕДЕНИЕ
Для развития процессов злокачественного пе-

рерождения клеток и прогресса большей части  
онкологических заболеваний требуется воздейст- 
вие сразу нескольких факторов. Одним из наибо-
лее важных факторов риска для роста и метастази-
рования опухолей является локальное нарушение 
регуляции ангиогенеза, вызванное чрезмерной ак-
тивностью фактора роста эндотелия сосудов (ФРЭС,  
Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF). В норме 
экспрессия VEGF обеспечивает рост сосудов во вре-
мя эмбрионального развития, во время роста ор-
ганизма и восстановления кровоснабжения тканей 
при травмах  [1]. Первоначальными причинами кан-
церогенеза, как правило, являются сочетанные на-
следственные и соматические мутации в генах, ре-
гулирующих процессы клеточной пролиферации и 
дифференцировки. Но возникающая солидная опу-
холь не может достигать значительных размеров и 
тем более метастазировать без притока питатель-
ных веществ и снабжения кислородом, обеспечива-
емых растущей сосудистой сетью. При дальнейшей  
малигнизации клетки опухоли приобретают способ-
ность вызывать рост сосудов, активируя экспрессию 
ряда факторов роста, в том числе VEGF. Избыточ-
ная экспрессия VEGF наблюдается при случаях мно-
жественной миеломы [2], раке почки [3], раке гру-
ди  [4], раке кожи и плоскоклеточной карциноме  [5],  
колоректальном раке  [6], аденокарциномах [7]. Так-
же при нарушениях регуляции экспрессии VEGF  
возможно развитие ряда сосудистых и офтальмоло-

гических заболеваний, например неоваскулярной 
возрастной макулярной дегенерации, неоваскуляр-
ной глаукомы и диабетической ретинопатии [8].

VEGF представляет собой целое семейство бел-
ков  [9]. Наибольшее клиническое значение имеет мо-
лекула VEGF-A, влияющая на рост кровеносных со-
судов  [10]. Именно VEGF-A наиболее изучен; так, 
выявлено, что имеется четыре изоформы: VEGF121, 
VEGF145, VEGF165 и VEGF189 [11–13]. Среди других 
членов семейства VEGF-C и VEGF-D активно участвуют 
в лимфангиогенезе [14]. Биологическая роль VEGF-B 
еще до конца не определена. Еще один представитель 
семейства VEGF, PlGF, обеспечивает плацентарный 
рост, может образовывать функциональные гетероди-
меры с VEGF-A и также играет роль в ангиогенезе  [10, 
15]. Наконец, VEGF-E кодируется парапоксвирусом  
Orf и играет важную роль в развитии вирусной ин-
фекции и ассоциированной патологии [10]. Биология 
VEGF является уникальной иллюстрацией того, как 
фундаментальные открытия, сделанные в лаборато-
риях, за относительно короткий промежуток време- 
ни  – менее чем за 15 лет  – повлияли на терапевти- 
ческие разработки и привели к значительным успе-
хам в практической медицине [10]. Таргетная тера- 
пия, нацеленная на VEGF и связанные с ним регуля-
торные пути, широко используется при лечении за-
болеваний сетчатки глаз и в онкологии. Применение 
таких препаратов, как бевацизумаб, ранибизумаб,  
афлиберцепт, пегаптаниб (Bevacizumab, Ranibizumab, 
Aflibercept, Рegaptanib), способствует восстановле- 
нию зрения при ряде неоваскулярных офтальмоло- 
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гических заболеваний, хотя макромолекулярные  
свойства этих препаратов, сильная гидрофильность 
и плохая проницаемость гемато-офтальмического 
барьера ограничивают их эффективность [16]. Ком-
бинирование ингибиторов VEGF с классическими 
химиотерапевтическими препаратами и агентами, на-
целенными на другие молекулы или пути, участву-
ющие в формировании и разрастании кровеносных  
сосудов, согласно данным ряда клинических испыта-
ний, увеличивает продолжительность жизни пациен-
тов и повышает эффективность противоопухолевой 
терапии [17]. Еще в начале 1990-х было продемонст- 
рировано, что возможно подавление роста опухоли  
in vivo с помощью моноклональных антител против 
VEGF и блокирования VEGF-индуцированного ангио- 
генеза [18]. В дальнейшем этот подход привел к раз- 
работке препарата бевацизумаба.

Бевацизумаб прошел все фазы клинических испы-
таний в 2003–2005 годах и в 2004 году был одобрен в 
США для лечения рака и неоваскулярных офтальмо-
логических заболеваний во многом благодаря разра-
боткам Наполеона Феррара в корпорации Genentech 
(США) [16, 19]. С тех пор география применения пре- 
парата расширилась, и он успешно применяется в  
ряде европейских стран и США [16]. Препарат пред-
ставляет собой гиперхимерные гуманизированные  
антитела класса IgG1, селективно связывающие VEGF, 
что ингибирует его взаимодействие с рецепторами  
Flt-1 и KDR на поверхности эндотелиальных клеток. 
Молекула состоит из двух тяжелых и двух легких це-
пей и имеет молекулярную массу 149 кДа [20]. При 
клиническом применении бевацизумаба отмечается  
множество эффектов кросс-взаимодействий как с  
молекулами-участниками регуляторных путей орга-
низма, так и с другими химиопрепаратами при ком- 
бинированной терапии. В зависимости от концент- 
раций препарата такие взаимодействия могут как уси-
ливать, так и угнетать фармакологический эффект. 
Именно поэтому чрезвычайную важность приобре- 
тает возможность точной оценки содержания бева-
цизумаба в биологических жидкостях пациента.

Для обнаружения и определения количества бе-
вацизумаба в организме человека разработаны и 
применены на практике тест-системы, основанные на 
методах высокоэффективной жидкостной хромато-
графии (ВЭЖХ), ВЭЖХ и масс-спектрометрии LC-MS/
MS и Proximity Extension Assay [21]. Данные методы 
требуют дорогостоящего оборудования и расход- 
ных материалов, с которыми может работать только 
высококвалифицированный персонал. Как правило, 
это возможно только в крупных исследовательских 
центрах. Метод иммуноферментного анализа (ИФА) 
также применяется для количественной оценки кон-
центрации бевацизумаба в биологических жидкостях 
и обладает рядом преимуществ. Основными досто-
инствами метода ИФА является его высокая чувстви-
тельность и селективность в сочетании с относитель-
но невысокой стоимостью, возможностью быстро 
наладить массовое производство тест-систем, воз-

можностью применения практически в любой клини-
ко-диагностической лаборатории без специальной 
подготовки персонала и дорогостоящего оборудо-
вания. Так, в исследовании  [22] продемонстрирова- 
на возможность использования метода непрямого 
ИФА для оценки долгосрочной стабильности препа-
ратов на основе моноклональных анти-VEGF-анти-
тел, в том числе и бевацизумаба. Данный метод яв-
ляется чувствительным, точным и селективным, что 
позволяет ему стать важным инструментом для ко-
личественного определения биологической актив-
ности таких лекарственных средств. В исследова- 
нии  [23] продемонстрирована не только возмож-
ность использования метода ИФА для оценки кон-
центрации препарата в крови, но и определена за-
висимость чувствительности метода от содержания 
свободного, частично конъюгированного с VEGF и 
полностью связанного бевацизумаба. Выявлено уве-
личение отношения между концентрациями свобод-
ного VEGF и комплексов VEGF-бевацизумаб от 100 
до 1000 раз при изменении количества препарата  
от 12,5 до 125 нг/мл.

В связи с возрастающим опытом клинического 
применения бевацизумаба и необходимостью опре-
деления его концентраций в крови пациентов в рам-
ках рутинной практики клинической лабораторной 
диагностики стоит задача создания отечественной 
тест-системы для определения концентрации данно- 
го препарата в биологических жидкостях методом 
ИФА. Данная задача успешно решена в ООО «Про- 
биотек», в результате разработана тест-система на  
основе твердофазного «сэндвич»-ИФА. Ранее подоб-
ный подход был успешно применен для разработки 
аналогичных тест-систем для определения трастузу-
маба [24] и этанерцепта [25].

Целью настоящего исследования является ва- 
лидация данной тест-системы, демонстрация ее ана-
литических возможностей и соответствия междуна-
родным стандартам1, 2. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

ИФА

Аналитический метод представляет собой клас- 
сический твердофазный «сэндвич»-ИФА с мостико- 
вым конъюгированием с использованием антиидио- 
типических моноклональных антител захвата, кото-

1 International Council for Harmonisation of Technical  
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use. ICH Harmo-
nised Guideline, Bioanalytical Method Validation M10 (2019). 
Available at: www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-
guideline/draft-ich-guideline-m10-bioanalytical-method-
validation-step-2b_en.pdf. Accessed: 09.06.2023.

2 Guideline on bioanalytical method validation. 21 July 2011. 
EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev.  1 Corr. 2. Committee for 
Medicinal Products for Human Use (CHMP). Available at: https://
www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/
guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf. Accessed: 
09.06.2023.
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рые специфически распознают гипервариабельные 
участки области связывания VEGF (complementarity  
determining regions, CDR) бевацизумаба (рису-
нок  1). Данные первичные антитела предваритель-
но сорбированы на дно каждой лунки классиче-
ского 96-луночного полистиролового планшета  
(ООО  «НПЦ Пробиотек», Россия). На первом этапе  
анализа в лунки добавляется по 100 мкл калибрато- 
ров, бланковых образцов, образцов для контроля  
качества, разбавленных в 1000  раз исследуемых об-
разцов сыворотки. После инкубации при встряхива- 
нии со скоростью 170 об/мин на шейкере Multi-3D 
(АО  «Вектор-Бест», Россия) в течение 60  мин при 
комнатной температуре и трехкратной промыв-
ки промывочным раствором 0,025%-м Tween-20  
(ЗАО  «НВО Иммунотех», Россия) в 0,01 М PBS бева- 
цизумаб из аналитических образцов остается в свя-
занном с первичными антителами состоянии. Вто- 
рой этап включает добавление в каждую лунку план-
шета 100  мкл вторичных моноклональных антител 
против бевацизумаба (1 : 50000), не направленных 
против CDR-области связывания VEGF и меченных  
пероксидазой хрена (кат. № 77332, Sigma-Aldrich,  
США), в реакционном буфере 0,01 М ФСБ и 1%-го 
бычьего сывороточного альбумина (50-109-0661, 
Proliant Biologicals, LLC, США). После инкубации при  
встряхивании со скоростью 170 об/мин на шейкере 
Multi-3D в течение 60  мин при комнатной темпера- 
туре и трехкратной промывки в течение 30 мин при 
комнатной температуре промывочным раствором 
следует добавление 100  мкл раствора 3,3’,5,5’-тет- 
раметилбензидина (ТМБ) и инкубация в течение 
15  мин в темноте при комнатной температуре. Реак-
ция останавливалась добавлением 100  мкл стоп-раст- 
вора, содержащего 1 М серную кислоту (ЗАО «НВО 
Иммунотех»).

Детекция проводится с помощью микропланшет-
ного фотометра Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, 
США) при длине волны 450 нм в течение 5 мин после 
остановки реакции.

Исследования с применением биоматериалов че- 
ловека проводились в соответствии с этическими 
принципами Хельсинкской декларации 1975  года.  
Образцы крови людей, примененные для приготов-
ления сывороток для образцов контроля качества 
и бланковых сывороток, были предоставлены ГКУЗ 
Тверской области «Станция переливания крови»  
Министерства здравоохранения Тверской области. 
Все доноры заполнили и подписали информирован-
ное согласие на участие в данном исследовательском 
проекте и на публикацию результатов.

Построение графиков для расчета концентрации  
бевацизумаба в зависимости от оптической плотно- 
сти калибраторов и вычисление регрессионной мо- 
дели выполнялись с помощью пакета анализа Ori- 
ginPro  2015 (OriginLab Corporation, США). Статистиче-
ская обработка результатов, вычисление правильно-
сти и прецизионности выполнялись с применением 
Excel 2010 (Microsoft Corporation, США).

Использовались формулы: 
среднее значение 

x
n

xi
i

n

=
=
∑1

1

,

стандартное отклонение 

SD = −
=
∑1 2

1n
x xi

i

n

( ) ,

коэффициент вариации 

SD
(Прецизионность) 100 %,

x
= ×

% от теоретического 

(Правильность)
Полученное значение Номинальное значение

100 %.
Номинальное значение

=
−

= ×

Общая ошибка = 
|прецизионность| + |правильность| (%).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Процедура валидации включает шесть основных 

этапов: 
1) выбор калибровочного диапазона; 
2) оценка селективности; 
3) определение регрессионного уравнения; 
4) тест на стабильность; 
5) определение прецизионности и правильности 

между аналитическими сериями и внутри одной 
аналитической серии; 

Рисунок 1. Схема метода: 

ИФА с первичными антителами на подложке и вторичными 
антителами, связанными с детектирующим реагентом. Так 
как молекула-мишень бевацизумаб сама представляет собой 
антитело, используется антиидиотипический захват

Figure 1. Method scheme: 

ELISA with primary antibodies on a plate and secondary antibo- 
dies associated with a detection reagent. Since Since the target 
molecule of bevacizumab is itself an antibody, anti-idiotypic cap-
ture is used

Доклинические и клинические исследования
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6) тест на необходимость разбавления и возмож-
ность анализа образца с концентрацией выше  
калибровочного диапазона после разведения.
В качестве стокового раствора для приготовле-

ния калибровочных образцов и образцов для конт- 
роля качества применялся раствор бевацизумаба  
1  мг/мл в бланковой сыворотке. Из него было приго-
товлено всего 8 калибраторов с концентрацией бе- 
вацизумаба 0, 2, 4, 20, 65, 110, 160, 200 мкг/мл и  
5  образцов для контроля качества с концентрацией  
2, 5,5, 100, 150, 200 мкг/мл.

Калибраторы использовались для построения 
градуировочного графика в каждом аналитиче-
ском цикле, измерения проводились в дублях. Дан-
ные концентрации калибраторов и образцов для 
контроля качества были выбраны исходя из макси-
мальных терапевтических значений бевацизумаба 
в крови человека, достигаемых при внутривенном 
введении доз от 1 до 10 мг/кг веса пациента 1 раз 
в неделю в течение 2–3 недель [26, 27]. В качестве 
нижнего ненулевого калибратора и нижнего пре-
дела количественного определения было выбрано 
значение концентрации бевацизумаба 2 мкг/мл, так 
как измеренные значения поддавались определе-
нию, были дискретными и воспроизводимыми с пре-
цизионностью 1,6 %, не превышающей 25 %, и пра-
вильностью 95,0 %, входящей в диапазон 75–125 %.  
Верхний предел определен как 200  мкг/мл, так как 
при дальнейшем возрастании концентрации проис-
ходит выход на плато показаний оптической плот-
ности. Дальнейшее увеличение концентрации не 
приводит к пропорциональному росту оптической 
плотности, в то время как при измерении концент- 
раций бевацизумаба от 50 до 200  мкг/мл значения 
оптической плотности находятся в пределах 1,5–
3,5  AU, что является оптимальным при использова-
нии нелинейной регрессионной модели [28].

Для определения селективности методики бы-
ли проведены исследования 10 образцов бланковой 
сыворотки с концентрацией бевацизумаба 2 мкг/мл,  
в трех повторах каждый. Образцы сыворотки были 
различного качества, в том числе гемолизированные 
и гиперлипидемические. Результаты данной серии 
экспериментов представлены в таблице  1. Усреднен-
ные значения концентраций после пересчета образ-
цов для оценки селективности по калибровочной 
кривой, за исключением образца № 9 (10 % исследо-
ванных), находились в диапазоне 75–125 % от тео-
ретического значения. Данный результат полностью 
удовлетворяет критериям приемлемости методики  
по селективности.

Одним из основных параметров тест-системы 
на основе ИФА является возможность определения  
концентрации аналитов на основе регрессионной  
модели, построенной на основе определения опти- 
ческой плотности калибраторов. При использовании 
семи ненулевых калибраторов регрессионная модель 
представляет собой четырехпараметрическую зави- 
симость, описываемую уравнением: 

y
A A

x
x
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−
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где y – оптическая плотность; x – концентрация ана- 
лита; A1, A2, x0, p – параметры уравнения.

Таблица 1. Значения измерений теста на селективность  
образца бевацизумаба с концентрацией 2 мкг/мл  
в сыворотках различного качества

Table 1. The values of the measurements of the selection  
of the bevacizumab sample with a concentration  
of 2 μg/ml in serums of various quality

Образец 
матрицы

Matrix Sample

Концентрация
Concentration

% от 
теоретической

% from theoretic

Среднее, %
Mean, %

1
1,89 94.5

90,41,76 88,2
1,77 88,4

2
2,06 103,1

97,82,00 100,0
1,81 90,4

3
1,95 97,7

100,71,88 93,8
2,21 110,6

4
2,25 112,7

102,31,79 89,7
2,09 104,3

5
2,51 125,3

122,02,43 121,5
2,39 119,3

6
2,49 124,5

115,42,35 117,7
2,08 104,0

7
2,34 116,9

105,01,75 87,3
2,21 110,7

8
2,01 100,3

98,41,83 91,6
2,07 103,4

9
2,58 128,8

125,42,47 123,4
2,48 124,0

10
2,39 119,4

114,92,28 113,9
2,23 111,6

Соответствует 
критерию
Meets 
the criterion

9 90,0

При использовании данного уравнения коэффи-
циент детерминации R2 для всех шести проведенных 
постановок превышал 0,99, а расcчитанные обрат-
ные значения концентраций калибраторов не отли-
чались от теоретических значений более чем на 4 %,  
что значительно меньше допустимых 20 %. Парамет- 
ры регрессионного уравнения для шести постановок 
приведены в таблице 2, а калибровочный график  –  
на рисунке 2.
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Таблица 2. Параметры регрессионной модели

Table 2. Regression model parameters

№
 п

ос
та

но
вк

и
Ru

n 
nu

m
be

r Параметры уравнения
Equation Parameters

Ко
эф

ф
иц

ие
нт

 
де

те
рм

ин
ац

ии
 R

2
R 2 D

et
er

m
in

at
io

n 
co

effi
ci

en
t

A1 A2 x0 p

1 0,05054 429 916 1119 262 0,95327 0,99972
2 0,05158 426 948 10594 232 0,97095 0,99991
3 0,05954 429 373 7493 888 104 263 0,99984
4 0,0574 417 897 7232 252 104 623 0,99989
5 0,04718 535 776 22083 661 0,94489 0,99973
6 0,05124 530 012 15557 753 0,92443 0,99961

Для подтверждения стабильности использова- 
ния тест-системы при различных условиях хране-
ния бевацизумаба в составе биологической матри-
цы были проведены серии экспериментов на кратко-
срочную стабильность, долгосрочную стабильность  
и множественное замораживание – оттаивание. Кра-
ткосрочная стабильность исследовалась после хра- 
нения образцов для контроля качества с концентра- 
цией бевацизумаба 5,5 и 150 мкг/мл при комнатной 
температуре в течение 6 часов. Долгосрочная ста-
бильность исследовалась после заморозки образцов  
для контроля качества с теми же концентрациями и  
хранения их при –20 °С в течение 14 суток. Стабиль-
ность при множественном замораживании – оттаива- 
нии определялась на образцах бевацизумаба тех же 

концентраций после трех циклов замораживания до 
–20 °С и последующего полного оттаивания. Резуль-
таты данных серий тестов представлены в таблице  3. 
Во всех случаях отклонения от номинального значе-
ния не превышали 16,2 %, что соответствует крите- 
риям приемлемости 20 % и подтверждает возмож-
ность использования рассматриваемой тест-системы 
для оценки концентраций бевацизумаба в биологиче-
ских жидкостях при различных условиях их хранения.

Прецизионность и правильность метода с под-
счетом общей ошибки внутри одной аналитической 
серии оценивались по результатам параллельных 
измерений пяти образцов контроля качества с кон-
центрацией бевацизумаба 2, 5,5, 100, 150, 200  мкг/мл,  
каждого в трех повторах, на одном 96-луночном  
полистироловом планшете. Прецизионность и пра-
вильность метода между аналитическими сериями 
также оценивались по результатам параллельных  
анализов пяти образцов контроля качества, выпол-
ненных в шести аналитических сериях, в трех повто-
рах для каждого исследуемого образца. Усреднен- 
ные результаты испытаний представлены в табли- 
це  4. Полученные средние концентрации аналитов  
отличались от номинального значения не более чем 
на 8,9 %. Внутрисерийная прецизионность (повторя-
емость) не превышала 13,4 %, а межсерийная (вос-
производимость) – 3,4 %. Общая ошибка не превы- 
шала 22,3 %. Данные значения с запасом укладыва- 
ются в критерии приемлемости валидационных па-
раметров, при которых средние значения измере-
ний концентраций должны находиться в диапазоне  
±20 % от номинальных значений, прецизионность –  
не превышать 20 %, а общая ошибка метода – 30 %.

Оценку необходимого разбавления с целью устра-
нения влияния матрицы проводили с использова-
нием образца контроля качества с концентрацией  
2,0 мкг/мл, приготовленного на сыворотке кро-
ви человека, с последующим разбавлением в 500 и  
1000  раз. Для расчета концентрации данных образ- 
цов использовали калибровочную кривую, получен-
ную при анализе семи ненулевых калибровочных 
стандартов. Результаты представлены в таблице  5.  
Отклонение среднего значения концентрации об-
разца контроля качества от теоретической величины  
составило 4,5 % при разбавлении в 500 раз и 13,5 % 
при разбавлении в 1000 раз, что не превысило до- 
пустимые 25 %.

Для проверки возможности применения тест- 
системы для оценки образцов в диапазоне концент- 
раций, превышающих верхний калибровочный уро-
вень после разбавления, был проведен отдельный 
тест. Специально подготовленный образец контроля  
качества с концентрацией 380,00 мкг/мл был раз- 
бавлен бланковой сывороткой в два раза и проана-
лизирован в 6 повторах. В результате отклонение 
среднего значения концентрации образца контроля  
качества от теоретической величины с учетом раз- 
бавления составило 18,6 %, что не превысило допус- 
тимые 20 % (таблица 5).

Рисунок 2. График зависимости оптической плотности от кон-
центрации калибровочных стандартов бевацизумаба.

По оси абсцисс: С – концентрация бевацизумаба, мкг/мл.
По оси ординат: OD – оптическая плотность, условные 
единицы

Figure 2. The dependence of the optical density on the concentra-
tion of calibration standards of bevacizumab.

X-axis: С – bevacizumab concentration, mcg/ml.
Y-axis: OD – Optical Density, Arbitrary Units
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Таблица 3. Данные тестов на краткосрочную стабильность,  
долгосрочную стабильность и множественное  
замораживание – оттаивание

Table 3. Data from short-term stability, long-term stability,  
and multiple freeze-thaw tests

Аналитические 
характеристики

Analytical characteristics

Образцы для контроля 
качества

Quality control samples
5,5 мкг/мл
5.5 µg/ml

150 мкг/мл
150 µg/ml

Краткосрочная стабильность при комнатной температуре  
в течение 6 часов

Short term stability at RT for 6 hours
Серия 1 
Series 1
Серия 2 
Series 2
Серия 3 
Series 3

6,22

6,68

6,26

140,96

147,38

139,42

Среднее значение
Mean 6,39 142,59

Стандартное отклонение
Standard deviation 0,25 4,22

Коэффициент вариации 
(прецизионность), %
CV, %

3,9 3,0

% от теоретического 
(правильность)
Accuracy

116,2 95,1

Три цикла замораживания – оттаивания при –20 °С
Three freeze-thaw cycles at –20 °C

Серия 1 
Series 1 6,35 135,24

Серия 2 
Series 2 5,78 132,74

Серия 3 
Series 3 5,96 130,06

Среднее значение
Mean 6,03 132,68

Стандартное отклонение
Standard deviation 0,29 2,59

Коэффициент вариации 
(прецизионность), %
CV, %

4,8 2,0

% от теоретического 
(правильность)
Accuracy

109,6 88,5

Долгосрочная стабильность при –20 °С в течение 14 суток
Long-term stability at –20 °С for 14 days

Серия 1 
Series 1 6,18 140,76

Серия 2 
Series 2 6,48 145,79

Серия 3 
Series 3 6,32 141,35

Среднее значение
Mean 6,33 142,63

Стандартное отклонение
Standard deviation 0,15 2,75

Коэффициент вариации 
(прецизионность), %
CV, %

2,4 1,9

% от теоретического 
(правильность)
Accuracy

114,5 95,1

Таблица 4. Результаты исследований на прецизионность, правильность и общую ошибку определения  
концентраций бевацизумаба

Table 4. Results of studies on precision, accuracy and overall error in determining bevacizumab concentrations

Аналитические характеристики
Analytical characteristics

Образцы для контроля качества
Quality control samples

2,0 мкг/мл
2.0 µg/ml

5,5 мкг/мл
5.5 µg/ml

100 мкг/мл
100 µg/ml

150 мкг/мл
150 µg/ml

200 мкг/мл
200 µg/ml

Среднее значение, стандартное откло-
нение, правильность, прецизионность 
и общая ошибка
Mean, standard deviation, accuracy, preci-
sion and total error

Между аналитическими се-
риями
Between analytical series

Среднее значение
Mean

1,92 5,35 95,5 143,3 182,16
Стандартное отклонение

Standard deviation
0,14 0,33 5,03 12,47 24,42

Прецизионность (коэффициент вариации, %)
CV, %

7,3 6,2 5,3 8,7 13,4
Правильность (% среднего значения от теоретического)

Accuracy
96,0 97,3 95,5 95,5 91,1

Общая ошибка
Total error

11,3 8,9 9,8 13,2 22,3

Среднее значение, стандартное откло-
нение, правильность, прецизионность 
и общая ошибка
Mean, standard deviation, accuracy, preci-
sion and total error

Внутри одной аналитиче-
ской серии
Within one analytical series

Среднее значение
Mean

1,9 5,23 95,87 139,14 179,01
Стандартное отклонение

Standard deviation
0,03 0,18 0,94 3,6 2,7

Прецизионность (коэффициент вариации, %)
CV, %

1,6 3,4 1,0 2,6 1,5
Правильность (% среднего значения от теоретического)

Accuracy
95,0 95,1 95,9 92,8 89,5

Общая ошибка
Total Error

6,58 8,35 5,11 9,83 12,0

Доклинические и клинические исследования
Preclinical and clinical study
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Таблица 5. Результаты исследований на линейность  
разбавления и возможности разведения образца  
с концентрацией выше калибровочного диапазона

Table 5. Results of studies on dilution linearity  
and the possibility of diluting a sample  
with a concentration above the calibration range
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Концентрация образца 
для контроля качества
Quality control sample 
concentration

2,00 мкг/мл
2.00 µg/ml

2,00 мкг/мл
2.00 µg/ml

380 мкг/мл
380 µg/ml

Разбавление
Dilution

в 500 раз
500 times

в 1000 раз
1000 times

в 2 раза
2 times

Число повторов
Run number

3 3 6

Среднее значение
Mean

2,09 1,73 154,6

Стандартное отклоне-
ние
Standard deviation

0,09 0,09 6,86

Коэффициент вариации 
(прецизионность), %
CV, %

4,3 5,2 4,4

% от теоретического 
(правильность)
Accuracy

104,5 86,5 81,4

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований выяв- 

лено, что тест-система для определения концент- 
рации бевацизумаба в биологических жидкостях 
на основе твердофазного ИФА, разработанная в  
ООО  «НПЦ Пробиотек», соответствует отечественным  
и международным критериям приемлемости и пара- 
метрам валидации1. Тест-система показала себя вы- 
сокоэффективной и удобной в использовании, про-
демонстрировала высокую чувствительность и се- 
лективность. Прецизионность и точность результа-
тов анализа с учетом критериев приемлемости до- 
стигается во всем исследованном интервале кон-
центраций аналита  – от 2,00  до 200,00  мкг/мл. Под-
тверждена возможность использования тест-систе- 
мы для анализа гемолизных сывороток и образцов, 
хранящихся при комнатной температуре и после за-
морозки. Проведенная валидация демонстрирует  

1 ГОСТ ISO/IEC 17025-2019 «Общие требования к компе-
тентности испытательных и калибровочных лабораторий» 
(п.  7.2. Выбор, верификация и валидация методов). Доступ- 
но по: https://docs.cntd.ru/document/1200166732. Ссылка ак-
тивна на 09.06.2023.

возможность широкого использования тест-системы 
для оценки уровня бевацизумаба в крови пациентов  
в практике клинической лабораторной диагностики.
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