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Резюме
Введение. Одним из побочных эффектов, развивающихся при противоопухолевой терапии (лекарственной или лучевой), является нейтропения, 
при которой наблюдается снижение числа нейтрофилов в крови. Нейтропения может привести к повышению риска и тяжести развития 
бактериальной и грибковой инфекции. Для предотвращения развития нейтропении, а также для лечения применяют гранулоцитарные 
колониестимулирующие факторы, например филграстим и его конъюгированные формы. Одним из нежелательных явлений характерных для 
лекарственных веществ пептидной природы является развитие иммуногенности, что обуславливает необходимость изучение иммуногенности 
у таких ЛС. 
Цель. Валидировать методику определения антител к пэгфилграстиму в сыворотке крови, оценить иммуногенность препаратов пэгфилграстима.
Материалы и методы. Для оценки наличия антител к пэгфлиграстиму, оценки ингибирования сигнала и установления титра антител 
использовался набор PEGylated Filgrastim (Neulasta®) ADA ELISA. Для подтверждения применимости данного набора к требуемым задачам 
методика анализа была подвергнута валидации. Оптическую плотность образцов измеряли с помощью планшетного иммуноферментного 
анализатора Stat Fax 3200, промывку планшетов осуществляли с помощью автоматического промывателя планшетов. 
Результаты и обсуждения. В ходе выполнения работы была проведена валидация методики определения антител к пэгфилграстиму в 
сыворотке крови. Разработанная методика была применена в рамках простого слепого сравнительного многоцентрового рандомизированного 
исследования эффективности и безопасности препаратов пэгфилграстима у пациентов с диагнозом «рак молочной железы», получающих 
миелосупрессивную терапию. Образцы, полученные от клинического центра, были подвергнуты скринингу на наличие антител к пэгфилграстиму, 
были выявлены пробы, содержащие антитела, проведен подтверждающий анализ, рассчитан процент ингибирования и установлен титр антител.
Заключение. Методика определения антител была подвергнута валидации, после чего применена для оценки иммуногенности препараторов 
пэгфилграстима.
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Abstract
Introduction. Neutropenia, which is an abnormally low concentration of neutrophils in the blood, is one of the common side effects in patients 
receiving radio- or chemotherapy. Neutropenia usually leads to higher risks of severe bacterial and fungal infections. Such medicines as colony-
stimulating factor filgrastim (and its conjugates) are used to prevent and treat neutropenia in oncology patients. Immunogenicity is a potential concern 
for any biological product, thus, its assessment is one of the most critical necessities during the development and registration of such products.
Aim. The main aim of this study was to validate the ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies detection in human serum samples and to apply 
the validated method to pegfilgrastim drugs immunogenicity assessment. 
Materials and methods. To assess pegfilgrastim immunogenicity, the commercial ELISA kit «PEGylated Filgrastim (Neulasta®) ADA ELISA» was 
used for screening, confirmatory and titer assay. Moreover, to confirm the chosen commercial kit suits the study aims it was revalidated. The 
absorbance values were obtained using plate immunoassay analyzer Stat Fax 3200, plate washing was performed using an automatic two-
channel plate washer. 
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Results and discussion. The ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies determination in human serum samples was validated and applied 
to the analytical part of the comparative, multicenter, blind, randomized study of pegfilgrastim efficacy and safety in patients with breast cancer, 
receiving myelosuppressive chemotherapy. Human serum samples were first screened for anti-drug antibodies, then «screening positive» samples 
were analyzed in confirmatory assay with % inhibition calculation for each sample. The «confirmed positive» samples were further characterized in 
titer assay. 
Conclusions. The ELISA method for anti-pegfilgrastim antibodies determination in human serum samples was successfully validated and applied 
for pegfilgrastim drugs immunogenicity assessment.

Keywords: pegfilgrastim, immunogenicity, ELISA, anti-drug antibodies (ADA). 
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ВВЕДЕНИЕ
Филграстим – негликолизированный белок, со-

стоящий из 175 аминокислот, который вырабатыва-
ется штаммом Escherichia coli, в геном которой введен 
ген колониестимулирующего фактора человека. Яв-
ляется гемопоэтическим фактором роста, регулирует  
образование функционально активных нейтрофилов  
в костном мозге и стимулирует их выход в кровь.  
Филграстим применяют при нейтропении, фебриль-
ной нейтропении, для стимуляции периферических 
стволовых клеток крови, при тяжелой врожденной 
нейтропении у детей и взрослых с тяжелыми инфек-
циями в анамнезе, при стойкой нейтропении у пациен-
тов с ВИЧ инфекцией. [1–5]. 

Пэгфилграстим – ковалентный конъюгат филграс- 
тима с полиэтиленгликолем с молекулярной мас-
сой 20 кДа. В результате конъюгации филграстима 
и полиэтиленгликоля снижается почечный клиренс 
препарата, что выражается в пролонгировании его  
действия. Пэгфилграстим применяют при нейтропе-
ниях, возникающих при цитотоксической химиотера-
пии [6].

Помимо пэгфилграстима применяют и дру-
гие конъюгированные формы филграстима – липэг- 
филграстим и эмпэгфилграстим со схожими показа-
ниями к применению.

Липэгфилграстим – ковалентный конъюгат  
филграстима, связанного с молекулой метоксиполи- 
этиленгликоля через олигопептид, состоящий из гли-
цина, N-ацетилнейраминовой кислоты и N-ацетилга-
лактозамина [7]. 

Эмпэгфилграстим – ковалентный конъюгат фил-
грастима с полиэтиленгликолем с молекулярной мас-
сой 30 кДа [8].

Период полувыведения (T1/2) филграстима – око-
ло 3,5 часов; T1/2 пэгфилгастима – 15–80 часов [9];  
Т1/2 липэгфилграстима – 32–49 часов [7]; Т1/2 эмпэг- 
филграстима – 78 часов [8].

Одним из наиболее вероятных нежелательных 
явлений характерных для лекарственных веществ 

пептидной природы является развитие иммуноген-
ности, как результат ответа иммунной системы на 
попадание чужеродного белка в организм человека. 
При этом последствия иммунного ответа могут быть 
как несущественными, так и весьма тяжелыми, по-
этому на этапе регистрации таких ЛС важно произ-
вести оценку иммуногенности. Одним из наиболее 
распространенных методов определения антител к 
ЛВ является иммуноферментный анализ [10], в част-
ности, в настоящее время опубликован ряд работ по 
определению антител к филграстиму и его конъюги-
рованным формам в сыворотке крови [11–13] с при-
менением ИФА теста. 

Цель

Проведение валидации методики определения 
антител к пэгфилграстиму в сыворотке крови и оцен-
ка иммуногенности препаратов пэгфилграстима.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для оценки безопасности исследуемых препара-

тов проводили скрининг проб сыворотки на содер-
жание в них специфических антител к пэгфилграс- 
тиму. Нами был выбран набор PEGylated Filgrastim 
(Neulasta®) ADA ELISA, производства Somru BioScience, 
который представляет собой твердофазный иммуно-
ферментный анализ «сэндвич»-типа для определения 
концентрации антител к пэгфилграстиму. Оптическую 
плотность образцов измеряли с помощью планшет-
ного иммуноферментного анализатора Stat Fax  3200, 
Awareness Technology, Inc. (США); промывку планше-
тов осуществляли с помощью промывателя планше-
тов автоматического двухканального ПП2-428, Иммед-
тех (Россия); термостатирование и перемешивание 
проводили, используя термошейкер для планшетов  
PST-60HL, Biosan (ЕС). Воду очищенную типа 1 получали 
с помощью установки «АКВАЛАБ» УВОИ-«МФ»-1812-1  
AL-1 plus (Россия).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

ИФА анализ проводили согласно инструкции к на-
бору, общее время анализа – около 3 часов с учетом 
этапов внесения проб и отмывки. По результатам 
скрининга проводили подтверждающий анализ анти-
тел к пэгфилграстиму по идентичной методике. Для 
проб, которые по результатам скрининга были призна-
ны «потенциально положительными» была проведена 
оценка ингибирования сигнала с помощью ЛВ, а так-
же был установлен титр антител, который определяли, 
подвергая анализу разбавленные образцы (в 2, 4, 8 и 
16 раз).

Валидация методики

Для оценки наличия антител к пэгфлиграстиму, 
оценки ингибирования сигнала и установления тит- 
ра антител использовался набор PEGylated Filgrastim 
(Neulasta®) ADA ELISA. Для подтверждения при-
менимости данного набора к требуемым зада-
чам методика анализа, приведенная в инструкции, 
была подвергнута валидации по следующим пара-
метрам: специфичность, прецизионность, предел 
определения. 

Для определения специфичности использовались 
образцы Negative Control, входящие в состав набора и 
образцы сыворотки, достоверно не содержащие анти-
тел к пэгфилграстиму. Было показано, что оптическая 
плотность образца, не содержащего антител к пэг-
филграстиму, не превышала оптическую плотность 
образца, содержащего антитела к пэгфилграстиму на 
уровне предела обнаружения.

Для оценки прецизионности проводили анализ 
образцов High Positive Control и Low Positive Control. 
Анализ проводили для 3 последовательностей. Ис-
следование проводили в течение 1-ой последова-
тельности (внутри цикла), 2-ой и 3-ей последова-
тельности (между циклов). Значения относительного 
стандартного отклонения (RSD, %), приведенные в  
таблице 1.

Таблица 1. Прецизионность методики 
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Low Positive 
Control

0,73 10,2 0,73 11,2 0,74 10,0

High Positive 
Control

3,17 1,1 3,17 1,0 3,17 0,9

Полученные величины относительного стан-
дартного отклонения (прецизионность) соответст- 
вуют нормам [14] (не более 20 % для нижнего диа-
пазона линейности, не более 15 % – для остальных 
точек).

Предел количественного определения (ПКО) ме-
тодики определяли на основании данных по преци-
зионности. Предел определения методики составил  
23  нг/мл (концентрация антител к пэгфилграстиму в 
образце Low Positive Control согласно инструкции к 
набору).

По результатам валидации методика была при-
знана пригодной для оценки наличия антител к пэг- 
флиграстиму, оценки ингибирования и установления 
титра антител.

Скрининг образцов

Процедуре скрининга были подвергнуты об-
разцы сыворотки крови пациентов женского пола 
с диагнозом «рак молочной железы», получающих 
миелосупресивную терапию. Введение препара-
тов, в том числе проведение курсов химиотерапии, 
регистрация нежелательных явлений, отбор об-
разцов для анализа и другие медицинские проце-
дуры осуществлялись в соответствующем клини-
ческом центре согласно протоколу исследования. 
Режим дозирования лекарственных препаратов пэг- 
филграстима  – 6 мг, подкожно, через 24 часа пос- 
ле введения цитотоксических химиотерапевтичес- 
ких средств, число курсов химиотерапии – 4. От-
бор проб для оценки иммуногенности проводился в 
1  визит, 5 визит (13 неделя после визита 1), 6  визит 
(26 неделя после визита 1).

В общей сложности процедуре скрининга было 
подвергнуто 60 образцов. Анализ проводился в двух 
повторах. Процедура анализа включала следующие 
этапы:
 • подготовка реагентов, входящих в состав ИФА-на-

бора, разморозка проб;
 • разбавление образцов в 100 раз и внесение их в 

лунки планшета;
 • инкубация в течение 60 минут при температуре 

25 °С;
 • трехкратная промывка планшета;
 • внесение детектирующего агента;
 • инкубация в течение 60 минут при температуре 

25 °С;
 • трехкратная промывка планшета;
 • внесение субстрата (тетраметилбензидин);
 • инкубация в течение 15 минут при температуре 

25 °С;
 • внесение стоп-реагента;
 • измерение оптической плотности при длине волны 

450 нм и референсной длине волны 630 нм.
Для определения «потенциально положитель-

ных» образцов сыворотки крови на этапе скрининга 
было выбрано значение предела исключения мето-
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дики (screening cut-point). Предел исключения опре-
деляли согласно инструкции к набору по следующей 
формуле: 

Cut point = Ср. знач. ОП + 2 S.D.,

где Cut point – предел исключения для этапа скри-
нинга; Ср.  знач. ОП – среднее значение оптической 
плотности 6 образцов интактной сыворотки крови; 
S.D.  – стандартное отклонение для значений опти-
ческой плотности 6 образцов интактной сыворотки 
крови. 

По результатам анализа значение предела исклю- 
чения для этапа скрининга составило 0,373  о.е. Соот-
ветственно, «потенциально положительными» были 
признаны исследуемые образцы, оптическая плот-
ность которых превышала значение предела исклю-
чения. На этапе скрининга 2 пробы были признаны 
«сомнительными» (оптическая плотность находилась 
в диапазоне ±10 % от cut point) и 3 пробы были при-
знаны «потенциально положительными».

Подтверждающий анализ

Для проб, признанных «сомнительными» или 
«потенциально положительными», был проведен  
подтверждающий анализ. Процедура подтвержда-
ющего анализа в целом повторяла этапы проведе-
ния ИФА при скрининге, однако в исследуемые и  
контрольные образцы добавляли пэгфилграстим. Ана-
лиз проводился в двух повторах. 

В результате проведения подтверждающего ана-
лиза было выявлено, что во всех исследованных об-
разцах происходит снижение оптической плотнос- 
ти (ингибирование сигнала) при внесении в образец 
лекарственного средства пэгфилграстим, что гово-
рит о наличии видоспецифических антител в данных 
образцах. 

Для каждого образца был рассчитан процент инги-
бирования в соответствии с формулой:

X = 100 × [1 – (A/B)], 

где A – оптическая плотность образца с добавлением 
ЛС; B – оптическая плотность образца без добавления 
ЛС; О.П. – оптическая плотность.

Процент ингибирования составил 90–94 %.

Определение титра антител

Для установления титра антител проводили ана-
лиз контрольных образцов, «положительных» иссле-
дуемых образцов (с добавлением пэгфилграстима 
и без него), а также исследуемых образцов, разбав-
ленных в 2, 4, 8 и 16 раз с помощью буфера для раз-
бавления проб (assay buffer входит в состав набора).  
В остальном схема анализа повторяла этапы прове-
дения ИФА при скрининге. Разведения образцов бы-
ло выбрано таким образом, чтобы оптическая плот-
ность как минимум одного из разведений была ниже 

значения предела исключения. Титр антител в иссле-
дуемых образцах  – максимальное разведение, при 
котором значение ОП исследуемого образца пре-
вышает значение предела исключения. Титр анти-
тел к пэгфилграстиму во всех исследуемых образцах 
составил 1:4.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В ходе выполнения работы была проведена вали-

дация методики определения антител к пэгфилграсти-
му в сыворотке крови по следующим валидационным 
параметрам: селективность, прецизионность, предел 
определения. Образцы, полученные от клинического 
центра, были подвергнуты скринингу на наличие ан-
тител к пэгфилграстиму (общее количество проб – 60), 
2 пробы были признаны «сомнительными» и 3 пробы 
были признаны потенциально «положительными». В 
ходе подтверждающего анализа все исследованные 
пробы были признаны положительными. Для них был 
рассчитан процент ингибирования, который соста-
вил 90–94 %, а также установлен титр антител к пэг- 
филграстиму, равный 1:4.
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