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Ðàçðàáîòàíà òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ íàëè÷èÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðîíó áåòà 1à (ÑÀò ê ÈÔÍ áå-
òà-1à) â ñûâîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäà òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ñ öåëüþ
îïèñàíèÿ õàðàêòåðèñòèê òåñò-ñèñòåìû ïðîâåäåíû âàëèäàöèîííûå ìåðîïðèÿòèÿ, âêëþ÷àþùèå èññëåäîâàíèå ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè, ñåëåêòèâíîñòè, ñïåöèôè÷íîñòè, ïðåöèçèîííîñòè è òî÷íîñòè, ðîáàñòíîñòè, ñòàáèëüíîñòè, ïðèãîäíîñòè
òåñò-ñèñòåìû. Ïîêàçàíà ïðèìåíèìîñòü äàííîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ðàìêàõ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé – îöåíêà èììóíîãåííîñòè ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà áåòà-1à (ïåãèëèðîâàííûõ è íåïåãèëèðîâàííûõ ôîðì).

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èíòåðôåðîí áåòà 1à; èììóíîãåííîñòü; òâåðäîôàçíûé èììóíîôåðìåíòíûé àíàëèç (ÈÔÀ); ñâÿ-

çûâàþùèå àíòèòåëà (ÑÀò); àíòèòåëà ê ïðåïàðàòó; ðàññåÿííûé ñêëåðîç; áèîàíàëèòè÷åñêèå ìåòîäû èññëåäîâà-

íèÿ; êëèíè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ.
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Â òå÷åíèå ìíîãèõ ëåò â òåðàïèè ðàññåÿííîãî ñêëåðîçà øè-
ðîêî èñïîëüçóþòñÿ ïðåïàðàòû èíòåðôåðîíîâ áåòà (ÈÔÍ
áåòà): èíòåðôåðîíà áåòà-1à è èíòåðôåðîíà áåòà-1b [1, 2].
Ðåêîìáèíàíòíûé ÈÔÍ áåòà-1à, ïðîäóöèðóåìûé êëåòêàìè
ìëåêîïèòàþùèõ, èìååò ñòðóêòóðó è ïðîôèëü ãëèêîçèëèðî-
âàíèÿ ïîäîáíûé ýíäîãåííîìó ÈÔÍ áåòà-1à [3]. Îäíàêî
èíòåðôåðîíû áåòà, èñïîëüçóåìûå â òåðàïèè, ìîãóò èíäó-
öèðîâàòü âûðàáîòêó ñâÿçûâàþùèõ è íåéòðàëèçóþùèõ àí-
òèòåë, ñïîñîáíûõ èçìåíÿòü ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïàðà-
ìåòðû ïðåïàðàòà è, òàêèì îáðàçîì, ñíèæàòü êëèíè÷åñêóþ
ýôôåêòèâíîñòü òåðàïèè ó áîëüíûõ ðàññåÿííûì ñêëåðîçîì
[4, 5]. Âàæíûì äèàãíîñòè÷åñêèì ìàðêåðîì îïðåäåëåíèÿ
ïîòåðè áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè ÿâëÿåòñÿ îïðåäåëåíèå
óðîâíÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ñîâìåñòíî ñ îïðåäåëåíèåì
íàëè÷èÿ àíòèòåë ñ íåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ è îïðå-
äåëåíèåì óðîâíÿ áåëêà ÌõÀ [6]. Òàêèì îáðàçîì, îïðåäå-
ëåíèå ÑÀò ê ÈÔÍ áåòà-1à ÿâëÿåòñÿ íåîòúåìëåìîé ÷àñòüþ
îöåíêè èììóíîãåííîñòè â õîäå êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâà-
íèé ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ áåòà-1à. Âïåðâûå â 2003 ã. áûë îïè-
ñàí ìåòîä òâåðäîôàçíîãî èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà
äëÿ îáíàðóæåíèÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðîíà
áåòà äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ñêðèíèíãîâîãî àíàëè-
çà ñ öåëüþ ñíèæåíèÿ êîëè÷åñòâà îáðàçöîâ, òðåáóþùèõ
òåñòèðîâàíèÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ àíòè-
òåë ñ íåéòðàëèçóþùåé àêòèâíîñòüþ [7, 8]. Áîëüøèíñòâî
îïèñàííûõ àâòîðàìè ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ñâÿçûâàþùèõ
àíòèòåë ê ÈÔÍ áåòà-1à îñíîâàíû íà ïðèìåíåíèè ìåòîäîâ
èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà èëè åãî ìîäèôèêàöèè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèõ ìå÷åííûõ ïåðîêñèäàçîé
õðåíà àíòèòåë ê ÷åëîâå÷åñêîãî IgG [4, 7–9]. Ïðåèìóùåñò-
âåííî, äàííûå î ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-ñèñòåì ïðåäñòàâ-
ëåíû â âèäå çíà÷åíèé, ïðåîáðàçîâàííûõ èç èçâåñòíûõ êà-
ëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ â óñëîâíûå åäèíèöû [7, 8], ëèáî
äàííûå îòñóòñòâóþò âîâñå [4].

Â ñâÿçè ñ òåì, ÷òî àâòîðàìè ìíîãèõ ñòàòåé íå ïðåä-
ñòàâëåíû äàííûå î ÷óâñòâèòåëüíîñòè, ñïåöèôè÷íîñòè
òåñò-ñèñòåì è âëèÿíèè èçáûòêà ïðåïàðàòà â àíàëèçèðóå-
ìûõ ïðîáàõ íà äåòåêöèþ ÑÀò ê èíòåðôåðîíó áåòà-1à, öå-

ëüþ íàøåé ðàáîòû áûëà ðàçðàáîòêà ñîáñòâåííîé ñïåöè-
ôè÷íîé è ÷óâñòâèòåëüíîé òåñò-ñèñòåìû, êîòîðóþ ìîæíî
èñïîëüçîâàòü â õîäå êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ïðåïàðà-
òîâ ïåãèëèðîâàííûõ è íåïåãèëèðîâàííûõ ôîðì èíòåðôå-
ðîíà áåòà-1à. Äëÿ êîìïëåêñíîé îöåíêè ðàçðàáîòàííîé
òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê
ÈÔÍ áåòà-1à â ðàìêàõ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé. Ðåøà-
ëèñü çàäà÷è ïî èçó÷åíèþ õàðàêòåðèñòèê òåñò-ñèñòåìû è
ïðîâåäåíèþ âàëèäàöèîííûõ ìåðîïðèÿòèé: èññëåäîâàíèå
÷óâñòâèòåëüíîñòè, ñåëåêòèâíîñòè, ñïåöèôè÷íîñòè, ïðåöè-
çèîííîñòè è òî÷íîñòè, ðîáàñòíîñòè, ñòàáèëüíîñòè, ïðèãîä-
íîñòè. Äàííàÿ òåñò-ñèñòåìà ðàçðàáîòàíà äëÿ ñêðèíèíãî-
âîãî àíàëèçà è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà êàê îñíîâà äëÿ
ðàçðàáîòêè è ïðîâåäåíèÿ ïîäòâåðæäàþùåãî àíàëèçà.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â êàæäóþ ëóíêó 96-ëóíî÷íîãî ïëàíøåòà 3590 («Corning»,
«Costar», ÑØÀ) âíîñèëè ïî 100 ìêë ðàñòâîðà ñòðåïòàâèäè-
íà (Streptavidin (Streptomyces avidinii), MBS634860,
«MyBioSource», ÑØÀ) â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë ïðèãîòîâ-
ëåííîãî íà 50 ìÌ êàðáîíàòíîì áóôåðå (pH 9,6). Ïëàíøåò
ïîêðûâàëè ïëåíêîé (676050, «Greiner Bio-one», Àâñòðèÿ) è
èíêóáèðîâàëè ïðè òåìïåðàòóðå (6±2) °Ñ â òå÷åíèå 16–18 ÷.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè òðèæäû îòìûâàëè ïëàíøåò,
âíîñÿ â êàæäóþ ëóíêó íå ìåíåå 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl
áóôåðà (pH 7,2–7,4).

Äëÿ áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ ñâÿçû-
âàíèÿ âíîñèëè ïî 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà + 1 %
áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ, 0332 – 100G,
«Amresco», ÑØÀ) â êàæäóþ ëóíêó ïëàíøåòà. Ïëàíøåò ïî-
êðûâàëè ïëåíêîé è èíêóáèðîâàëè â òåðìîøåéêåðå
(PST-60HL-4, «Biosan», Ëàòâèÿ) ïðè òåìïåðàòóðå (37±2) °Ñ
â òå÷åíèå 1 ÷. Ïîñëå áëîêèðîâàíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ ó÷à-
ñòêîâ ñâÿçûâàíèÿ òðèæäû îòìûâàëè ïëàíøåò, âíîñÿ â êà-
æäóþ ëóíêó íå ìåíåå 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà.

Ïîñëå âíåñåíèÿ â êàæäóþ ëóíêó 100 ìêë ðàñòâîðà ïå-
ãèëèðîâàííîãî èíòåðôåðîíà áåòà-1à, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
áèîòèíîì (ÇÀÎ «Áèîêàä», Ðîññèÿ) ïðèãîòîâëåííîãî íà áó-
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ôåðíîì ðàñòâîðå äëÿ ðàçâåäåíèÿ (100 ìÌ Òðèñ-HCl áó-
ôåð + 0,1 % ÁÑÀ) â êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë, ïëàíøåò ïî-
êðûâàëè çàùèòíîé ïëåíêîé è â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ èíêóáèðî-
âàëè â òåðìîøåéêåðå ïðè òåìïåðàòóðå (25±2) °Ñ ïðè
350 îá/ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè òðèæäû îòìûâà-
ëè ïëàíøåò, âíîñÿ â êàæäóþ ëóíêó íå ìåíåå 300 ìêë
100 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà.

Ñ öåëüþ ñíèæåíèÿ ìàòðè÷íîãî ýôôåêòà ïðè ïëàíèðóå-
ìîì ïðèìåíåíèè äàííîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ îöåíêè èììó-
íîãåííîñòè ïðåïàðàòîâ ÈÔÍ áåòà-1à â õîäå êëèíè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé, êàëèáðîâî÷íûå ñòàíäàðòû ãîòîâèëè íà ïó-
ëîâîé ñûâîðîòêå äåñÿòè çäîðîâûõ äîíîðîâ (ÇÀÎ «Áèî-
êàä», Ðîññèÿ), ðàçâåäåííîé áóôåðíûì ðàñòâîðîì äëÿ ðàç-
âåäåíèÿ â 5 ðàç. Îöåíêó íàëè÷èÿ àíòèòåë ê ÈÔÍ áåòà-1à â
ñûâîðîòêå êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ ïðîâîäèëè ïóòåì àíà-
ëèçà èíäèâèäóàëüíûõ îáðàçöîâ ñûâîðîòêè ïàöèåíòîâ
ïðîòèâ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.

Â êà÷åñòâå êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ â äàííîé
òåñò-ñèñòåìå áûëè èñïîëüçîâàíû ïîëèêëîíàëüíûå àô-
ôèííî-î÷èùåííûå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê ýïèòîïàì èí-
òåðôåðîíà áåòà-1à, ïîëó÷åííûå ïðè èììóíèçàöèè êðîëè-
êîâ (ñàìöîâ) ïîðîäû Øèíøèëëà (ïðèîáðåòåííûõ â ïèòîì-
íèêå ÊÐÎËÈÍÔÎ) ïðåïàðàòîì èíòåðôåðîí áåòà-1à (ÇÀÎ
«Áèîêàä») è î÷èùåííûå ïî ïðîòîêîëó, îïèñàííîìó Ohta ñ
ñîàâò. [10]. Âñå ìàíèïóëÿöèè ñ æèâîòíûìè âûïîëíÿëè ñî-
ãëàñíî íàöèîíàëüíîìó ñòàíäàðòó ÐÔ ÃÎÑÒÐ 53434–2009
«Ïðèíöèïû íàäëåæàùåé ëàáîðàòîðíîé ïðàêòèêè».

Êàëèáðîâî÷íûå ñòàíäàðòû ãîòîâèëè íà ïóëîâîé ñû-
âîðîòêå çäîðîâûõ äîíîðîâ (ÇÀÎ «Áèîêàä», Ðîññèÿ), ðàç-
âåäåííîé áóôåðíûì ðàñòâîðîì äëÿ ðàçâåäåíèÿ â 5 ðàç,
òèòðóÿ ðàñòâîð ïîëèêëîíàëüíûõ àôôèííî-î÷èùåííûõ àí-
òèòåë êðîëèêà, ñïåöèôè÷íûõ ê ýïèòîïàì èíòåðôåðîíà áå-
òà-1à (ÇÀÎ «Áèîêàä», Ðîññèÿ), íà÷èíàÿ ñ êîíöåíòðàöèè
375 íã/ìë (êîíå÷íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ïîñëå êèñëîòíîé äèñ-
ñîöèàöèè) øàãîì â 2 â 7 ôëàêîíîâ. 8-é ôëàêîí, íàïîëíåí-
íûé ðàçâåäåííîé â 5 ðàç ïóëîâîé ñûâîðîòêîé çäîðîâûõ
äîíîðîâ, èñïîëüçóþò â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ.

Èçâåñòíî, ÷òî îïðåäåëåíèþ íàëè÷èÿ àíòèòåë, ñâÿçû-
âàþùèõ èíòåðôåðîí áåòà-1à â ñûâîðîòêå êðîâè, ìîãóò
ïðåïÿòñòâîâàòü êîìïëåêñû èíòåðôåðîíà áåòà-1à ñ ýòèìè
æå àíòèòåëàìè. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ñâÿçû-
âàþùèõ àíòèòåë â ïðèñóòñòâèè èçáûòêà èíòåðôåðîíà áå-
òà-1à èñïîëüçóþò ìåòîä êèñëîòíîé äèññîöèàöèè [11, 12].
Èíêóáàöèÿ ðàçâåäåííîé ñûâîðîòêè êðîâè â ñîîòíîøåíèè
1:10 ñ 300 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòîé (pH 2,5) ñïîñîáñòâóåò
äèññîöèàöèè êîìïëåêñîâ àíòèãåí–àíòèòåëî è îáðàçîâà-
íèþ ñâîáîäíûõ àíòèòåë â ðàñòâîðå. Ïðè ïîñëåäóþùåé
íåéòðàëèçàöèè äî pH 7,2–7,4 ñâÿçûâàþùèå àíòèòåëà ôîð-
ìèðóþò áîëåå ñòàáèëüíûå êîìïëåêñû ñ èíòåðôåðîíîì áå-
òà-1à, èììîáèëèçîâàííîì íà ïëàíøåòå [13], ýòî ïîçâîëÿåò
îïðåäåëÿòü íàëè÷èå ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë â ñûâîðîòêå
êðîâè â ïðèñóòñòâèè èçáûòêà ïðåïàðàòà.

Â ñâÿçè ñ ýòèì, ïîñëå ïðèãîòîâëåíèÿ êàëèáðîâî÷íûå
ñòàíäàðòû, êîíòðîëè êà÷åñòâà è èññëåäóåìûå îáðàçöû
ðàçâîäèëè â 10 ðàç 300 ìÌ ðàñòâîðîì óêñóñíîé êèñëîòû
(pH 2,5), òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè. Êèñëîòíàÿ äèññîöèà-
öèÿ êîìïëåêñîâ â ïîëó÷åííûõ ðàñòâîðàõ ïðîèñõîäèëà â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå (25±2) °Ñ.

Âî âñå ëóíêè ìèêðîïëàíøåòà âíîñèëè ïî 30 ìêë 1 Ì
ðàñòâîðà Òðèñ (pH 9,5). Êàëèáðîâî÷íûå ñòàíäàðòû, êîí-
òðîëè êà÷åñòâà è èññëåäóåìûå îáðàçöû ïîñëå êèñëîòíîé
äèññîöèàöèè, âíîñèëè ïî 100 ìêë â ëóíêó: êàëèáðîâî÷íûå
îáðàçöû âíîñèëè â ëóíêè ïëàíøåòà â òðåõ ïîâòîðíîñòÿõ;
èññëåäóåìûå îáðàçöû è îáðàçöû êîíòðîëåé êà÷åñòâà â
äâóõ ïîâòîðíîñòÿõ. Ïîêðûâàëè ïëàíøåò ïëåíêîé è èíêó-

áèðîâàëè â òåðìîøåéêåðå â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðà-
òóðå (25±2) °Ñ ïðè 350 îá/ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ
èíêóáàöèè òðèæäû îòìûâàëè ïëàíøåò, âíîñÿ â êàæäóþ
ëóíêó íå ìåíåå 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà.

Çàòåì â êàæäóþ ëóíêó ïëàíøåòà âíîñèëè ïî 100 ìêë
ðàñòâîðà ÈÔÍ áåòà-1à, êîíúþãèðîâàííîãî ñ äèãîêñèãåíè-
íîì (ÇÀÎ «Áèîêàä»), ïðèãîòîâëåííîãî íà áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå äëÿ ðàçâåäåíèÿ â êîíöåíòðàöèè 2 ìêã/ìë. Ïîêðûâà-
ëè ïëàíøåò ïëåíêîé è èíêóáèðîâàëè â òåðìîøåéêåðå â òå-
÷åíèå 30 ìèí ïðè òåìïåðàòóðå (25±2) °Ñ ïðè 350 îá/ìèí.
Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêóáàöèè òðèæäû îòìûâàëè ïëàíøåò,
âíîñÿ â êàæäóþ ëóíêó íå ìåíåå 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl
áóôåðà.

Âíîñèëè â êàæäóþ ëóíêó ïëàíøåòà ïî 100 ìêë ðàáî-
÷åãî ðàñòâîðà 1:10000 ìîíîêëîíàëüíûõ ìûøèíûõ àíòèòåë
ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà, ìå÷åííûõ ïåðîêñèäàçîé õðåíà
(ab6212, «Abcam», ÑØÀ), ïðèãîòîâëåííîãî íà áóôåðíîì
ðàñòâîðå äëÿ ðàçâåäåíèÿ. Ïîêðûâàëè ïëàíøåò ïëåíêîé è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â òåðìîøåéêåðå ïðè òåì-
ïåðàòóðå (25±2) °Ñ ïðè 350 îá/ìèí. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ èíêó-
áàöèè ïÿòü ðàç îòìûâàëè ïëàíøåò, âíîñÿ â êàæäóþ ëóíêó
íå ìåíåå 300 ìêë 100 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðà.

Äîáàâëÿëè â êàæäóþ ëóíêó ïëàíøåòà ïî 100 ìêë ãî-
òîâîãî ðàñòâîðà ÒÌÁ (TMB Core +, BUF062A, «AbD Serotec»,
ÑØÀ). Ïîñëå ïîÿâëåíèÿ ôîíà â ëóíêàõ ñ ìèíèìàëüíîé êîí-
öåíòðàöèåé (÷åðåç 5–7 ìèí), âî âñå ëóíêè âíîñèëè ïî
50 ìêë 1 N ðàñòâîðà ñåðíîé êèñëîòû.

Èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü â êàæäîé ëóíêå ïðè
450 íì íà ìèêðîïëàíøåòíîì ñïåêòðîôîòîìåòðå Sunrise
(160-39-400, «Tecan», Àâñòðèÿ). Íà îñíîâàíèè ðåçóëüòàòîâ
àíàëèçà êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì-
íîãî îáåñïå÷åíèÿ Magellan5 (äëÿ Sunrise Tecan) ñòðîèëè
êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå, îïèñûâàþùèå çàâèñèìîñòü îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë
ê ÈÔÍ-áåòà-1à. Çàâèñèìîñòü îïèñûâàëè ñ ïîìîùüþ ëîãà-
ðèôìè÷åñêîé ëîãèñòè÷åñêîé ìîäåëè ñ ïÿòüþ ïàðàìåòðàìè
(5PL). Ðàññ÷èòûâàëè êîíöåíòðàöèþ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à è
îòêëîíåíèå îò çàäàííûõ çíà÷åíèé â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàí-
äàðòàõ è êîíòðîëÿõ êà÷åñòâà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ïðèãîäíîñòè, à òàêæå âûÿâëåíèÿ
õàðàêòåðèñòèê ðàçðàáîòàííîé òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðîíó áåòà-1à (â òîì
÷èñëå è äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ) áûëè ïðîâåäåíû
âàëèäàöèîííûå ìåðîïðèÿòèÿ, âêëþ÷àþùèå â ñåáÿ ñëå-
äóþùèå èñïûòàíèÿ: êàëèáðîâî÷íàÿ êðèâàÿ (äèàïàçîí),
÷óâñòâèòåëüíîñòü, ñïåöèôè÷íîñòü (ñåëåêòèâíîñòü, ýôôåêò
ìàòðèöû, èíòåðôåðåíöèÿ ïðåïàðàòîì), ïðåöèçèîííîñòü
(âíóòðè öèêëà, ìåæäó öèêëàìè), ðîáàñòíîñòü, ñòàáèëü-
íîñòü ðàñòâîðîâ, ïðîâåðêà ïðèãîäíîñòè ñèñòåìû.

Â äàííîé òåñò-ñèñòåìå ñòàíäàðòû èìåþò êîíöåíòðà-
öèè â äèàïàçîíå îò 5,86 äî 375 íã/ìë, ïðè ýòîì çàâèñè-
ìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè ñâÿçûâàþ-
ùèõ àíòèòåë ê ÈÔÍ áåòà-1à, ïðåäñòàâëåííàÿ íà ðèñóíêå 1,
îïèñûâàåòñÿ ñ èñïîëüçîâàíèåì ëîãèñòè÷åñêîé ìîäåëè 5L
(ïÿòèïàðàìåòðè÷åñêîå óðàâíåíèå). Äëÿ èñïûòàíèÿ êàëèá-
ðîâî÷íîé êðèâîé (äèàïàçîíà) ïðîâîäèëè ñðàâíåíèå çíà-
÷åíèÿ îïòè÷åñêèõ ïëîòíîñòåé êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ
(òàáë. 1), ðàññ÷èòàííûõ êîíöåíòðàöèé ÑÀò ê ÈÔÍ áåòà-1à â
íèõ è îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ íàéäåííîé êîíöåí-
òðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â íèõ îò çàäàííîé (ôîðìóëà (1),
òàáë. 2) è ïàðàìåòðîâ óðàâíåíèé (òàáë. 3) òðåõ êàëèáðî-

Òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ íàëè÷èÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðîíó áåòà-1à äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ
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âî÷íûõ êðèâûõ, ïîëó÷åííûõ âî âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà
â ðàçíûå äíè.
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ãäå UM, % — îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ íàéäåííîé
êîíöåíòðàöèè îò çàäàííîé (â ïðîöåíòàõ); D(çàäàíî) — çà-
äàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â ìîäåëüíîì
ðàñòâîðå (ïîñëå èíêóáàöèè ñ 300 ìÌ ðàñòâîðîì óêñóñíîé
êèñëîòû), íã/ìë; D(íàéäåíî) — íàéäåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò
ê ÈÔÍ-áåòà-1à â ìîäåëüíîì ðàñòâîðå (ïîñëå èíêóáàöèè ñ
300 ìÌ ðàñòâîðîì óêñóñíîé êèñëîòû), íã/ìë.

Äëÿ îöåíêè ÷óâñòâèòåëüíîñòè òåñò-ñèñòåìû àíàëèçè-
ðîâàëè ìîäåëüíûå ðàñòâîðû ñ êîíöåíòðàöèåé, ðàâíîé
ïðåäåëó êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ (ÏÊÎ) òåñò-ñèñòå-

ìû (5,86 íã/ìë, òàáë. 4) è â 2 ðàçà ìåíüøå (2,93 íã/ìë,
òàáë. 5), îïðåäåëÿëè îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ íàé-
äåííîé êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â êàæäîì ìî-
äåëüíîì ðàñòâîðå îò çàäàííîé (ôîðìóëà (1)). Íà îñíîâå
ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ íàìè áûë ñäåëàí âûâîä î òîì,
÷òî ïðè êîíöåíòðàöèè ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë â ðàñòâîðå â
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Ðèñ. 1. Ãðàôèê, îïèñûâàþùèé çàâèñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
îò êîíöåíòðàöèè ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê ÈÔÍ-áåòà-1à â êàëèáðî-
âî÷íûõ ñòàíäàðòàõ (ïîëó÷åí ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî
îáåñïå÷åíèÿ Magellan5 äëÿ Sunrise Tecan).

Òàáëèöà 1. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà îòðèöàòåëüíîãî ðàñòâîðà è êà-
ëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ äëÿ ïîñòðîåíèÿ çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè îò êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à (êàëèáðîâî÷íûå
êðèâûå, ïîëó÷åííûå â òðåõ îòäåëüíûõ öèêëàõ)

Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò

ê ÈÔÍ-áåòà-1à

â êàëèáðîâî÷íîì

ñòàíäàðòå (çàäàíî),

íã/ìë

Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 450 íì

Öèêë

Ñðåäíåå SD*
RSD**,

%1 2 3

375 0,678 0,634 0,627 0,646 0,028 4,31

187,5 0,543 0,484 0,487 0,505 0,033 6,58

93,75 0,385 0,323 0,350 0,353 0,031 8,86

46,88 0,256 0,237 0,254 0,249 0,010 4,08

23,44 0,174 0,175 0,175 0,175 0,001 0,44

11,72 0,124 0,144 0,138 0,135 0,010 7,37

5,86 0,098 0,123 0,109 0,110 0,013 11,41

Áëàíêîâûé
ðàñòâîð
(îòðèöàòåëüíûé
êîíòðîëü)

0,078 0,101 0,087 0,089 0,011 12,70

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëü-
íîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.

Òàáëèöà 2. Ðàññ÷èòàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â êà-
ëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòàõ (êàëèáðîâî÷íûå êðèâûå, ïîëó÷åííûå â
òðåõ îòäåëüíûõ öèêëàõ)

Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò

ê ÈÔÍ-áåòà-1à

â êàëèáðîâî÷íîì

ñòàíäàðòå (çàäàíî),

íã/ìë

Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à, íã/ìë

Öèêë

Ñðåäíåå SD*
RSD**,

%

U***,

%1 2 3

375 376,4 371,6 377,7 371,92 3,20 0,86 0,82

187,5 190,1 196,4 188,3 195,70 4,23 2,16 4,37

93,75 93,2 86,8 92,3 87,63 3,48 3,97 6,53

46,88 46,7 48,9 48,8 48,08 1,21 2,52 4,34

23,44 24,0 24,1 22,6 23,97 0,84 3,49 2,26

11,72 11,7 12,3 12,4 12,86 0,39 3,01 9,73

5,86 5,4 5,9 5,1 6,11 0,41 6,78 4,27

Áëàíêîâûé
ðàñòâîð
(îòðèöàòåëüíûé
êîíòðîëü)

0,9 0,8 0,5 0,731 0,19 35,45 —

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëü-
íîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, U*** — îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷å-
íèÿ íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè îò çàäàííîé.
1 Çíà÷åíèå íèæå ïðåäåëà êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ äàííîé
òåñò-ñèñòåìû (5,86 íã/ìë).

Òàáëèöà 3. Ïàðàìåòðû óðàâíåíèé êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ, ïîëó-
÷åííûå â òðåõ îòäåëüíûõ öèêëàõ

Ïàðàìåòð óðàâíåíèÿ 1 öèêë 2 öèêë 3 öèêë Ñðåäíåå

A 0,077555 0,077285 0,085485 0,080

B 1,0884 1,0843 0,96679 1,046

C 204,82 207,2 156,7 189,573

D 0,83299 0,8319 1,0554 0,907

E 1,4765 1,4938 0,67995 1,217

Êîýôôèöèåíò, R
2 0,99998 0,9994 0,99988 1,000

Òàáëèöà 4. Ðàññ÷èòàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ äëÿ ìîäåëüíûõ ðàñòâî-
ðîâ ñ êîíöåíòðàöèåé ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à 5,86 íã/ìë

Ïîâòîð
Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à, íã/ìë

¹ 1 ¹ 2 ¹ 3 ¹ 4 ¹ 5 ¹ 6

1 4,57 6,52 5,79 4,82 4,57 4,57

2 6,76 6,76 7,01 5,55 5,31 5,06

3 5,06 7,01 5,55 5,31 6,04 4,57

Ñðåäíåå 5,47 6,76 6,12 5,23 5,31 4,74

SD* 1,15 0,24 0,78 0,37 0,73 0,28

RSD**, % 21,05 3,58 12,75 7,14 13,80 5,97

U***, % 6,7 15,4 4,4 10,8 9,4 19,1

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëü-
íîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, U*** — îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷å-
íèÿ íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè îò çàäàííîé.



êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé èëè áîëåå 5,86 íã/ìë, îíè íàäåæíî
äåòåêòèðóþòñÿ.

Ñåëåêòèâíîñòü äàííîé òåñò-ñèñòåìû áûëà èññëåäîâà-
íà ñ èñïîëüçîâàíèåì íåñïåöèôè÷íûõ ïîëèêëîíàëüíûõ
êðîëè÷üèõ àíòèòåë ê ãðàíóëîöèòàðíîãî êîëîíèåñòèìóëè-
ðóþùåãî ôàêòîðà (ÃÊÑÔ) (Ab9691, «Abcam», ÑØÀ) â ñðàâ-
íåíèè ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì êà÷åñòâà (òàáë. 6).

Ïîñëå èñïûòàíèÿ ýôôåêò ìàòðèöû (èíòåðôåðåíöèè
êîìïîíåíòàìè ìàòðèöû), êîòîðîå ïîêàçàëî íàëè÷èå ìàò-
ðè÷íîãî ýôôåêòà (ïðè èññëåäîâàíèè ñûâîðîòêè êðîâè ÷å-
ëîâåêà), íàìè áûë ñäåëàí âûâîä, ÷òî ñòåïåíü ðàçâåäåíèÿ
ïóëîâîé ñûâîðîòêè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ êàëèáðîâî÷íûõ
ñòàíäàðòîâ äîëæíà ñîîòâåòñòâîâàòü ñòåïåíè ðàçâåäåíèÿ
àíàëèçèðóåìûõ áèîîáðàçöîâ, ýòî ïîçâîëèò òî÷íî îïðåäå-
ëÿòü íàëè÷èå ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê ÈÔÍ áåòà-1à â ïðè-
ñóòñòâèè êîìïîíåíòîâ ìàòðèöû.

Âî âðåìÿ âàëèäàöèîííûõ ìåðîïðèÿòèé áûëî òàêæå
ïðîâåäåíî èçó÷åíèå âëèÿíèå èíòåðôåðåíöèè ïðåïàðàòà-
ìè èíòåðôåðîíîâ áåòà-1à: Òåáåðèô® (ÇÀÎ «Áèîêàä», Ðîñ-
ñèÿ), Ðåáèô® («Ìåðê Ñåðîíî», Èòàëèÿ), Àâîíåêñ®(«Ïüåð
Ôàáð Ìåäèêàìåíò Ïðîäàêøí», Ôðàíöèÿ) ðàçëè÷íûõ ïðî-
èçâîäèòåëåé íà îïðåäåëåíèÿ íàëè÷èÿ ÑÀò ê èíòåðôåðîíó
áåòà-1à. Ïî ðåçóëüòàòàì äàííîãî èñïûòàíèÿ áûëî âûÿâëå-
íî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ñèãíàëà è íåäîñòîâåðíîå îïðåäå-
ëåíèå íàëè÷èÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê ÈÔÍ-áåòà-1à â îá-
ðàçöå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ ïðèñóòñòâèåì â ñûâîðîòêå
êðîâè ïðåïàðàòà:

– Òåáåðèô® (ÇÀÎ «Áèîêàä», Ðîññèÿ) â êîíöåíòðàöèè
âûøå 39 íã/ìë;

– Ðåáèô® («Ìåðê Ñåðîíî», Èòàëèÿ) â êîíöåíòðàöèè
âûøå 39 íã/ìë;

– Àâîíåêñ® («Ïüåð Ôàáð Ìåäèêàìåíò Ïðîäàêøí»,
Ôðàíöèÿ) â êîíöåíòðàöèè âûøå 78,2 íã/ìë.

Èñïûòàíèå «òî÷íîñòü è ïðåöèçèîííîñòü âíóòðè öèêëà
è ìåæäó öèêëàìè» ïðîâîäèëè äâà àíàëèòèêà â òðè ðàçíûõ
äíÿ (øåñòü íåçàâèñèìûõ îïðåäåëåíèé), ïðè ýòîì ãîòîâèëè
ñåðèè ðàñòâîðîâ ïÿòè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé â ïðåäå-
ëàõ êàëèáðîâî÷íîãî äèàïàçîíà, «òî÷íîñòü» îöåíèâàëè
êàê îòêëîíåíèå îò ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ çàäàííîé êîíöåí-
òðàöèè (ôîðìóëà (1)), à ïðåöèçèîííîñòü êàê êîýôôèöèåíò
âàðèàöèè (ôîðìóëà (2)).

CV
SD

Mean
,% ,	 � �

�
��

�
� 100 (2)

ãäå CV — ñðåäíåå çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà âàðèàöèè, â
ïðîöåíòàõ; SD — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå äëÿ àíàëèçè-
ðóåìûõ ðàñòâîðîâ; Mean — ñðåäíåå çíà÷åíèå (íàéäåíî)
êîíöåíòðàöèè äëÿ àíàëèçèðóåìûõ ðàñòâîðîâ. Ñîãëàñíî
ïîëó÷åííûì íàìè äàííûì áûë ñäåëàí âûâîä, ÷òî ïðåöè-
çèîííîñòü è òî÷íîñòü ðåçóëüòàòîâ âíóòðè öèêëà è ìåæäó
öèêëàìè ïðè âûïîëíåíèè àíàëèçà â îäíèõ è òåõ æå óñëî-
âèÿõ ñîîòâåòñòâóþò çíà÷åíèÿì â óñòàíîâëåííûõ ïðåäåëàõ,
÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü äàííóþ ìåòîäèêó äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â ñûâîðîòêå êðîâè.

Âî âðåìÿ ïðîâåäåíèÿ èñïûòàíèÿ «ðîáàñòíîñòü» îöå-
íèâàëè âëèÿíèå âíåñåíèÿ íåçíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé â
ïàðàìåòðû ìåòîäèêè, êîòîðûå áûëè âûáðàíû, êàê êðèòè-
÷åñêèå [14]:

– èçìåíåíèå îáúåìà âíîñèìîãî ÈÔÍ áåòà-1à, êîíúþ-
ãèðîâàííîãî ñ äèãîêñèãåíèíîì (ñîãëàñíî ìåòîäèêå
100 ìêë), îòêëîíåíèå îò ìåòîäèêè ñîñòàâëÿëî 10 % îò âíî-
ñèìîãî îáúåìà;

– èçìåíåíèå îáúåìà âíîñèìîãî êîíúþãàòà (ìûøè-
íûõ àíòèòåë ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà, ìå÷åííûõ ïåðîêñèäà-

çîé õðåíà) (ñîãëàñíî ìåòîäèêå 100 ìêë), îòêëîíåíèå îò
ìåòîäèêè ñîñòàâëÿëî 10 % îò âíîñèìîãî îáúåìà;

– èçìåíåíèå âðåìåíè èíêóáàöèè ñ êîíúþãàòîì (ìû-
øèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà, ìå÷åííûõ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà) (ñîãëàñíî ìåòîäèêå 30 ìèí), îòêëîíåíèå îò
ìåòîäèêè ñîñòàâëÿëî 10 ìèí îò èñõîäíîãî âðåìåíè èíêó-
áàöèè.

Òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ íàëè÷èÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðîíó áåòà-1à äëÿ êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ
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Òàáëèöà 5. Ðàññ÷èòàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ äëÿ ìîäåëüíûõ ðàñòâî-
ðîâ ñ êîíöåíòðàöèåé ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à 2,93 íã/ìë

Ïîâòîð
Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à (íàéäåíî), íã/ìë

¹ 1 ¹ 2 ¹ 3 ¹ 4 ¹ 5 ¹ 6

1 4,02 6,89 4,02 2,44 3,49 2,97

2 4,02 4,80 4,28 4,54 3,49 3,76

3 4,28 5,33 3,76 4,80 4,02 3,49

Ñðåäíåå 4,11 5,67 4,02 3,93 3,67 3,41

SD* 0,15 1,09 0,26 1,30 0,30 0,40

RSD**, % 3,68 19,15 6,52 32,99 8,25 11,79

U***, % 40,27 93,52 1,09 34,13 25,25 16,38

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëü-
íîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, U*** — îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷å-
íèÿ íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè îò çàäàííîé.

Òàáëèöà 6. Ïîëó÷åííûå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè è ðàñ-
ñ÷èòàííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ áåòà-1à â ðàñòâîðàõ ïîëèêëî-
íàëüíûõ êðîëè÷üèõ àíòèòåë ê ÃÊÑÔ ñ êîíöåíòðàöèåé 375 íã/ìë è
5,86 íã/ìë â ñðàâíåíèè ñ îòðèöàòåëüíûì êîíòðîëåì

Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 450 íì

Ïîâòîð

Îòðèöà-

òåëüíûé

êîíòðîëü

Ïîëèêëîíàëüíûå

êðîëè÷üè àíòèòåëà

ê ãðàíóëîöèòàðíîãî

êîëîíèåñòèìóëèðóþ-

ùåãî ôàêòîðà,

375 íã/ìë

Ïîëèêëîíàëüíûå

êðîëè÷üè àíòèòåëà

ê ãðàíóëîöèòàðíîãî

êîëîíèåñòèìóëèðóþ-

ùåãî ôàêòîðà,

5,86 íã/ìë

1 0,072 0,072 0,070

2 0,075 0,078 0,075

3 0,074 0,076 0,071

Ñðåäíåå 0,074 0,075 0,072

SD* 0,002 0,003 0,003

RSD**, % 2,07 4,06 3,67

Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à, íã/ìë

Ïîâòîð

Îòðèöà-

òåëüíûé

êîíòðîëü

Ïîëèêëîíàëüíûå

êðîëè÷üè àíòèòåëà

ê ãðàíóëîöèòàðíîãî

êîëîíèåñòèìóëèðóþ-

ùåãî ôàêòîðà,

375 íã/ìë

Ïîëèêëîíàëüíûå

êðîëè÷üè àíòèòåëà

ê ãðàíóëîöèòàðíîãî

êîëîíèåñòèìóëèðóþ-

ùåãî ôàêòîðà,

5,86 íã/ìë

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

Ñðåäíåå 0 0 0

SD* 0 0 0

RSD**, % — — —

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëü-
íîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå.



Áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî íåçíà÷èòåëüíîå èçìåíåíèå
îáúåìà âíîñèìîãî ÈÔÍ áåòà-1à, êîíúþãèðîâàííîãî äè-
ãîêñèãåíèíîì èëè èçìåíåíèå âðåìåíè èíêóáàöèè ñ êîíú-
þãàòîì (ìûøèíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà,
ìå÷åííûìè ïåðîêñèäàçîé õðåíà (ÏÕ)) íå îêàçûâàåò çíà÷è-
òåëüíîãî âëèÿíèÿ íà êà÷åñòâî îïðåäåëåíèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ áå-
òà-1à. Ïðè ýòîì áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî òåñò-ñèñòåìà ÷óâñò-
âèòåëüíà ê èçìåíåíèþ îáúåìà âíîñèìîãî êîíúþãàòà (ìû-
øèíûõ àíòèòåë ïðîòèâ äèãîêñèãåíèíà, ìå÷åííûõ ÏÕ).

Ïðè îöåíêå ñòàáèëüíîñòè ðàñòâîðîâ â èñïûòàíèè
«Ñòàáèëüíîñòü ïðè çàìîðàæèâàíèè/ðàçìîðàæèâàíèè»
áûëî âûÿâëåíî, ÷òî äâà öèêëà çàìîðàæèâàíèÿ/ðàçìîðà-
æèâàíèÿ èñïûòóåìûõ ðàñòâîðîâ íå îêàçûâàþò ñóùåñòâåí-
íîãî âëèÿíèÿ íà îïðåäåëÿåìóþ â íèõ êîíöåíòðàöèþ ÑÀò ê
ÈÔÍ áåòà-1à, îäíàêî íå ðåêîìåíäóåòñÿ ïîäâåðãàòü àíàëè-
çó îáðàçöû ïîñëå áîëåå äâóõ öèêëîâ çàìîðîçêè/ðàçìî-
ðîçêè (òàáë. 7).

Îöåíêà ïðèãîäíîñòè òåñò-ñèñòåìû ïðîâîäèëàñü íà îñ-
íîâàíèè ñîáëþäåíèÿ ñëåäóþùèõ êðèòåðèåâ [14, 15]:

– äîëæíà áûëà íàáëþäàòüñÿ ôóíêöèîíàëüíàÿ çàâè-
ñèìîñòü îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ
îò êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â íèõ, îïèñûâàåìàÿ
ïÿòèïàðàìåòðè÷åñêèì óðàâíåíèåì;

– êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè äëÿ ãðàôèêà çàâèñèìîñòè
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êàëèáðîâî÷íîãî ñòàíäàðòà îò êîí-
öåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â íèõ áûë íå ìåíåå 0,95;

– îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå íàéäåííîé
êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàí-
äàðòàõ ñ êîíöåíòðàöèåé 5,86 è 375 íã/ìë áûëî íå áîëåå
25 %;

– îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå íàéäåííîé
êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàí-
äàðòàõ ñ êîíöåíòðàöèåé â äèàïàçîíå îò 5,86 äî 375 íã/ìë
áûëî íå áîëåå 20 %;

– îòêëîíåíèå íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-
áåòà-1à â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòàõ ñ êîíöåíòðàöèåé 5,86
è 375 íã/ìë îò çàäàííîé áûëî íå áîëåå 25 %;

– îòêëîíåíèå íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-
áåòà-1à â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòàõ ñ êîíöåíòðàöèåé â
äèàïàçîíå îò 5,86 è 375 íã/ìë îò çàäàííîé áûëî íå áî-
ëåå 20 %;

– îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè àíàëèçèðóåìûõ ðàñòâîðîâ áûëî íå áîëåå 15 %;

– îòêëîíåíèå íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê
ÈÔÍ-áåòà-1à äëÿ ðàñòâîðîâ âûñîêîãî ïîëîæèòåëüíîãî
êîíòðîëÿ (ÂÏÊ) îò çàäàííîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè
áûëî íå áîëåå 20 %, à äëÿ íèçêîãî ïîëîæèòåëüíîãî êîí-
òðîëÿ (ÍÏÊ) îò çàäàííîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè áûëî íå
áîëåå 25 %;

– ðàñòâîð îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ íå ñîäåðæàë ÑÀò
ê ÈÔÍ-áåòà-1à. Çíà÷åíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ðàñòâîðà
îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîëÿ áûëî äîñòîâåðíî íèæå îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè íèçêîãî ïîëîæèòåëüíîãî êîíòðîëÿ.

Âûâîäû

Ïðîâåäåííûå âàëèäàöèîííûå ìåðîïðèÿòèÿ ïîäòâåðæäà-
þò, ÷òî ìåòîäèêà èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ íàëè÷èÿ ñâÿçûâàþùèõ àíòèòåë ê èíòåðôåðî-
íà-áåòà-1à â ñûâîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà îáëàäàåò èçâåñò-
íîé âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñïåöèôè÷íîñòüþ è
ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü ñâÿçûâàþùèå àíòèòåëà ê èíòåð-
ôåðîíó áåòà-1à â êîíöåíòðàöèè, ðàâíîé èëè áîëåå
5,86 íã/ìë äàæå â ïðèñóòñòâèè ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà
áåòà-1à â êîíöåíòðàöèè 39 íã/ìë. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü äàííóþ òåñò-ñèñòåìó äëÿ îöåíêè
èììóíîãåííîñòè (ïðîâåäåíèÿ ñêðèíèíãîâîãî è ïîäòâåð-
æäàþùåãî àíàëèçà) â ðàìêàõ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé
ïðåïàðàòîâ èíòåðôåðîíà áåòà-1à.
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Òàáëèöà 7. Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè è ðàññ÷èòàííûå êîíöåíòðàöèè ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à (íã/ìë) äëÿ ìîäåëüíûõ ðàñ-
òâîðîâ ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ ïðîöåäóðû çàìîðàæèâàíèÿ/ðàçìîðàæèâàíèÿ íà ñòàáèëüíîñòü ðàñòâîðîâ

#

Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïðè 450 íì

Èñõîäíàÿ ìåòîäèêà 1 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè 2 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè 3 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè

250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë

Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïî
ïðîàíàëèçèðîâàííûì
ðàñòâîðàì

0,921 0,141 0,090 0,74 0,13 0,09 0,55 0,11 0,09 0,75 0,15 0,12

SD* 0,027 0,005 0,001 0,01 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

RSD**, % 2,91 3,60 1,28 1,78 0,27 1,54 3,84 1,85 3,99 0,05 0,46 1,17

#

Êîíöåíòðàöèÿ ÑÀò ê ÈÔÍ-áåòà-1à (íàéäåíî), íã/ìë

Èñõîäíàÿ ìåòîäèêà 1 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè 2 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè 3 öèêë çàìîðîçêè/ðàçìîðîçêè

250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë 250 íã/ìë 5,86 íã/ìë 0 íã/ìë

Ñðåäíåå çíà÷åíèå ïî
ïðîàíàëèçèðîâàííûì
ðàñòâîðàì

220,45 5,42 0 216,48 5,07 0 260,23 6,44 0 190,98 6,55 0

SD* 21,94 0,61 0 13,21 0,05 — 26,65 0,5 — 0,49 0,16 —

RSD**, % 9,95 11,22 — 6,1 1,04 — 10,24 7,83 — 0,26 2,4 —

U***, % 11,82 7,51 — 13,41 13,48 — 4,1 9,9 — 23,61 11,77 —

Ðàçíèöà ïî ñðàâíåíèþ ñ
èñõîäíîé ìåòîäèêîé, %*

— — — –1,8 –6,5 — 18 18,8 — –13,4 20,81 —

Ïðèìå÷àíèå. SD* — ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, RSD** — îòíîñèòåëüíîå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå, U*** — îòêëîíåíèå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ íàé-
äåííîé êîíöåíòðàöèè îò çàäàííîé.
1 Åñëè ðàçíèöà ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé ìåòîäèêîé ïðåâûøàåò ±20 % äëÿ ðàñòâîðîâ õîòÿ áû îäíîé êîíöåíòðàöèè, òî òàêîé öèêë çàìîðîç-
êè/ðàçìîðîçêè íå ðåêîìåíäóåòñÿ.
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Ëþáó÷àíû.
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Test system for the detection of binding antibodies
to interferon beta-1a for clinical use

E. A. Kuzminova, T. Yu. Ostroukhova, A. V. Grachev, E. L. Morozova

CJSC «BIOCAD», Luybuchany, Chekhov district, Moscow region, Russia

Test system for determining the presence of binding antibodies to interferon beta-1a (BAB to IFN beta-1a) in serum using
ELISA has been developed. The validation included sensitivity, selectivity, specificity, precision and accuracy, robustness,
stability, suitability of the test system studies. The applicability of the mentioned test system has been approved for the use
in clinical studies for the evaluation of interferon beta-1a immunogenicity (pegylated and non-pegylated forms).
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