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Ðàçðàáîòàíà è âàëèäèðîâàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà ìîíîêëîíàëüíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî
àíòèòåëà ýêóëèçóìàá â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà â äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé 3–250 ìêã/ìë. Ìåòîäèêà îñíîâàíà íà
âçàèìîäåéñòâèè èììîáèëèçîâàííîãî Fab-ôðàãìåíòà àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî ê ýêóëèçóìàáó â îáðàçöå ïëàçìû êðî-
âè. Ìåòîäèêà èñïîëüçóåò ïðèíöèï áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè, ïîçâîëÿþùèé áåç âíåñåíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìå-
òîê îöåíèòü êîíöåíòðàöèþ àíàëèçèðóåìîãî âåùåñòâà. Ðåçóëüòàòû âàëèäàöèè ìåòîäèêè ñîïîñòàâëÿëèñü ñ ðåçóëüòà-
òàìè âàëèäàöèè àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ïî èòîãàì èññëåäîâàíèÿ ïîêà-
çàíî ïðåèìóùåñòâî ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè ïî îñíîâíûì ìåòðîëîãè÷åñêèì
õàðàêòåðèñòèêàì — àíàëèòè÷åñêîìó äèàïàçîíó, ïðàâèëüíîñòè, ïðåöèçèîííîñòè è ñåëåêòèâíîñòè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî; ýêóëèçóìàá; áèîñëîéíàÿ èíòåðôåðîìåòðèÿ; âàëèäàöèÿ.

Áèáëèîãðàôè÷åñêîå îïèñàíèå: Ñèìîíîâ ÂÌ, Ïàíòþøåíêî ÌÑ, Êàçàðîâ ÀÀ, Ìàðêîâà ÎÀ, Ïîðîøèí ÃÍ. Ðàçðàáîòêà
è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà ñ ïðèìåíåíèåì òåõíîëî-
ãèè áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè. ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå 2017; 17(3): 158–164.

Ýêóëèçóìàá ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ãóìàíèçèðîâàííîå ìîíî-
êëîíàëüíîå àíòèòåëî ê êîìïîíåíòó êîìïëåìåíòà Ñ5 ÷åëî-
âåêà è ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ òåðàïèè óëüòðà-îðôàííîãî çàáî-
ëåâàíèÿ — ïàðîêñèçìàëüíîé íî÷íîé ãåìîãëîáèíóðèè
(ÏÍÃ, PNH — Paroxysmal Nocturnal Hemoglobinuria). Ïðè-
÷èíîé ÏÍÃ ÿâëÿåòñÿ ñîìàòè÷åñêàÿ ìóòàöèÿ ãåíà PIG-A [1].
Ïîýòîìó, íåñìîòðÿ íà âûñîêóþ ýôôåêòèâíîñòü, òåðàïèÿ
ýêóëèçóìàáîì íå ïîçâîëÿåò äîñòè÷ü ïîëíîãî èçëå÷åíèÿ
ÏÍÃ. Òåì íå ìåíåå, êàê â êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ, òàê
è ïðè ïîñëåäóþùåì èñïîëüçîâàíèè ïðåïàðàòà áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå ýêóëèçóìàáà äëÿ ïàöèåíòîâ ñ ÏÍÃ
ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ ÷àñòîòû êëèíè÷å-
ñêèõ ïðîÿâëåíèé çàáîëåâàíèÿ è ïîâûøåíèþ êà÷åñòâà è
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ïàöèåíòîâ [2]. Â Ðîññèéñêîé
Ôåäåðàöèè òåðàïèÿ ÏÍÃ ýêóëèçóìàáîì ïðèìåíÿåòñÿ íå-
äîñòàòî÷íî øèðîêî â ñâÿçè ñ êðàéíå âûñîêîé ñòîèìîñòüþ
åäèíñòâåííîãî çàðåãèñòðèðîâàííîãî ïðåïàðàòà ýêóëèçó-
ìàáà — Ñîëèðèñ®. Óëó÷øåíèå ñèòóàöèè âîçìîæíî ïðè âû-
âîäå íà îòå÷åñòâåííûé ôàðìàöåâòè÷åñêèé ðûíîê ýêîíî-
ìè÷åñêè äîñòóïíîãî áèîàíàëîãà, íå óñòóïàþùåãî îðèãè-
íàëüíîìó ïðåïàðàòó â ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè.
Äëÿ äîêàçàòåëüñòâà ñîîòâåòñòâèÿ êðèòåðèÿì ýôôåêòèâíî-
ñòè è áåçîïàñíîñòè íåîáõîäèìà îöåíêà ïàðàìåòðîâ ôàð-
ìàêîêèíåòèêè îðèãèíàëüíîãî è âîñïðîèçâåäåííîãî (áèî-
àíàëîãè÷íîãî) ïðåïàðàòîâ. Îñíîâíûì ñïîñîáîì îöåíêè
ïàðàìåòðîâ ôàðìàêîêèíåòèêè ÿâëÿþòñÿ ìåòîäû îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòîâ â áèîëîãè÷åñêîé ñðåäå
îðãàíèçìà ÷åëîâåêà — êðîâè èëè ïîëó÷åííîé èç íåå
ïëàçìû.

Â äàííîé ïóáëèêàöèè ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû ðàç-
ðàáîòêè è âàëèäàöèè ìåòîäèêè îöåíêè êîíöåíòðàöèè ýêó-
ëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè. Ïîñêîëüêó ðàíåå áûë ðàçðàáîòàí è âà-

ëèäèðîâàíà àíàëîãè÷íàÿ ìåòîäèêà íà îñíîâå èììóíîôåð-
ìåíòíîãî àíàëèçà, òî ñòàíîâèòñÿ âîçìîæíûì ñäåëàòü
ñðàâíèòåëüíûé àíàëèç ïðåèìóùåñòâ è íåäîñòàòêîâ ýòèõ
äâóõ ïîäõîäîâ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Ìàòåðèàëû

Äëÿ ðàçðàáîòêè è âàëèäàöèè ìåòîäîâ áûëè èñïîëüçîâà-
íû: ðàñòâîðû ïðåïàðàòà Ñîëèðèñ® (êîíöåíòðàò ýêóëèçóìà-
áà äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâîðà äëÿ èíôóçèé 10,0 ìã/ìë,
ïðîèçâîäñòâî «Alexion Pharma International Sarl», ñåðèÿ
P0003703); îïòè÷åñêèå áèîñåíñîðû Dip and Read™
Anti-Penta-HIS (HIS1K), Pall ForteBio (ëîò 6090046); äåïëå-
òèðîâàííàÿ ïî êîìïîíåíòó Ñ5 ñèñòåìû ñîìïëåìåíòà ñûâî-
ðîòêà êðîâè ÷åëîâåêà, Quidel (êàò. ¹ A501); Fab-ôðàãìåíò
àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî ê ýêóëèçóìàáó ñ Ñ-êîíöåâûì ãåê-
ñàãèñòèäèíîâûì òàãîì (äàëåå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàã-
ìåíò); Ñ5 Protein (êîìïîíåíò Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà),
Quidel (êàò ¹ A403); ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà IgG4, êîíúþãèðîâàííûå ñ
ïåðîêñèäàçîé õðåíà, «Abcam» (êàò ¹ ab98817); ïðåïàðàò
Ïðîëèà® (ðàñòâîð äåíîñóìàáà äëÿ ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ,
60 ìã/ìë, «Amgen Manufacturing Limited», ñåðèÿ 0010262911);
ïëàçìà êðîâè ÷åëîâåêà 10 çäîðîâûõ äîíîðîâ.

Ìåòîä èìóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà. Ìåòîä îïðåäå-
ëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà îñíîâàí íà ñïåöèôè÷å-
ñêîì âçàèìîäåéñòâèè ïðåïàðàòà, ñîäåðæàùåãîñÿ â îáðàç-
öå, è ïðåäâàðèòåëüíî ñîðáèðîâàííîãî íà 96-ëóíî÷íîì
ìèêðîïëàíøåòå MaxiSorp ñ âûñîêîñîðáèðóþùåé ïîâåðõ-
íîñòüþ («Nunñ») êîìïîíåíòà Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà ñ
îáðàçîâàíèåì êîìïëåêñà, êîòîðûé äåòåêòèðóåòñÿ ñ ïîìî-
ùüþ ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë, êîíúþãèðîâàí-
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íûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà, ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà
èçîòèïà IgG4. Ïîñëå èììîáèëèçàöèè íà ìèêðîïëàíøåòå
êîìïîíåíòà Ñ5 êîìïëåìåíòà ÷åëîâåêà è áëîêèðîâàíèÿ íå-
ñâÿçàâøèõñÿ ñàéòîâ (èñïîëüçîâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâîé áó-
ôåðíûé ðàñòâîð («Ýêî-ñåðâèñ»), ñîäåðæàùèé 1 %-íûé áû-
÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí («Sigma»)), â ëóíêè ìèêðî-
ïëàíøåòà âíîñèëè îáðàçöû ñòàíäàðòà è èñïûòóåìûå
îáðàçöû.

Äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ ïðå-
ïàðàò ýêóëèçóìàá ðàçáàâëÿëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåð-
íûì ðàñòâîðîì, ñîäåðæàùèì 0,1 % äåïëåòèðîâàííîé ïî
êîìïîíåíòó Ñ5 ñèñòåìû êîìïëåìåíòà ñûâîðîòêè êðîâè ÷å-
ëîâåêà, â êîíöåíòðàöèè îò 0,078 äî 10 íã/ìë. Èñïûòóåìûå
îáðàçöû ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà ðàçáàâëÿëè òåì æå áó-
ôåðíûì ðàñòâîðîì ñ êðàòíîñòüþ 1/1000 èëè áîëåå.

Ïîñëå èíêóáèðîâàíèÿ è ïðîìûâêè ñôîðìèðîâàâøèé-
ñÿ â ëóíêàõ êîìïëåêñ Ñ5–ýêóëèçóìàá äåòåêòèðîâàëè ïóòåì
äîáàâëåíèÿ âòîðè÷íûõ àíòèòåë (ìûøèíûõ ìîíîêëîíàëü-
íûõ àíòèòåë ê èììóíîãëîáóëèíàì ÷åëîâåêà IgG4, êîíúþ-
ãèðîâàííûõ ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà). Äàëåå äëÿ âèçóàëèçà-
öèè êîìïëåêñà Ñ5–ýêóëèçóìàá–âòîðè÷íîå àíòèòåëî äî-
áàâëÿëè ðàñòâîð òåòðàìåòèëáåíçèäèíà (õðîìîãåííûé
ñóáñòðàò ïåðîêñèäàçû õðåíà). Ïîñëå ðàçâèòèÿ îêðàñêè
ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ïóòåì äîáàâëå-
íèÿ 0,5 Ì ðàñòâîðà ñåðíîé êèñëîòû. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü
ðàñòâîðà â ëóíêàõ ïðè äëèíå âîëíû 450 íì ðåãèñòðèðîâà-
ëè ñ ïîìîùüþ ìèêðîïëàíøåòíîãî ñïåêòðîôîòîìåòðà
xMark («Bio-Rad»).

Âû÷èñëÿëè êîíöåíòðàöèþ ýêóëèçóìàáà â èñïûòóåìûõ
îáðàçöàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé çàâè-
ñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (Y) îò ëîãàðèôìà êîíöåí-
òðàöèè ïðåïàðàòà ýêóëèçóìàáà (X), àïïðîêñèìèðîâàííîé
4-ïàðàìåòðè÷åñêîé ëîãèñòè÷åñêîé ôóíêöèåé:
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, (1)

ãäå a — íèæíÿÿ àñèìïòîòà, b — óãëîâîé êîýôôèöèåíò, c —
òî÷êà ïåðåãèáà è d — âåðõíÿÿ àñèìïòîòà. Âñå ðàñ÷åòû âûïîë-
íÿëè â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàìì-
íîãî îáåñïå÷åíèÿ Microplate Manager, v. 6.0 («Bio-Rad»).

Ìåòîä áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè. Ìåòîä îï-
ðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà îñíîâàí íà èíòåð-
ôåðîìåòðè÷åñêîì èçìåðåíèè [3, 4] êèíåòèêè ñïåöèôè÷å-
ñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà,
èììîáèëèçîâàííîãî íà áèîñåíñîðå, ñ ýêóëèçóìàáîì â èñ-
ñëåäóåìîì îáðàçöå ïëàçìû. Èñïûòàíèÿ âûïîëíÿëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì èíòåðôåðîìåòðà Octet® QKe System («Pall
ForteBio»). Èñïîëüçóåìûé àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíò
îáëàäàåò ñïåöèôè÷íîñòüþ òîëüêî ê ýêóëèçóìàáó è íå ñâÿ-
çûâàåòñÿ ñ äðóãèìè áåëêàìè â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà. Â
ñîñòàâå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà èìååòñÿ Ñ-êîíöå-
âàÿ ãåêñàãèñòèäèíîâàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, îáåñïå÷è-
âàþùàÿ îáðàòèìóþ èììîáèëèçàöèþ åãî íà ïîâåðõíîñòè
áèîñåíñîðîâ. Áèîñåíñîðû ñíà÷àëà èíêóáèðîâàëè â ðàñ-
òâîðå àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà, êîíòðîëèðóÿ óðî-
âåíü íàñûùåíèÿ (ðèñ. 1, à ). Ïîñëå äîñòèæåíèÿ íàñûùåíèÿ
áèîñåíñîðû èíêóáèðîâàëè ñ ìîäåëüíûìè îáðàçöàìè
ïëàçìû â 10- è 20-êðàòíîì ðàçâåäåíèè, à òàêæå ñ ðàñòâî-
ðàìè ñòàíäàðòîâ, ñîäåðæàùèìè àíòèòåëî ýêóëèçóìàá â
êîíöåíòðàöèè îò 0,47 äî 30 ìêã/ìë. Â õîäå èíêóáàöèè äëÿ
êàæäîãî îáðàçöà ðåãèñòðèðîâàëè ñêîðîñòü îáðàçîâàíèÿ
êîìïëåêñîâ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíò–ýêóëèçóìàá»
(ðèñ. 1, á ).

Ïî ðåçóëüòàòàì àíàëèçà êàëèáðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ
îïðåäåëÿëè çàâèñèìîñòü ñêîðîñòè îáðàçîâàíèÿ êîìïëåê-
ñîâ (Y) îò êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (X), âûðàæåííóþ ëè-
íåéíîé ôóíêöèåé âèäà:

Y kX b� � , (2)

ãäå k — óãëîâîé êîýôôèöèåíò, b — ñâîáîäíûé ÷ëåí.
Íà îñíîâàíèè êàëèáðîâî÷íîé ôóíêöèè (ðèñ. 2) âû÷èñ-

ëÿëè êîíöåíòðàöèþ ýêóëèçóìàáà â èñïûòóåìûõ îáðàçöàõ.

Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà
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Ðèñ. 1. Ñåíñîãðàììû (à ) èììîáèëèçàöèè íà ñåíñîðàõ àíòè-ýêóëèçóìàá Fab-ôðàãìåíòà è (á ) äîç-çàâèñèìîãî íàêîïëåíèÿ êîìïëåêñà íà
ñåíñîðàõ.



Âñå ðàñ÷åòû âûïîëíÿëè â àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Octet® Soft-
ware, v.9.0 («ForteBio»).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Âàëèäàöèþ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëè-
çóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè, â òîì ÷èñëå, óñòàíîâêó êðèòåðèåâ ïðè-
åìëåìîñòè, ïðîâîäèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíèÿìè
íîðìàòèâíûõ äîêóìåíòîâ Åâðàçèéñêîãî ýêîíîìè÷åñêîãî
ñîþçà è Åâðîïåéñêîãî ñîþçà, îòíîñÿùèõñÿ ê âàëèäàöèè
áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäèê èñïûòàíèé [5, 6]. Â õîäå âàëè-
äàöèè îöåíèâàëè ñëåäóþùèå ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòå-
ðèñòèêè: óñòîé÷èâîñòü ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíê-
öèè, ïðàâèëüíîñòü, ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè è
âíóòðè îïûòà, ëèíåéíîñòü ðàçâåäåíèé, ñïåöèôè÷íîñòü è
ñåëåêòèâíîñòü (ýôôåêò ìàòðèöû). Ïî ðåçóëüòàòàì îöåíêè
óêàçàííûõ õàðàêòåðèñòèê îïðåäåëÿëè àíàëèòè÷åñêèé
äèàïàçîí ìåòîäèêè è ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäå-
íèå èñïûòóåìûõ îáðàçöîâ. Ïî èòîãàì âàëèäàöèè ñîïîñ-
òàâëÿëè õàðàêòåðèñòèêè ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè ñ ðàíåå îöåíåííûìè õàðàêòåðèñòèêàìè
àíàëîãè÷íîé ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà (ÈÔÀ).

Äëÿ îöåíêè óñòîé÷èâîñòè ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷-
íîé ôóíêöèè ïðè âàëèäàöèè ìåòîäèêè ïî îöåíêå êîíöåí-
òðàöèè ýêóëèçóìàáà ìåòîäîì áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåò-
ðèè ãîòîâèëè è òåñòèðîâàëè 7 ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ.
Ðàñòâîðû ñîäåðæàëè ýêóëèçóìàá â äèàïàçîíå êîíöåíòðà-
öèé 0,47–30 ìêã/ìë â ôîñôàòíî-ñîëåâîì áóôåðíîì ðàñ-
òâîðå ñ äîáàâëåíèåì 10 %-íîé Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñû-
âîðîòêè êðîâè ÷åëîâåêà (ïî 2 èçìåðåíèÿ êàæäîãî ðàñòâî-
ðà, âñåãî 14 èçìåðåíèé) â 6 íåçàâèñèìûõ îïûòàõ (¹ 1–6).
Â êàæäîì îïûòå äëÿ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè îöåíèâàëè
êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè (R2, äîëæåí áûòü íå ìåíåå

0,98). Äëÿ êàæäîãî èçìåðåíèÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ
ïðîâîäèëè îáðàòíûé ðàñ÷åò êîíöåíòðàöèè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè, ïîñëå ÷åãî âû÷èñëÿëè êî-
ýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ (%R) êàê ïðîöåíòíîå îòíîøå-
íèå íàéäåííîãî çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà
(«íàéäåíî») ê èñòèííîìó çíà÷åíèþ äëÿ äàííîãî ðàñòâîðà
(«ââåäåíî»). Äëÿ %R íîðìàòèâàìè ïî âàëèäàöèè çàäàíû
ñëåäóþùèå êðèòåðèè îöåíêè: äëÿ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñ-
òâîðîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìà-
áà — 75–125 %, äëÿ îñòàëüíûõ ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâî-
ðîâ — 80–120 %. Â êàæäîì îïûòå óñòàíîâëåííûå êðèòå-
ðèè äîëæíû ñîáëþäàòüñÿ, ïî ìåíüøåé ìåðå, äëÿ 11 èç
14 èçìåðåíèé. Âî âñåõ îïûòàõ ïîëó÷åíû óäîâëåòâîðèòåëü-
íûå ðåçóëüòàòû, ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïàðàìåòðû ãðàäóè-
ðîâî÷íîé ôóíêöèè óñòîé÷èâûìè (òàáë. 1). Ãðàäóèðîâî÷íàÿ
ôóíêöèÿ, ïîëó÷åííàÿ â îïûòå ¹ 6 è îáëàäàþùàÿ íàèëó÷-
øèìè õàðàêòåðèñòèêàìè (íàèáîëüøåå çíà÷åíèå R2 è ñîîò-
âåòñòâèå %R óñòàíîâëåííîìó êðèòåðèþ äëÿ 14 èçìåðå-
íèé), áûëà èñïîëüçîâàíà ïðè îáðàáîòêå ðåçóëüòàòîâ âî
âñåõ ïîñëåäóþùèõ îïûòàõ.

Äëÿ îöåíêè ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè ãîòîâèëè è òåñòè-
ðîâàëè 7 îáðàçöîâ ýêóëèçóìàáà ñ êîíöåíòðàöèåé îò 3 äî
250 ìêã/ìë â 100 %-íîé Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñûâîðîòêå
êðîâè ÷åëîâåêà â 6 íåçàâèñèìûõ îïûòàõ (¹ 7–12). Êàæ-
äûé îáðàçåö èñïûòûâàëè â ðàçâåäåíèÿõ 1/10 è 1/20, ïî
2 èçìåðåíèÿ íà êàæäîå ðàçâåäåíèå, óñðåäíÿÿ ðåçóëüòàò
ïî ðàçâåäåíèÿì è èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ïî
ðåçóëüòàòàì êàæäîãî îïûòà âû÷èñëÿëè êîýôôèöèåíò âîñ-
ñòàíîâëåíèÿ (%R) è îöåíèâàëè åãî ñîîòâåòñòâèå óñòàíîâ-
ëåííûì êðèòåðèÿì: äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè
êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà — 75–125 %, äëÿ îñòàëüíûõ —
80–120 %. Âî âñåõ îïûòàõ ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿþò óñòà-
íîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %R (äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè
çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà — 75–125 %, äëÿ
îñòàëüíûõ — 80–120 %), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ìåòîäèêó
ïðàâèëüíîé (òàáë. 2).

Îöåíêó ïðåöèçèîííîñòè ìåæäó îïûòàìè ïðîâîäèëè â
îïûòàõ ¹ 7–12. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà ýêóëèçóìàáà ñ êîí-
öåíòðàöèåé îò 3 äî 250 ìêã/ìë ïî ðåçóëüòàòàì 6 îïûòîâ
âû÷èñëÿëè ñðåäíåå çíà÷åíèå íàéäåííîé êîíöåíòðàöèè
ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êîýôôèöèåíò
âàðèàöèè (%CV). Âî âñåõ îïûòàõ ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿ-
þò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó îïûòàìè
(äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêó-
ëèçóìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå 20 %),
÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè
ïðèåìëåìîé (òàáë. 2).

Îöåíêó ïðåöèçèîííîñòè âíóòðè îïûòà ïðîâîäèëè â
îïûòå ¹ 13. Ãîòîâèëè 7 îáðàçöîâ ýêóëèçóìàáà ïî òîé æå
ñõåìå, ÷òî è â îïûòàõ ¹ 7–12, îäíàêî êàæäûé îáðàçåö
òåñòèðîâàëè â 6 íåçàâèñèìûõ ïîâòîðíîñòÿõ — ïî 2 ðàçâå-
äåíèÿ íà êàæäóþ ïîâòîðíîñòü è ïî 2 èçìåðåíèÿ íà êàæäîå
ðàçâåäåíèå. Â êàæäîé ïîâòîðíîñòè ðåçóëüòàò óñðåäíÿëè
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Òàáëèöà 1. Ðåçóëüòàòû îöåíêè óñòîé÷èâîñòè ïàðàìåòðîâ ãðàäóèðîâî÷íîé ôóíêöèè

¹ îïûòà 1 2 3 4 5 6

R2 (êîýôôèöèåíò äåòåðìèíàöèè) 0,9936 0,9914 0,9936 0,9904 0,9933 0,9951

k (óãëîâîé êîýôôèöèåíò) 0,00407 0,00382 0,00446 0,00386 0,00335 0,00349

b (ñâîáîäíûé ÷ëåí) 0,00236 0,00282 0,00066 0,00137 –0,00093 –0,00110

Êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé ãðàäóèðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ,
äëÿ êîòîðûõ %R (êîýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ)
óäîâëåòâîðÿåò óñòàíîâëåííîìó êðèòåðèþ

13 14 13 13 12 14

Ðèñ. 2. Ãðàäóèðîâî÷íàÿ êðèâàÿ çàâèñèìîñòè ñèãíàëà (ñêîðîñòè
îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ) îò êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè.



ïî ðàçâåäåíèÿì è èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà âû-
÷èñëÿëè ñðåäíåå ïî ïîâòîðíîñòÿì çíà÷åíèå íàéäåííîé
êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD)
è êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (%CV). Ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿ-
þò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó ïîâòîðíî-

ñòÿìè (äëÿ îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðà-
öèè ýêóëèçóìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå
20 %), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ïðåöèçèîííîñòü âíóòðè îïû-
òà ïðèåìëåìîé (òàáë. 3).

Òàê êàê ìåòîäèêà ïðåäïîëàãàåò ðàçâåäåíèå èñïûòóå-
ìûõ îáðàçöîâ â 10 è 20 ðàç, ïðîâîäèëè îöåíêó ëèíåéíîñòè
ðàçâåäåíèÿ â îïûòàõ ¹ 7–12. Â êàæäîì îïûòå äëÿ êàæäî-

Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà
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Òàáëèöà 2. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ïðàâèëüíîñòè è ïðåöèçèîííîñòè
ìåæäó îïûòàìè

Ââåäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë

¹
îïûòà

Íàéäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë

%R (êîýôôè-
öèåíò âîññòà-
íîâëåíèÿ), %

Ñðåä-
íåå

SD %CV, %

250 7 290,5 116,2 288,5 12,1 4,2

8 295,0 118,0

9 299,6 119,8

10 295,6 118,2

11 284,1 113,6

12 266,2 106,5

120 7 133,0 110,9 134,8 2,8 2,1

8 135,4 112,8

9 136,7 113,9

10 134,7 112,2

11 138,3 115,3

12 130,5 108,7

50 7 43,1 86,2 47,3 4,2 9,0

8 43,7 87,5

9 52,1 104,3

10 47,1 94,3

11 44,8 89,6

12 52,8 105,5

20 7 19,8 98,8 20,8 1,2 5,8

8 20,4 102,0

9 21,4 106,9

10 20,9 104,6

11 19,7 98,5

12 22,9 114,6

9 7 9,1 101,1 9,4 0,5 4,9

8 9,1 100,6

9 9,7 107,8

10 9,4 104,9

11 9,2 101,9

12 10,3 114,1

6 7 6,3 104,8 6,4 0,2 3,0

8 6,4 107,3

9 6,3 105,5

10 6,5 107,6

11 6,2 103,8

12 6,8 112,7

3 7 3,1 101,9 2,9 0,2 6,1

8 2,9 97,8

9 2,8 92,2

10 3,0 98,5

11 2,6 87,7

12 3,1 103,3

Òàáëèöà 3. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ïðåöèçèîííîñòè âíóòðè îïûòà

Ââåäåíî ïðå-
ïàðàòà, ìêã/ìë

¹ ïîâòîð-
íîñòè

Íàéäåíî ïðå-
ïàðàòà, ìêã/ìë

Ñðåäíåå SD %CV, %

250 1 258,7 249,9 7,6 3,0

2 245,0

3 246,1

4 236,5

5 232,7

6 233,3

120 1 119,3 114,5 6,1 5,3

2 116,4

3 107,7

4 108,0

5 103,4

6 107,5

50 1 48,3 46,1 2,8 6,0

2 46,9

3 43,0

4 43,1

5 46,4

6 45,1

20 1 18,8 18,0 0,8 4,6

2 18,1

3 17,2

4 16,8

5 16,6

6 17,3

9 1 9,7 9,25 0,53 5,7

2 9,5

3 8,7

4 10,1

5 9,2

6 9,1

6 1 6,9 6,60 0,26 3,9

2 6,4

3 6,6

4 6,2

5 6,8

6 6,3

3 1 3,3 3,08 0,16 5,3

2 3,0

3 3,0

4 3,1

5 3,0

6 2,9



ãî ðàçâåäåíèÿ îòäåëüíî îïðåäåëÿëè íàéäåííóþ êîíöåí-
òðàöèþ ñ ó÷åòîì êðàòíîñòè ðàçâåäåíèÿ, óñðåäíåííóþ ïî
äâóì èçìåðåíèÿì. Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà âû÷èñëÿëè ñðåä-
íåå ïî äâóì ðàçâåäåíèÿì çíà÷åíèå íàéäåííîé êîíöåíòðà-
öèè ýêóëèçóìàáà, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êîýôôè-
öèåíò âàðèàöèè (%CV). Ðåçóëüòàòû óäîâëåòâîðÿþò óñòà-
íîâëåííûì êðèòåðèÿì äëÿ %CV ìåæäó ðàçâåäåíèÿìè (äëÿ
îáðàçöîâ ñ êðàéíèìè çíà÷åíèÿìè êîíöåíòðàöèè ýêóëèçó-
ìàáà — ìåíåå 25 %, äëÿ îñòàëüíûõ — ìåíåå 20 %), ÷òî ïî-
çâîëÿåò ñ÷èòàòü ëèíåéíîñòü ðàçâåäåíèÿ ïðèåìëåìîé
(òàáë. 4).

Ñïåöèôè÷íîñòü ìåòîäèêè êàê ñïîñîáíîñòü èñïîëüçóå-
ìûõ ðåàêòèâîâ ñâÿçûâàòüñÿ èñêëþ÷èòåëüíî ñ àíàëèçèðóå-
ìûì âåùåñòâîì, îöåíèâàëè â îïûòå ¹ 14 ïî äâóì ðàçëè÷-
íûì àñïåêòàì:

à) îòñóòñòâèå çíà÷èìîãî ôîíîâîãî ñèãíàëà â îáðàç-
öàõ, íå ñîäåðæàùèõ ýêóëèçóìàá, íî ñîäåðæàùèõ âñå îñ-
òàëüíûå êîìïîíåíòû ìàòðèöû. Äëÿ ýòîãî òåñòèðîâàëè èí-
äèâèäóàëüíûå îáðàçöû ïëàçìû êðîâè, âçÿòûå ó 10 çäîðî-
âûõ äîíîðîâ, è âî âñåõ ñëó÷àÿõ ïîëó÷àëè íóëåâîå
çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (òàáë. 6);

á) îòñóòñòâèå çíà÷èìîãî ñèãíàëà â îáðàçöàõ, ñîäåð-
æàùèõ âåùåñòâî, ñòðóêòóðíî ðîäñòâåííîå ýêóëèçóìàáó.
Äëÿ ýòîãî ãîòîâèëè è èñïûòûâàëè îáðàçöû 100 %-íîé
Ñ5-äåïëåòèðîâàííîé ñûâîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà ñ äîáàâ-
ëåíèåì ïðåïàðàòà Ïðîëèà® â êîíöåíòðàöèè îò 3 äî
250 ìêã/ìë. Â êà÷åñòâå äåéñòâóþùåãî âåùåñòâà ýòîò ïðå-
ïàðàò ñîäåðæèò ïîëíîñòüþ ÷åëîâå÷åñêîå ìîíîêëîíàëüíîå
àíòèòåëî äåíîñóìàá, â íàèáîëüøåé ñòåïåíè ñðåäè äîñòóï-
íûõ ïðåïàðàòîâ ñõîæåå ñ ýêóëèçóìàáîì ïî ñòðóêòóðå, íî
îòëè÷àþùååñÿ ïî ñïåöèôè÷åñêèì ó÷àñòêàì àìèíîêèñëîò-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Äåíîñóìàá îòíîñèòñÿ ê èçîòèïó
IgG2, â òî âðåìÿ êàê ýêóëèçóìàá ñîäåðæèò ó÷àñòêè àìèíî-
êèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, õàðàêòåðíûå äëÿ èçîòè-
ïîâ IgG2 è IgG4. Â ðåçóëüòàòå àíàëèçà âî âñåõ îáðàçöàõ,
âíå çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè äåíîñóìàáà, ïîëó÷èëè
íóëåâîå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà (äàííûå íå
ïðèâåäåíû).

Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå â îïûòå ¹ 14 (îòñóòñòâèå
çíà÷èìîãî ñèãíàëà â îáðàçöàõ, íå ñîäåðæàùèõ ýêóëèçó-
ìàá, íî ñîäåðæàùèõ âñå îñòàëüíûå êîìïîíåíòû ìàòðèöû,
à òàêæå â îáðàçöàõ, ñîäåðæàùèõ âåùåñòâî, ñòðóêòóðíî
ðîäñòâåííîå ýêóëèçóìàáó), â ñîâîêóïíîñòè ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ñïåöèôè÷íîñòè âàëèäèðóåìîé ìåòîäèêè.

Ñåëåêòèâíîñòü ìåòîäèêè êàê ñïîñîáíîñòü îïðåäåëÿòü
àíàëèçèðóåìîå âåùåñòâî â ïðèñóòñòâèè íåðîäñòâåííûõ
ñîåäèíåíèé â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå, ò.å. åñòåñòâåííûõ
êîìïîíåíòîâ áèîëîãè÷åñêîé ìàòðèöû, îöåíèâàëè â îïûòå
¹ 15. Ãîòîâèëè è èñïûòûâàëè èíäèâèäóàëüíûå îáðàçöû
ïëàçìû êðîâè, âçÿòûå ó 10 çäîðîâûõ äîíîðîâ, ê êàæäîìó
èç êîòîðûõ äîáàâëÿëè ýêóëèçóìàá äî êîíöåíòðàöèè
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Â. Ì. Ñèìîíîâ, Ì. Ñ. Ïàíòþøåíêî, À. À. Êàçàðîâ è äð.

Òàáëèöà 4. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ëèíåéíîñòè ðàçâåäåíèé

Ââåäåíî
ïðåïàðàòà,

ìêã/ìë
¹ îïûòà

Íàéäåíî
ïðåïàðàòà, ìêã/ìë SD %CV, %

Ðàçâåäåíèå îáðàçöà: 1/10 1/20 Ñðåäíåå

250 7 277,6 303,5 290,5 18,3 6,3

8 279,2 310,8 295,0 22,4 7,6

9 288,8 310,3 299,6 15,2 5,1

10 283,2 308,0 295,6 17,6 5,9

11 256,7 311,5 284,1 38,7 13,6

12 228,9 303,5 266,2 52,8 19,8

120 7 128,1 138,0 133,0 7,0 5,2

8 134,9 135,9 135,4 0,7 0,5

9 131,3 142,1 136,7 7,6 5,6

10 126,3 143,1 134,7 11,8 8,8

11 134,7 142,0 138,3 5,2 3,8

12 121,2 139,7 130,5 13,1 10,0

50 7 45,8 40,4 43,1 3,9 8,9

8 46,8 40,7 43,7 4,3 9,9

9 58,4 45,9 52,1 8,8 16,9

10 52,0 42,3 47,1 6,8 14,5

11 48,5 41,1 44,8 5,2 11,7

12 57,7 47,8 52,8 7,0 13,3

20 7 17,4 22,1 19,8 3,3 16,8

8 18,0 22,9 20,4 3,5 17,0

9 20,1 22,7 21,4 1,9 8,8

10 18,4 23,5 20,9 3,6 17,1

11 17,8 21,7 19,7 2,8 14,0

12 21,7 24,2 22,9 1,7 7,6

9 7 8,3 9,9 9,1 1,1 11,7

8 8,1 10,0 9,1 1,3 14,8

9 9,0 10,5 9,7 1,1 10,9

10 8,6 10,3 9,4 1,2 12,2

11 8,4 10,0 9,2 1,2 12,7

12 9,6 10,9 10,3 0,9 8,7

6 7 6,0 6,6 6,3 0,4 6,6

8 5,7 7,2 6,4 1,0 15,7

9 6,0 6,7 6,3 0,5 7,7

10 5,9 7,1 6,5 0,8 13,0

11 5,8 6,7 6,2 0,6 9,7

12 6,4 7,1 6,8 0,5 7,1

3 7 2,6 3,5 3,1 0,6 19,5

8 2,6 3,3 2,9 0,5 18,6

9 2,5 3,0 2,8 0,4 13,6

10 2,6 3,3 3,0 0,5 16,0

11 2,3 3,0 2,6 0,5 19,4

12 2,7 3,5 3,1 0,6 18,4

Òàáëèöà 5. Ñðàâíåíèå îñíîâíûõ ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëî-
âåêà íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ) è áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè

Õàðàêòåðèñòèêà Îöåíèâàåìûé ïîêàçàòåëü Ìåòîä ÈÔÀ
Ìåòîä áèîñëîéíîé
èíòåðôåðîìåòðèè

Ïðàâèëüíîñòü %R (êîýôôèöèåíò âîññòàíîâëåíèÿ), % 78,7–104,8 86,2–119,8

Ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó îïûòàìè %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 3,1–27,1 2,1–9,0

Ïðåöèçèîííîñòü âíóòðè îïûòà %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 2,8–12,7 3,0–6,0

Ñåëåêòèâíîñòü (ýôôåêò ìàòðèöû) %CV (êîýôôèöèåíò âàðèàöèè), % 13,6–22,2 3,5–6,0

Àíàëèòè÷åñêèé äèàïàçîí Êîíöåíòðàöèÿ, ìêã/ìë 20–250 3–250

Ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäåíèå îáðàçöîâ Êðàòíîñòü ðàçáàâëåíèÿ, ðàç 1/1000 1/10



120 èëè 250 ìêã/ìë. Äëÿ êàæäîãî óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè
âíåñåííîãî ýêóëèçóìàáà âû÷èñëÿëè ñðåäíåå íàéäåííîå
çíà÷åíèå ïî îáðàçöàì, ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (SD) è êî-
ýôôèöèåíò âàðèàöèè (%CV). Çíà÷åíèå %CV ðàññìàòðèâàëè
êàê ïîêàçàòåëü ýôôåêòà ìàòðèöû. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû
óäîâëåòâîðÿþò óñòàíîâëåííûì êðèòåðèÿì (%CV ìåíåå
20 % ìåæäó îáðàçöàìè ñ îäèíàêîâûì óðîâíåì êîíöåíòðà-
öèè âíåñåííîãî ýêóëèçóìàáà), ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ìå-
òîäèêó ñåëåêòèâíîé, à ýôôåêò ìàòðèöû — ïðèåìëåìûì
(òàáë. 5).

Âûâîäû

Ïðîâåäåííàÿ âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè, îñíîâàííîé íà áèî-
ñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè, âêëþ÷àþùàÿ îöåíêó òðåáóå-
ìûõ ìåòðîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñòèê (ïðàâèëüíîñòè, ïðå-
öèçèîííîñòè ìåæäó îïûòàìè è âíóòðè îïûòà, ëèíåéíîñòè
ðàçâåäåíèé, ñïåöèôè÷íîñòè è ñåëåêòèâíîñòè) ïîäòâåð-
æäàåò âîçìîæíîñòü åå ïðèìåíåíèÿ äëÿ äîñòîâåðíîãî îï-
ðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â îáðàçöàõ ïëàçìû
êðîâè ÷åëîâåêà â äèàïàçîíå 3–250 ìêã/ìë. Â òàáëèöå 6
ïðèâåäåíû ñðàâíèòåëüíûå äàííûå ïî îñíîâíûì ìåòðîëî-
ãè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì ìåòîäèêè íà îñíîâå áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè è àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè íà îñ-
íîâå èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà, äëÿ êîòîðîé ðàíåå
áûëà âûïîëíåíà âàëèäàöèÿ.

Îñíîâíûìè ïðåèìóùåñòâàìè ìåòîäèêè íà îñíîâå
áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè ÿâëÿþòñÿ áîëåå øèðîêèé
àíàëèòè÷åñêèé äèàïàçîí (íèæíèé ïðåäåë êîëè÷åñòâåííî-
ãî îïðåäåëåíèÿ ñîñòàâëÿåò 3 ìêã/ìë ïðîòèâ 20 ìêã/ìë äëÿ
àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè), ëó÷øàÿ ïðàâèëüíîñòü, ïðåöè-
çèîííîñòü è ñåëåêòèâíîñòü. Ïðè èñïîëüçîâàíèè áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè ìèíèìàëüíî íåîáõîäèìîå ðàçâåäå-
íèå îáðàçöîâ — 1/10 (äëÿ àëüòåðíàòèâíîé ìåòîäèêè —
1/1000), ÷òî ñóùåñòâåííî óïðîùàåò ïðîöåäóðó è ìèíèìè-
çèðóåò ïîãðåøíîñòü ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ, õîòÿ è
íåñêîëüêî óâåëè÷èâàåò êîëè÷åñòâî áèîìàòåðèàëà, òðåáóå-
ìîå äëÿ àíàëèçà. Íàêîíåö, ìåòîäèêà íà îñíîâå áèîñëîé-
íîé èíòåðôåðîìåòðèè îáåñïå÷èâàåò çàìåòíî áîëåå âûñî-
êóþ ïðîèçâîäèòåëüíîñòü, ÷òî ïîçâîëÿåò âûïîëíèòü àíà-
ëèç îáðàçöîâ çà ìåíüøåå âðåìÿ. Òàê, àíàëèç 20 îáðàçöîâ
â îäíîì îïûòå (âêëþ÷àÿ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ
ðåçóëüòàòîâ) ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå
áèîñëîéíîé èíòåðôåðîìåòðèè çàíèìàåò 1,5–2 ÷, ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè ìåòîäèêè íà îñíîâå èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà — 6–8 ÷àñîâ. Ñðåäè íåäîñòàòêîâ áèîñëîéíîé èí-
òåðôåðîìåòðèè — îòíîñèòåëüíî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü îáî-
ðóäîâàíèÿ è äîñòàòî÷íî ñòðîãèå òðåáîâàíèÿ ê êâàëèôèêà-
öèè èñïîëíèòåëåé àíàëèçà. Òåì íå ìåíåå, î÷åâèäíî, ÷òî
ìåòîäèêè íà îñíîâå ýòîé òåõíîëîãèè ìîãóò íàéòè ïðèìå-
íåíèå â äîêëèíè÷åñêèõ è êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ
áèîòåðàïåâòè÷åñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ.

Ëèòåðàòóðà

1. Young N, Maciejewski J. Genetic and environmental effects in pa-
roxysmal nocturnal hemoglobinuria: this little PIG-A goes «Why?
Why? Why?». J Clin Investigation 2000, 106: 637–41.

2. Al-Ani F, Chin-Yee I, Lazo-Langner A. Eculizumab in the manage-
ment of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria: patient selection
and special considerations. Therapeutics Clinical Risk Manage-
ment 2016, 12: 1161–70.

3. Abdiche Y, Malashock D, Pinkerton A, Pons J. Determining kinetics
and affinities of protein interactions using a parallel real-time la-
bel-free biosensor, the Octet. Anal Biochem. 2008, 377: 209–17.

4. Do T, Ho F, Heidecker B, Witte K, Chang L, Lerner L. A rapid met-
hod for determining dynamic binding capacity of resins for the pu-
rification of proteins. Protein Expression Purification 2008, 60:
147–50.

5. Ïðàâèëà ïðîâåäåíèÿ èññëåäîâàíèé áèîýêâèâàëåíòíîñòè ëå-
êàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ â ðàìêàõ Åâðàçèéñêîãî ýêîíîìè÷å-
ñêîãî ñîþçà. Óòâåðæäåíû Ðåøåíèåì Ñîâåòà Åâðàçèéñêîé
ýêîíîìè÷åñêîé êîìèññèè îò 3 íîÿáðÿ 2016 ã. ¹ 85 / Ïðèëîæå-
íèå ¹ 6. Òðåáîâàíèÿ ê âàëèäàöèè áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòî-
äèê èñïûòàíèé è àíàëèçó èññëåäóåìûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáðàç-
öîâ.

6. EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2. Guideline on bioa-
nalytical method validation. European Medicines Agency, Commit-
tee for Medicinal Products for Human Use, 2011.

Îá àâòîðàõ
Îáùåñòâî ñ îãðàíè÷åííîé îòâåòñòâåííîñòüþ «Ìåæäóíàðîäíûé áèîòåõíîëîãè÷åñêèé öåíòð «Ãåíåðèóì», 601125, Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ,
Âëàäèìèðñêàÿ îáëàñòü, ïîñ. Âîëüãèíñêèé, óë. Âëàäèìèðñêàÿ, 14.
Ñèìîíîâ Âëàäèìèð Ìèõàéëîâè÷. Íàó÷íûé ñîòðóäíèê îòäåëà ìîëåêóëÿðíîé è êëåòî÷íîé áèîëîãèè.
Ïàíòþøåíêî Ìàðèÿ Ñåìåíîâíà. Íàó÷íûé ñîòðóäíèê îòäåëà àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ.
Êàçàðîâ Àëåêñàíäð Àëåêñàíäðîâè÷. Íà÷àëüíèê ëàáîðàòîðèè èììóíîõèìèè îòäåëà àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ.
Ïîðîøèí Ãðèãîðèé Íèêîëàåâè÷. Íàó÷íûé ñîòðóäíèê îòäåëà àíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ.

Àêöèîíåðíîå îáùåñòâî «Ãåíåðèóì». 123317, Ðîññèéñêàÿ Ôåäåðàöèÿ, Ìîñêâà, óë. Òåñòîâñêàÿ, ä. 10, îô. 214.
Ìàðêîâà Îêñàíà Àíàòîëüåâíà. Ðóêîâîäèòåëü íàó÷íîé êëèíè÷åñêîé ãðóïïû óïðàâëåíèÿ êëèíè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé.

Àäðåñ äëÿ ïåðåïèñêè: Ïîðîøèí Ãðèãîðèé Íèêîëàåâè÷; poroshin@ibcgenerium.ru

Ðàçðàáîòêà è âàëèäàöèÿ ìåòîäèêè îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè ýêóëèçóìàáà â ïëàçìå êðîâè ÷åëîâåêà

ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2017. Ò. 17. ¹ 3 163

Òàáëèöà 6. Ðåçóëüòàòû îöåíêè ñïåöèôè÷íîñòè è ñåëåêòèâíîñòè
(ýôôåêòà ìàòðèöû)

Ââåäåíî ïðåïàðàòà,
ìêã/ìë

0 120 250

Íîìåð äîíîðà Íàéäåíî ïðåïàðàòà, ìêã/ìë

01 0 126,0 214,3

02 0 126,0 255,8

03 0 126,0 226,8

04 0 129,4 236,8

05 0 130,4 232,8

06 0 126,6 237,7

07 0 120,3 244,0

08 0 117,1 208,1

09 0 130,1 238,0

10 0 121,5 238,7

Ñðåäíåå — 125,3 233,3

SD — 4,4 13,9

%CV, % — 3,5 6,0



Development and validation of a method for determination
of Eculizumab concentration in human plasma by biolayer interferometry
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The article describes a new method for measurement of monoclonal antibody Eculizumab concentration in human plasma
in a range of 3–250 �g/ml. In this method we used an antibody Fab fragment, capable of binding to eculizumab specifically
in human plasma. The method uses the biolayer interferometry for determination of Eculizumab concentration without ad-
ditional tag in the analyzing substances. This method was comparatively validated along with the traditional ELISA. Com-
parative validation demonstrated that the biolayer interferometry based method has an advantage to the ELISA in such im-
portant statistical criteria as an analytical range, accuracy, precision, specificity and selectivity (matrix effect).
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