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РЕЗЮМЕ ВВЕДЕНИЕ. Трастузумаб  — препарат на основе рекомбинантных гуманизированных мо-
ноклональных антител к HER2, показан для таргетной терапии HER2+ рака молочной же-
лезы. Применение трастузумаба стало рутинной практикой в лечении рака и позволяет 
повысить общую выживаемость пациенток. Однако в ряде случаев трастузумаб способен 
вызывать появление антилекарственных антител (АЛА), снижающих эффективность тар-
гетной терапии. По этой причине своевременное выявление АЛА в сыворотке крови необ-
ходимо для возможной коррекции терапии.
ЦЕЛЬ. Разработка и валидация методики полуколичественного определения общих АЛА 
к трастузумабу в биологических жидкостях методом твердофазного иммуноферментного 
анализа.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Тест-система представлена в виде классического ИФА-набора,  
в состав которого входят 96-луночный планшет с иммобилизованным на внутренней по-
верхности лунок трастузумабом, раствор вторичных антител (трастузумаб, конъюгирован-
ный с пероксидазой хрена), субстратный раствор (3,3’,5,5’-тетраметилбензидин) и стоп-
раствор. Оптическую плотность определяли с помощью планшетного фотометра при длине 
волны 450 нм. Растворы для контроля качества готовили путем разведения моноклональ-
ных антител к трастузумабу в буферном растворе, содержащем сыворотку крови человека.
РЕЗУЛЬТАТЫ. Наименьшая определяемая концентрация АЛА составила 2 нг/мл при 2-кратном 
значении показателя минимального необходимого разведения. Методика устойчива к наличию 
116 нг/мл трастузумаба при уровне 16 нг/мл АЛА и 1000 нг/мл трастузумаба при уровне 
100 нг/мл АЛА. Доказана специфичность, селективность и прецизионность методики внутри 
одной аналитической серии, а также между разными сериями. Вероятность «хук»-эффек-
та от избыточных концентраций АЛА исключается в диапазоне от 0,16 до 640 нг/мл. Проде-
монстрирована краткосрочная стабильность АЛА в образцах в течение 6 ч при комнатной тем-
пературе, долгосрочная стабильность при хранении образцов при минус 70 °С в течение 90 сут 
и стабильность при трех циклах замораживания до минус 70 °С (по 12 ч) и оттаивания.
ВЫВОДЫ. Установленные параметры представленной тест-системы свидетельствуют 
о возможности ее применения для выявления антилекарственных антител к трастузумабу 
в биологических жидкостях при таргетной терапии.
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ABSTRACT INTRODUCTION. Trastuzumab is a recombinant humanised monoclonal antibody against hu-
man epidermal growth factor receptor 2 (HER2) approved as targeted therapy for patients with 
HER2-positive breast cancer. Improving overall patient survival, trastuzumab has become a 
standard of care in cancer treatment. However, trastuzumab can induce anti-drug antibodies 
(ADAs), which can reduce the effectiveness of treatment. Therefore, timely detection of serum 
ADAs is necessary for potential treatment adjustment.
AIM. This study aimed to develop and validate an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
for semiquantitative determination of all-class anti-trastuzumab ADAs.
MATERIALS AND METHODS. The presented test system is a classic ELISA kit comprising a 
96-well plate with trastuzumab immobilised on the inner surface of the wells, a solution of 
secondary antibody (trastuzumab conjugated with horseradish peroxidase), a substrate solu-
tion (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine), and a stop solution. The authors determined the optical 
density at 450 nm using a microplate photometer. Quality control solutions were prepared by 
diluting monoclonal antibodies against trastuzumab with a buffer containing human serum.
RESULTS. The limit of quantification for ADAs is 2 ng/mL, and the minimum required dilution 
is 1:2. The assay is tolerant to trastuzumab concentrations of 116 ng/mL and 1000 ng/mL and 
can detect ADA levels of 16 ng/mL and 100 ng/mL, respectively, in the presence of trastu-
zumab. The analytical procedure provides results with acceptable specificity, selectivity, and 
within-run and between-run precision. The assay can measure ADA concentrations ranging 
from 640 ng/mL to 0.16 ng/mL without exhibiting the hook effect from excess ADA levels. 
ADAs are stable for 6 hours at room temperature, 90 days at −70 °C, and three freeze–thaw 
cycles with 12-hour periods at −70 °C.
CONCLUSIONS. The test system parameters established in this study confirm the applicabil-
ity of the system for detecting ADAs against trastuzumab in biological fluids during targeted 
therapy.
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serum

For citation:  Pisarev V.V., Ivanov A.V. Detection of anti-drug antibodies to trastuzumab in serum by 
enzyme-linked immunosorbent assay. Biological	 Products.	 Prevention,	 Diagnosis,	 Treatment.  
2025. https://doi.org/10.30895/2221-996X-2025-552

Funding. The study was performed at the expense of Probiotech LLC without external funding.
Disclosure. The authors declare no conflict of interest.

Список сокращений
СCP (confirmatory cut point)  — предел исключе-
ния подтверждающего метода;
CV — коэффициент вариации;
FSCP (floating screening cut point) — плавающий 
предел исключения;
mAb (monoclonal antibody)  — моноклональные 
антитела;

PSCP (plate-specific cut point) — предел исключе-
ния для каждой аналитической серии;
SCP (screening cut point) — фиксированный пре-
дел исключения;
АЛА — антилекарственные антитела;
ВПК — верхний положительный контроль;
ИФА — иммуноферментный анализ;
КП — коэффициент позитивности;
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МНР — минимальное необходимое разведение;
НК  — негативный контроль (отрицательный 
контроль);
НОК — наименьшая определяемая концентрация;
НПК — нижний положительный контроль;

ОП — оптическая плотность;
ПК — положительный контроль;
РМЖ — рак молочной железы;
СПК — средний положительный контроль;
ФСБ — фосфатно-солевой буфер.

ВВЕДЕНИЕ
Рак молочной железы (РМЖ) является наи-

более распространенным онкологическим 
заболеванием у женщин и остается вторым 
по смертности среди всех онкологических за-
болеваний, несмотря на достигнутый за послед-
ние десятилетия прогресс в его лечении и диа-
гностике. Природа и молекулярные причины 
возникновения и прогрессии РМЖ достаточно 
гетерогенны, при этом одним из наиболее не-
благоприятных вариантов до конца XX века счи-
тался РМЖ, ассоциированный с гиперэкспрес-
сией рецептора эпидермального фактора роста 
человека типа 2 (HER2). Распространенность 
HER2-позитивного РМЖ (HER2+ РМЖ) составляет 
20–30% от всех случаев РМЖ [1]. HER2 является 
трансмембранной тирозин-специфичной проте-
инкиназой и способствует передаче межклеточ-
ных сигналов по каскадам PI3K-Akt и RAS-MAPK. 
В норме на поверхности эпителиальных клеток 
молочных желез, яичников, печени и почек на-
ходится крайне незначительное количество мо-
лекул HER2 (около 20 тыс. на клетку). В случа-
ях злокачественного перерождения с участием 
HER2 на поверхности малигнизированной клет-
ки выявляется до 2 млн молекул HER2 [2]. В ре-
зультате клетки утрачивают контроль над про-
хождением клеточного цикла и происходит их 
неконтролируемая пролиферация. Карциномы 
с амплификацией гена HER2 (ERBB2) и, как след-
ствие, высокой представленностью рецепторов 
на поверхности клеток, особенно димеризо-
ванных с другими рецепторами семейства HER, 
характеризуются резистентностью к стандарт-
ным режимам цитостатической терапии [3, 4]. 
В результате происходит быстрая генерализа-
ция опухолевого процесса.

Долгое время HER2+ РМЖ считался одним 
из наиболее агрессивных подтипов с неблаго-
приятным прогнозом. Данную ситуацию перело-
мило появление таргетной терапии, основанной 
на иммунологическом блокировании молекул 
HER2 посредством связывания мышиного мо-
ноклонального антитела (monoclonal antibody, 
mAb) 4D5 с внеклеточным доменом HER2. В даль-
нейшем 95% аминокислотных последовательно-
стей такого антитела (кроме непосредственно 

антигенсвязывающего участка) были заменены 
на человеческие, в результате чего был создан 
первый генно-инженерный препарат для лече-
ния РМЖ — трастузумаб. Трастузумаб блокирует 
передачу сигнала с внутриклеточного домена 
HER2 на нижележащие регуляторные каскады. 
Раковая клетка останавливается в фазе G1 ин-
терфазы, что тормозит неконтролируемую про-
лиферацию. Трастузумаб подавляет ангиогенез 
и активирует антителозависимую клеточную 
цитотоксичность [5] (включает натуральные 
киллеры, макрофаги, нейтрофилы и эозинофи-
лы), приводящую к общей активации иммунной 
системы организма.

Подобные свойства трастузумаба позволи-
ли продемонстрировать результаты достаточ-
но эффективной терапии HER2+ злокачествен-
ных новообразований, особенно в комбинации 
с классическими химиотерапевтическими аген-
тами, 5-фторурацилом и препаратами платины 
[6]. Трастузумаб включен ВОЗ в список жиз-
ненно необходимых препаратов для лечения 
HER2+ РМЖ1. Согласно многолетним наблюде-
ниям клиническое применение трастузумаба 
обладает рядом особенностей [7]. Так как пре-
параты mAb, в том числе трастузумаб, являют-
ся чужеродными молекулами белковой приро-
ды, их введение в организм человека способно 
вызвать активацию гуморального иммунитета 
и секрецию В-лимфоцитами антилекарствен-
ных антител (АЛА). Феномен АЛА для терапев-
тических mAb был обнаружен вскоре после на-
чала применения данного класса препаратов 
[8, 9]. В результате нейтрализации mAb отме-
чено снижение эффективности их применения, 
особенно у людей с аутоиммунными заболева-
ниями и дисфункцией иммунной системы [10]. 
Применение метода компьютерной симуляции 
(Simcyp-коррелированный алгоритм Монте-
Карло) иммуногенности к белковым препаратам 
на основе антител показало, что 89% таких пре-
паратов могут вызывать появление АЛА, кото-
рые в 49% случаев снижают эффективность при-
менения препарата [11].

АЛА к трастузумабу впервые описаны 
в исследовании P. Pohlmann с соавт. [12]. Padrón 
с соавт. [13] отметили, что появление АЛА 

1 Model list of essential medicines. 21st List. WHO; 2019.
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к трастузумабу сопровождается формирова-
нием иммунных комплексов, которые блоки-
руют действие препарата и достаточно быстро 
выводятся из организма. Данное событие пре-
пятствует связыванию трастузумаба с HER2, 
что приводит к ограничению его фармакологи-
ческого эффекта.

Частота возникновения АЛА к трастузумабу 
и его биоаналогам у пациенток с HER2+ РМЖ со-
ставляет по разным оценкам от 1 до 1,5% [14, 15]. 
Тем не менее рекомендовано принимать во вни-
мание потенциальную иммуногенность трас-
тузумаба при клиническом применении, так 
как АЛА могут вызвать серьезные побочные эф-
фекты и/или резистентность к трастузумабу.

Для выявления АЛА к трастузумабу успеш-
но применяется метод иммуноферментного 
анализа (ИФА). Так, в подходе, предложенном 
N. Nath с соавт. [16], применен вариант мости-
кового ИФА (bioluminescent bridging immunoas-
say) с использованием в качестве репортера 
целентеразин-зависимой люциферазы NanoLuc 
с улучшенными характеристиками свечения. 
Особенностью такого ИФА является двойной 
антиидиотипический захват АЛА между им-
мобилизованными на подложке и вторичными 
мечеными антителами с антителом-мишенью 
в качестве мостика. В данном случае чувстви-
тельность метода достигает 100 нг/мл общих 
АЛА при 500-кратном избытке свободного пре-
парата в сыворотке крови.

Преимущества метода ИФА для анализа 
содержания препаратов иммунологической 
природы в биологических жидкостях челове-
ка заключаются в высокой чувствительности 
и специфичности, а также возможности его 
рутинного использования в диагностических 
лабораториях. Это обусловило разработку 
и появление на рынке значительного количе-
ства зарубежных и отечественных тест-систем. 
Так, для трастузумаба разработаны и валиди-
рованы тест-системы на основе ИФА [17, 18]. 
В то же время тест-система для определения 
АЛА к трастузумабу является принципиально 
новым биотехнологическим продуктом, позво-
ляющим поставить мониторинг эффективности 
таргетной терапии РМЖ на качественно новый 
уровень. Особенно перспективным представ-
ляется подход с одновременным измерением 
концентраций препарата на основе mAb и АЛА 
к нему в крови пациента.

Цель работы — разработка и валидация мето-
дики полуколичественного определения общих 
АЛА к трастузумабу в биологических жидкостях 

методом твердофазного иммуноферментного 
анализа.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы

Тест-система разработана из отдельных 
компонентов и представлена в виде класси-
ческого набора для ИФА. Набор состоит из 96-  
луночного планшета, покрытого первичными 
антителами (трастузумаб); раствора вторич-
ных (детектирующих) антител, конъюгиро-
ванных с пероксидазой хрена; субстратного 
раствора (3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, ТМБ) 
и стоп-раствора (1М серная кислота, «Химмед», 
Россия). При постановке варианта теста «с гид-
ролизом» (табл.	 1) на стадии пробоподготовки 
для разведения проб дополнительно использу-
ют планшет с поверхностью из несорбируще-
го полистирола. В состав набора также входит 
концентрат промывочного буферного раствора, 
адгезивная пленка и комплект документации 
(инструкция и паспорт).

Образцами для контроля качества служили 
растворы mAb к трастузумабу НСА177 (Bio-Rad, 
Великобритания)2 в исходной концентрации 
0,5 мг/мл. Образцы положительного контро-
ля (ПК) готовили путем смешивания рабочих 
растворов HCA177 с предварительно разве-
денной сывороткой крови. В качестве исход-
ного раствора трастузумаба использовали ме-
дицинский препарат Герцептин (Герцептин®, 
F.Hoffmann-La Roche, Швейцария) в концентра-
ции 15 мг/мл. Для оценки селективности мето-
дики использовали исходный раствор пертузу-
маба (Перьета®, Roche Diagnostics, Германия) 
в концентрации 30 мг/мл.

Образцы сыворотки крови человека, ис-
пользованные для приготовления образцов 
для контроля качества и бланковых сывороток, 
были предоставлены для научных исследова-
ний ГКУЗ Тверской области «Станция перели-
вания крови» Министерства здравоохранения 
Тверской области.

Оборудование
Оптическую плотность (ОП) образцов (далее — 

отклик образцов) измеряли с помощью планшет-
ного фотометра Multiskan FC (Thermo Scientific, 
США) при длине волны 450 нм.

В работе использовали центрифугу MiniSpin 
(Eppendorf, Германия), термошейкер PST-60HL 
(BioSan, Латвия), дозаторы объемами 0,5–10, 
2–20 и 10–200 мкл, автоматический промыва-
тель планшетов HydroFlex (Tecan, Швейцария), 

2 https://images.bio-rad-antibodies.com/datasheets/datasheet-HCA177.pdf
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холодильную камеру +2–8 °С (Polair, Россия) 
и морозильную камеру (Liebherr, Германия).

Методы
Для проведения иммуноферментного анализа 

готовили следующие стандартные растворы:
1) промывочный буферный раствор — 0,01 М 

фосфатно-солевой буфер, ФСБ (pH 7,4±0,2),  
содержащий 0,025% Твин-20 (Sigma-Aldrich, США);

2) разбавитель, содержащий 0,1% бычьего 
сывороточного альбумина и 0,1% Твин-20 в ФСБ;

3) раствор вторичных (детектирующих) ан-
тител — конъюгат трастузумаба с пероксидазой 

хрена («НПЦ Пробиотек», Россия) в разбавителе 
в разведении 1:33000 (разведение осуществляли 
в 2 этапа: сначала к 20 мкл раствора конъюгата 
трастузумаба с пероксидазой в глицерине добав-
ляли 980 мкл разбавителя, затем 36 мкл получен-
ного раствора разводили в 12 мл разбавителя);

4) стоп-раствор, содержащий 1 М серную 
кислоту;

5) глициновый буфер для гидролиза, содер-
жащий 0,2 М глицина (Alfa Aesar, Германия);

6) 1 М Трис pH 9,5 (Panreac, Испания).
Проведение теста возможно в двух вариан-

тах методической реализации: прямой анализ 

Таблица 1. Основные этапы используемых вариантов теста
Table 1. Main stages for test versions

№ этапа 
Stage No.

Наименование этапа
Stage name

Прямой анализ 
Direct analysis

Анализ с гидролизом
Analysis with dissociation

1 Подготовка и внесение
Sample	preparation	and	
plating

В каждую лунку 
ПСТ вносят 
по 100 мкл образца 
(контрольного 
и исследуемого). 
Используют 
дозатор со 
сменными 
наконечниками
Add	100	µL	of	
sample	(control	
and	test)	to	each	
well	of	the	PWT.	
Use	pipettes	with	
disposable	tips

1a. В каждую лунку несорбирующего планшета для подго-
товки вносят по 30 мкл образца и 30 мкл разбавителя
1b. Перемешивают на шейкере в течение 1 мин  
при 600 об/мин
1c. Добавляют по 120 мкл глицинового буфера
1d. Инкубируют в течение 30 мин при 37  °С на шейкере 
при 600 об/мин
1e. Вносят по 100 мкл подготовленного образца из каждой 
лунки в ПСТ
1f. Добавляют по 50 мкл 1М Трис (рН 9,5)
1a.	Add	30	µL	of	sample	and	30	µL	of	diluent	to	each	well	of	a	
non-absorbent	preparation	plate
1b.	Shake	for	1	min	at	600	rpm
1c.	Add	120	µL	of	glycine	buffer
1d.	Incubate	for	30	min	at	37	°С	with	shaking	at	600	rpm
1e.	Add	100	µL	of	the	prepared	sample	from	each	well	to	the	PWT
1f.	Add	50	µL	of	1M	TRIS	(pH	9,5)

2 Первая инкубация
Incubation	1

Заклеивают пленкой, инкубируют в течение 60 мин при 37 ºС на шейкере 
при 600 об/мин
Cover	with	film	and	incubate	for	60	min	at	37	ºС	with	shaking	at	600	rpm

3 Первая промывка
Wash	1

Удаляют содержимое и трижды промывают промывочным буфером 
Remove	contents	and	wash	three	times	with	wash	buffer

4 Вторая инкубация  
с мечеными антителами
Incubation	2,	with labelled 
antibodies

Вносят по 100 мкл рабочего раствора конъюгата, инкубируют в течение 60 мин 
при 37 ºС на шейкере при 600 об/мин
Add	100	µL	of	conjugate	working	solution	and	incubate	for	60	min	at	37	ºС	with	shaking	
at	600	rpm

5 Вторая промывка
Wash	2

Удаляют содержимое и трижды промывают промывочным буфером
Remove	contents	and	wash	three	times	with	wash	buffer

6 Реакция с субстратом 
ТМБ
Reaction	with	TMB	substrate

Вносят по 100 мкл субстратного раствора ТМБ. Инкубируют в течение 15 мин 
при 37  ºС в темноте
Add	100	µL	of	TMB	substrate	solution.	Incubate	for	15	min	at	37 °C	in	the	dark

7 Остановка реакции
Reaction	quenching

Вносят по 100 мкл стоп-раствора
Add	100	µL	of	stop	solution

8 Измерение ОП
OD	measurement

Измеряют ОП на планшетном фотометре при длине волны 450 нм 
Measure	the	OD	on	a	microplate	photometer	at	450	nm

9 Интерпретация 
результата
Result	interpretation

Расчет концентрации антилекарственных антител к трастузумабу проводят 
с использованием программного обеспечения Scanit, Origin Pro, Magellan 
или подобного
Calculate	concentrations	of	anti-drug	antibodies	to	trastuzumab	using	Scanit,	Origin	Pro,	
Magellan,	or	similar	software

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание.	ПСТ — планшет с трастузумабом; ТМБ — 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин; ОП — оптическая плотность.
Note.	PWT, plate with trastuzumab; TMB, 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine; OD, optical density.
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и модифицированный анализ с диссоциацией (да-
лее — анализ с гидролизом). Модифицированный 
анализ применяли для повышения толерантно-
сти к трастузумабу, для чего использовали кис-
лотный гидролиз комплексов АЛА-трастузумаб 
с последующей частичной ассоциацией АЛА 
с трастузумабом, сорбированным на поверх-
ности планшета. Для скринингового анализа 
целесообразно использовать прямой анализ, 
а для подтверждения  — анализ с гидролизом. 
Основные этапы двух вариантов теста представ-
лены в таблице	1.

Статистическая обработка данных. Выбор 
параметров валидации методики, включая 
все формулы вычисления пределов исклю-
чения, проводили согласно международному 
протоколу гармонизации исследований анти-
лекарственных антител [19]. Для определения 
предела исключения и обнаружения выбросов 
применяли фильтрацию грубых промахов ме-
тодом Тьюки3 внутри каждого индивидуального 
планшета. В случае вычисления скринингового 
предела исключения выбран плавающий предел 
исключения (FSCP), рассчитанный как разность 
между фиксированным пределом исключе-
ния (SCP), определенным в ходе данного теста, 
и средним значением аналитического сигнала 
негативного контроля (СрЗнач(НК)) между всеми 
группами по формуле (1):

 FSCP = SCP – СрЗнач(НК). (1)

Фиксированный предел исключения для скри-
нингового анализа определяли как 95-й процен-
тиль откликов образцов, не содержащих анти-
тел к препарату из всех групп.

Предел исключения для каждой аналитиче-
ской серии (PSCP) вычисляли как сумму плава-
ющего предела исключения (FSCP) и среднего 
значения аналитического сигнала образца НК 
(СрЗнач(НК)) в этой серии по формуле (2):

 PSCP = FSCP – СрЗнач(НК). (2)

Для вычисления предела исключения под-
тверждающего анализа определяли относитель-
ное ингибирование сигнала (далее  — гашение 
сигнала) через отношение отклика образцов, 
содержащих избыток препарата (образцы «с га-
шением»), к отклику нативных образцов без до-
бавления препарата по формуле (3):

% Inhibition = 100% ×  1 –
NativeSampleAbsorbtion

, (3)InhibSampleAbsorbtion

где % Inhibition — относительное ингибирование 
сигнала; Inhib Sample Absorbtion  — отклик об-
разцов, содержащих избыток препарата; Native 
Sample Absorbtion  — отклик нативных образцов 
без добавления препарата.

Коэффициент позитивности (КП) рассчитыва-
ли по формуле (4):

 

КП =
ОП(НК) + 0,18

,ОП

 

(4)

где ОП — оптическая плотность пробы; ОП(НК) — 
оптическая плотность образца негативного 
контроля.

Для расчета оптической плотности (ОП) об-
разцов применяли программное обеспече-
ние Scanit для Microplate Reader v. 5.0 (Bio-Rad, 
Великобритания).

Для расчетов использовали программу Excel 
2010 (Microsoft, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Согласно международным требованиям по ва-

лидации аналитических методик4, рекоменда-
циям G. Shankar с соавт. [20] и протоколу H. Myler 
с соавт. [19], настоящее исследование состояло 
из следующих этапов: определение наименьшей 
определяемой концентрации (НОК); минималь-
ного необходимого разведения (МНР); влияния 
препарата; предела исключения скринингового 
метода; предела исключения подтверждающего 
метода; определение специфичности, селектив-
ности, прецизионности, «хук»-эффекта; кратко-
срочной и долгосрочной стабильности, а также 
стабильности при замораживании-оттаивании.

Тест-система представляет собой набор ре-
активов для полуколичественного выявления 
АЛА к трастузумабу оригинальной компоновки. 
Данный метод предусматривает вычисление от-
ношения ОП экспериментальной пробы к опре-
деленному пороговому значению и вычисление 
КП. Исследование образцов включает следую-
щие этапы.

1. Проведение скринингового анализа. Если 
величина ОП образца не превышает PSCP, обра-
зец признается отрицательным по наличию АЛА, 
в остальных случаях проводят подтверждаю-
щий анализ.

3 https://www.itl.nist.gov/div898/handbook/prc/section4/prc471.htm 
4 Guideline on bioanalytical method validation. EMA; 2011. 
 Immunogenicity assessment for therapeutic protein products. FDA; 2014.
 Решение Совета ЕЭК от 03.11.2016 №89 «Об утверждении Правил проведения исследований биологических лекарствен-

ных средств Евразийского экономического союза».
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2. Проведение подтверждающего анали-
за. Если величина ОП образца при выполнении 
скрининга превышает PSCP, то вычисляют ве-
личину предела исключения подтверждающего 
метода (confirmatory cut point, ССР). В случае 
если относительное ингибирование сигнала об-
разца не превышает величину CCP, образец так-
же признается отрицательным по наличию АЛА. 
Если относительное ингибирование сигнала об-
разца превосходит величину CCP, образец при-
знается положительным по наличию АЛА.

Определение наименьшей определяемой 
концентрации

Наименьшую определяемую концентра-
цию (НОК) в буферном растворе вычисляли 
через соотношение отклика образца положи-
тельного контроля (ПК) различной концентрации 
к отклику образца, содержащего чистый разба-
витель. Стоковый раствор HCA177 (1000  нг/мл) 
разводили до тех пор, пока среднее значение 
отклика образца, содержащего HCA177, не ста-
ло превышать значение отклика образца, со-
держащего чистый буферный раствор, ≥2 раза. 
Эксперименты проводили путем снижения кон-
центраций в два этапа: первоначально с 1000 
до 1,95 нг/мл и затем с 31,25 до 0,24 нг/мл. 
В результате значение НОК составило 2 нг/мл. 
В дальнейшем при проведении тестов на мини-
мальное необходимое разведение и толерант-
ность к препарату значение НОК (2 нг/мл) было 
подтверждено как в прямом анализе, так и в ана-
лизе с гидролизом.

Определение минимального необходимого 
разведения

Для определения минимального необходи-
мого разведения (МНР) проанализировали об-
разцы ПК, содержащие mAb в концентрациях 
от 0,5 до 125 нг/мл и разведенную в 2, 4 и 8 раз 
матрицу (цельная сыворотка крови, содержа-
щая множество искажающих отклик компонен-
тов). Критерием оценки служило ≥2-кратное 
превышение отношения значений ОП образцов 
ПК и НК (ПК/НК). Результаты измерений образ-
цов, содержащих разные концентрации mAb, 
представлены в таблице	 S15 (дополнительная 
информация).

Таким образом, по результатам теста зна-
чение МНР составило «2 раза», при этом было 
подтверждено, что концентрация антител 2 нг/
мл соответствовала значению НОК. По сравне-
нию с работой P. Pohlmann с соавт. [12], в кото-
рой значение МНР составило «10 раз», в пред-
ставленной тест-системе достигнуты гораздо 

лучшие показатели. Вероятной причиной являет-
ся использование препарата антител HCA177, 
отсутствовавшего при первом описании АЛА 
к трастузумабу [12]. В ходе определения МНР 
установление значения НОК повторяли с ис-
пользованием образцов ПК и НК, приготовлен-
ных из сыворотки крови с учетом МНР.

Оценка влияния лекарственного препарата 
на выявление АЛА

Поскольку антитела к трастузумабу, как пра-
вило, продолжают проявлять активность in vitro, 
необходимо принимать во внимание возмож-
ность получения ложноотрицательных результа-
тов из-за нейтрализации активных центров ан-
тител свободными молекулами трастузумаба. 
Оценку влияния эффекта присутствия трастузу-
маба на возможность определения концентра-
ций АЛА к нему выполняли по двум направле-
ниям: определяли минимальную подавляющую 
концентрацию (МПК) и абсолютную подавляю-
щую концентрацию (АПК).

Показатель МПК характеризует такую кон-
центрацию лекарственного препарата в сыво-
ротке крови, при которой определение АЛА 
к нему технически затруднено, так как сложно 
определить разницу между изначально погра-
ничным уровнем аналитического сигнала АЛА 
и его подавлением ввиду наличия трастузума-
ба в концентрации выше АПК. Были проанали-
зированы образцы ПК, содержащие АЛА в кон-
центрациях от 100 до 4000 нг/мл и трастузумаб 
в концентрациях 100, 200, 500 и 1000 нг/мл. 
Данный диапазон концентраций включает ожи-
даемые концентрации трастузумаба в образцах 
сыворотки крови добровольцев при достижении 
максимального терапевтического эффекта пре-
парата, когда появление АЛА наиболее веро-
ятно. Критерием приемлемости служил отклик 
образца, содержавшего 4000 нг/мл HCA177, 
с добавлением искомой концентрации трасту-
зумаба ниже величины 95-го процентиля откли-
ков образцов НК в той же серии. По результа-
там тестов определили, что методика устойчива 
к влиянию 116 нг/мл трастузумаба при уровне 
16 нг/мл АЛА, а также устойчива к влиянию 
1000 нг/мл трастузумаба при уровне 100 нг/мл 
АЛА. В качестве АПК выбрали 10 мкг/мл трасту-
зумаба, что в 10 раз превышает его максималь-
ную концентрацию, изученную в исследовании.

Расчет предела исключения
Было установлено, что значение показате-

ля FSCP соответствовало 0,0028 единиц ОП. 
Предел исключения подтверждающего анализа 

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025
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был определен как 99-й процентиль всех зна-
чений относительного ингибирования отклика 
образцов, не содержащих антител к препарату. 
Таким образом, значение показателя CCP соста-
вило 6,66%.

Оценка специфичности методики
Специфичность  — возможность аналитиче-

ской методики однозначно выявлять анализи-
руемое вещество в присутствии сопутствующих 
компонентов, даже близкого химического со-
става. Для проверки специфичности методи-
ки проанализировали 4 образца: образец НК 
(не содержал АЛА) и 3 образца ПК, содержавших 
различные концентрации HCA177, сыворотку 
крови и 100 мкг/мл пертузумаба (гуманизиро-
ванное mAb к HER2 с аналогичными трастузума-
бу параметрами). Концентрации АЛА к трастузу-
мабу в образцах ПК распределяли следующим 
образом: нижний положительный контроль (НПК) 
соответствовал двум значениям НОК (2×НОК), 
или 4 нг/мл; средний положительный контроль 
(СПК) — 16×НОК, или 32 мг/мл; верхний положи-
тельный контроль (ВПК) — 32×НОК, или 64 нг/мл. 
Всего выполнили 12 измерений образцов НК 
и 24 измерения 3 образцов ПК; для каждой изме-
ренной концентрации АЛА в образцах вычисля-
ли среднее значение ОП. Результаты измерений 
отклика образцов без добавления и с добавле-
нием пертузумаба представлены в таблице S26 
(дополнительная информация).

Для оценки специфичности методики приме-
няли следующие критерии приемлемости: не ме-
нее 5 из 6 измерений индивидуальных образцов 
ПК оказались положительными при сравнении 
как со скрининговым, так и с подтверждающим 
пределом исключения, а все образцы НК были 
отрицательными при сравнении с подтверждаю-
щим пределом исключения. Согласно результа-
там проведенной оценки (табл.	 S2) (дополни-
тельная информация) специфичность методики 
была доказана.

Оценка селективности методики
Селективность  — характеристика методики, 

с помощью которой можно оценить стабильность 
аналитического сигнала исследуемого вещества 
при анализе различных источников, включая 
источники, содержащие помехи. Для оценки 
селективности методики применяли следую-
щие критерии приемлемости: 1)  не  менее 80% 
индивидуальных бланковых образцов сыво-
ротки крови имели отклик ниже скринингового 
предела исключения; 2) не менее 80% образцов 

ПК демонстрировали среднее значение откли-
ка выше или равное скрининговому пределу 
исключения при значении коэффициента вари-
ации (coefficient of variation, CV) <20% между 
повторностями; 3)  не  менее 80% образцов ПК, 
приготовленных с использованием индивиду-
альных бланковых образцов сыворотки крови, 
характеризовались значением CV<20% между 
повторностями (для значения относительного 
ингибирования). Всего было проанализирова-
но влияние 12 различных источников матрицы 
и образцы ПК, содержащие 2 разные концентра-
ции АЛА к трастузумабу — НПК (4 нг/мл) и ВПК 
(64 нг/мл). Согласно результатам проведенной 
оценки методика соответствовала всем крите-
риям приемлемости (табл.	S3)7 (дополнительная 
информация) и была признана селективной.

Определение прецизионности внутри одной 
аналитической серии

Прецизионность методики внутри одной 
аналитической серии оценивали на основании 
анализа образцов ПК, содержащих три концен-
трации АЛА к трастузумабу: НПК (4 нг/мл), СПК 
(32 нг/мл) и ВПК (64 нг/мл). Всего исследовали 
6 наборов образцов ПК «без гашения» (12  не-
зависимых повторов) и 3 набора образцов 
ПК «с гашением» (6 независимых повторов). 
Полученные результаты представлены в табли-
це	2. Прецизионность методики была доказана, 
так как результаты оценки удовлетворяли всем 
критериям приемлемости: значения CV<20%  — 
для показателей ОП образцов каждого уровня 
ПК (НПК, СПК и ВПК) и НК; значения CV<20% — 
для показателей относительного ингибирова-
ния к каждому уровню образцов ПК; более чем 
4 из 6 образцов ПК каждого уровня демонстри-
ровали отклик, превышающий скрининговый 
предел исключения; значения отклика образца 
НПК были меньше отклика образца ВПК во всех 
случаях; не менее 2 из 3 образцов ПК каждого 
уровня «с гашением» демонстрировали значе-
ния относительного ингибирования, превышаю-
щие подтверждающий предел исключения.

Определение прецизионности между 
аналитическими сериями

Прецизионность методики между аналитиче-
скими сериями оценивали на основании анализа 
образцов НК и ПК (НПК, СПК и ВПК). Для оцен-
ки использовали результаты, полученные в ходе 
определения предела исключения: значения 
ОП и значения относительного ингибирова-
ния для образцов «с гашением» сигнала. Всего 

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2025
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проанализировали 36 образцов ПК «без гаше-
ния» и 18 образцов «с гашением» в 6 аналитиче-
ских сериях. Согласно полученным результатам, 
представленным в таблице	3,	методика соответ-
ствовала критерию приемлемости, так как CV 
значений ОП между аналитическими сериями 
были <20% для каждого уровня образцов ПК.

Оценка «хук»-эффекта
Термин «хук»-эффект (от англ. hook effect, 

проагглютинационная зона) следует понимать 
как отсутствие повышения уровня детектиру-
емого сигнала при увеличении концентрации 
аналита. Для проверки возможности ингибиро-
вания отклика образцов, содержащих избыток 

Таблица 2. Результаты оценки прецизионности внутри одной аналитической серии
Table 2. Validation results for within-run precision

Тип образца
Sample type

ВПК
HPC

СПК
MPC

НПК
LPC

НК
NC

Без гашения / Without	competitive	signal	inhibition

Среднее значение ОП / Mean	OD 0,755 0,406 0,091 0,046

Коэффициент вариации, % / CV,	% 11,56 17,11 17,64 2,86

Всего образцов / Total	number	of	samples 6 6 6 9

Положительных / Positive 6 6 6 0

С гашением / With	competitive	signal	inhibition

Среднее значение коэффициента ингибирования, %
Mean	inhibition	coefficient,	% 93,0 85,4 38,1

Не применимо 
Not	applicable

Коэффициент вариации, % / CV,	% 0,73 2,10 8,66

Всего образцов / Total	number	of	samples 3 3 3

Положительных / Positive 3 3 3

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	НК — негативный контроль; ВПК — верхний положительный контроль; СПК — средний положительный контроль; 
НПК — нижний положительный контроль, ОП — оптическая плотность.
Note.	NC, negative control; HPC, high positive control; MPC, medium positive control; LPC, low positive control; OD, optical density; 
CV, coefficient of variation.

Таблица 3. Результаты оценки прецизионности между аналитическими сериями
Table 3. Validation results for between-run precision

Тип образца
Sample type

ВПК
HPC

СПК
MPC

НПК
LPC

НК
NC

Без гашения / Without	competitive	signal	inhibition

Среднее значение ОП / Mean	OD	 0,782 0,432 0,092 0,046

Коэффициент вариации, % / CV,	% 17,65 17,15 13,37 3,43

Всего образцов / Total	number	of	samples 36 36 36 9

Положительных / Positive 36 36 36 0

С гашением / With	competitive	signal	inhibition

Среднее значение коэффициента ингибирования, %
Mean	inhibition	coefficient,	% 94,09 88,89 47,03

Не применимо
Not	applicable

Коэффициент вариации, % / CV,	% 0,84 2,14 7,23

Всего образцов / Total	number	of	samples 18 18 18

Положительных / Positive 18 18 18

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	НК — негативный контроль; ВПК — верхний положительный контроль; СПК — средний положительный контроль; 
НПК — нижний положительный контроль; ОП — оптическая плотность.
Note.	NC, negative control; HPC, high positive control; MPC, medium positive control; LPC, low positive control; OD, optical density; 
CV, coefficient of variation.

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025
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АЛА к трастузумабу, проанализировали серию 
образцов, содержащих последовательные дву-
кратные разведения АЛА с 640 до 0,16 нг/мл. 
Полученные значения ОП и интерпретированные 
результаты представлены в таблице	 S48 (до-
полнительная информация). Результаты про-
веденной оценки удовлетворяют критерию 
приемлемости, согласно которому отклик каж-
дого полученного образца должен превышать 
величину скринингового предела исключения 
вплоть до уровня НОК.

Оценка стабильности методики
В ходе валидации методики оценивали 

краткосрочную и долгосрочную стабильность, 

а также стабильность при замораживании- 
оттаивании. Для оценки краткосрочной ста-
бильности проанализировали три образца ПК 
(НПК, СПК и ВПК), хранившиеся при комнат-
ной температуре в течение 6 ч. Исследования 
проводили в составе аналитической серии, 
включающей образцы НК, бланковой матрицы 
для приготовления всех образцов ПК и свеже-
приготовленных образцов ПК как «без гашения», 
так и «с гашением». Для оценки долгосрочной 
стабильности исследовали три разморожен-
ных образца НПК, СПК и ВПК, хранившиеся 
при температуре минус 70 °С в течение 90 сут. 
После размораживания все образцы проана-
лизировали в составе аналитической серии 

Таблица 4. Результаты тестов на краткосрочную и долгосрочную стабильность, а также стабильность при замораживании- 
оттаивании
Table 4. Results of short-term, long-term and freeze–thaw stability tests

Образец
Sample

Среднее значение ОП
Mean OD 

Коэффициент вариации, %
CV, %

Среднее ингибирование, % 
Mean inhibition, %

Краткосрочная стабильность / Short-term	stability

НПК / LPC 0,12 0,003
69,24

ExНПК / ExLPC 0,047 0,001

СПК / MPC 0,669 0,006
92,93

ExСПК / ExMPC 0,047 0,001

ВПК / HPC 1,163 0,097
95,76

ExВПК / ExHPC 0,049 0,001

Долгосрочная стабильность / Long-term	stability

НПК / LPC 0,149 0,003
96,88

ExНПК / ExLPC 0,049 0,0002

СПК / MPC 0,856 0,039
66,98

ExСПК / ExMPC 0,049 0,0003

ВПК / HPC 1,511 0,043
94,31

ExВПК / ExHPC 0,049 0,001

Стабильность при замораживании-оттаивании / Freeze–thaw	stability

НПК / LPC 0,132 0,006
68,89

ExНПК / ExLPC 0,049 0,002

СПК / MPC 0,76 0,081
93,16

ExСПК / ExMPC 0,048 0,001

ВПК / HPC 1,231 0,037
96,01

ExВПК / ExHPC 0,049 0,001

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	Ex — обозначение образца «с гашением»; НК — негативный контроль; ВПК — верхний положительный контроль; 
СПК — средний положительный контроль; НПК — нижний положительный контроль; ОП — оптическая плотность.
Note.	Ex, samples with an excess of trastuzumab for competitive signal inhibition; NC, negative control; HPC, high positive control; 
MPC, medium positive control; LPC, low positive control; OD, optical density; CV, coefficient of variation.

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2025
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со  свежеприготовленными аналогичными об-
разцами, образцами НК и бланковой матрицы 
как «без гашения», так и «с гашением».

Аналогичные условия измерений и состав 
аналитической серии использовали для оценки 
стабильности при замораживании-оттаивании. 
Экспериментальные образцы подвергали трех-
кратному циклу замораживания-оттаивания 
до минус 70 °С и хранению в течение 12 ч. Во всех 
случаях рассчитывали PSCP и подтверждали 

пригодность аналитических циклов. Результаты 
экспериментов по оценке стабильности пред-
ставлены в таблице	4.

Во всех случаях исследованные образ-
цы признаны стабильными, так как средний 
отклик образцов ПК (НПК, СПК и ВПК) пре-
вышал величину скринингового предела ис-
ключения как минимум на 66,7% для каждого 
уровня, а значения CV между повторностями 
при анализе всех уровней образцов ПК были 

Таблица 5. Результаты исследования стабильности (хранение образцов при минус 70 °С и 3 циклах замораживания- 
оттаивания)
Table 5. Stability study results (storage at –70 °C and three freeze–thaw cycles)

Образец
Sample

Среднее значение ОП
Mean OD

Ингибирование, %
Inhibition,%

Сравнение с SCP
Compared with SCP

Сравнение с CCP
Compared with CCP

FT70 LPC 0,1339
64,68

POS
POS

FT70 ExLPC 0,0473 NEG

FT70 MPC 0,7025
93,30

POS
POS

FT70 ExMPC 0,0471 NEG

FT70 HPC 1,2411
96,00

POS
POS

FT70 ExHPC 0,0496 NEG

FT70 LPC 0,1257
60,06

POS
POS

FT70 ExLPC 0,0502 NEG

FT70 MPC EXL
92,10

EXL
EXL

FT70 ExMPC 0,0495 NEG

FT70 HPC 1,2615
96,13

POS
POS

FT70 ExHPC 0,0488 NEG

FT70 LPC 0,1372
63,92

POS
POS

FT70 ExLPC 0,0495 NEG

FT70 MPC 0,8171
94,09

POS
POS

FT70 ExMPC 0,0483 NEG

FT70 HPC 1,1904
95,90

POS
POS

FT70 ExHPC 0,0488 NEG

Всего образцов
Total	number	of	
samples

НПК / LPC 3
Из них пригодны
Number	of	acceptable 
samples

3

СПК / MPC 3 2

ВПК / HPC 3 3

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Примечание.	POS — образец признан положительным при сравнении с данным пределом исключения; NEG — образец при-
знан отрицательным при сравнении с данным пределом исключения; EXL — образец не соответствует критерию приемлемо-
сти по вариабельности между повторностями; FT70 — образец для исследования стабильности при замораживании-оттаи-
вании; LPC — нижний положительный контроль; MPC — средний положительный контроль; HPC — верхний положительный 
контроль; Ex — обозначение образца «с гашением»; ОП — оптическая плотность; SCP — фиксированный предел исключения; 
CCP — предел исключения подтверждающего метода.
Note.	POS, positive sample relative to the above exclusion limit; NEG, negative sample relative to the above exclusion limit; EXL, 
sample non-compliant with the acceptance criterion for variability between replicates; FT70, freeze–thaw stability sample; LPC, 
low positive control; MPC, medium positive control; HPC, high positive control; Ex, sample with an excess of trastuzumab for com-
petitive signal inhibition; OD, optical density; SCP, screening cut point; CCP, confirmatory cut point.

Biological Products. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2025
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<20% (критерий приемлемости). Лишь в одном 
измерении из девяти (СПК при замораживани-
и-оттаивании, 11,1%) образец не соответство-
вал критерию приемлемости по вариабельности 
между повторностями (табл.	5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования 

валидирована методика полуколичественно-
го определения антилекарственных антител 

к трастузумабу в образцах сыворотки крови 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа.

Полученные валидационные параметры 
представленной тест-системы свидетельству-
ют в пользу ее практической применимости 
для оценки наличия антилекарственных анти-
тел к трастузумабу в образцах сыворотки крови 
пациентов, получающих таргетные препараты 
в сочетании с химиотерапией.
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