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РАЗРАБОТКА И ВАЛИДАЦИЯ МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
НЕЙТРАЛИЗУЮЩИХ АНТИТЕЛ К ПЕМБРОЛИЗУМАБУ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА НА ОСНОВЕ 
ИНГИБИРОВАНИЯ СВЯЗЫВАНИЯ ПЕМБРОЛИЗУМАБА 
С ЕГО МИШЕНЬЮ PD-1 МЕТОДОМ ИФА
Кудряшова А.М.1, Гребенкин Д.Ю.2, Самсонов М.Ю.3, Филон О.В.3, 
Разживина В.А.3, Чернобровкин М.Г.4, Борисова О.В.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия  
2 ООО «Экзактэ Лабс», Москва, Россия  
3 АО «Р-Фарм», Москва, Россия  
4 ООО «Рисерч лаб», Москва, Россия

Резюме. Гуманизированные моноклональные антитела могут вызывать нежелательный гумораль-
ный иммунный ответ у пациентов – образование антител к терапевтическому белковому препарату. 
Нейтрализующие антилекарственные антитела являются одним из основных факторов, влияющих 
на безопасность и эффективность проводимой терапии. При невозможности использовать тесты для 
определения нейтрализующих антител на основе клеточных культур альтернативой могут служить 
методы конкурентного связывания лекарственного средства и его лиганда. Пембролизумаб относит-
ся к противоопухолевым препаратам широкого спектра и представляет собой гуманизированное IgG4 
каппа-антитело к рецептору запрограммированной клеточной смерти-1 (PD-1), которое блокирует 
взаимодействие рецептора с его лигандами PD-L1 и PD-L2. В связи со сложностью проведения ана-
лиза применение культурального клеточного теста для пембролизумаба невозможно, так как высок 
риск получения недостоверных результатов. Цель – разработка и валидация методики определения 
нейтрализующих антител к пембролизумабу в сыворотке крови человека на основе ингибирования 
связывания пембролизумаба с его мишенью PD-1. В исследовании был использован эксперимен-
тальный препарат пембролизумаб RPH-075 (АО «Р-Фарм», Россия). В качестве положительного 
контрольного образца на нейтрализующие антитела использовали Anti-Pembrolizumab антитела 
KRIBIOLISATM Anti-Pembrolizumab (KEYTRUDA®) ELISA, Индия). Определение антител проводи-
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ли методом ИФА с применением кислотной диссоциации иммунного комплекса и с использованием 
техники ACE (Affinity capture elution). Была разработана и валидирована методика выявления нейтра-
лизующих антител к пембролизумабу, основанная на ингибировании пембролизумаба с его мише-
нью PD-1 в сочетании с техникой ACE. Разработанная методика была валидирована по показателям: 
селективность, чувствительность, специфичность, «хук»-эффект, толерантность к присутствию ле-
карственного препарата, прецизионность. Благодаря применению подходов предварительной обра-
ботки образцов (кислотная диссоциация, техника ACE) для анализа нейтрализующих антител, была 
достигнута чувствительность 100 нг/мл в присутствии циркулирующего пембролизумаба 40 мкг/мл. 
Также в данной работе был обоснован метод расчета предела исключения, чувствительности и селек-
тивности на основании ROC-анализа и плавающего предела исключения (PSCP) через средние ариф-
метические значения оптической плотности NC и LPC в каждом индивидуальном аналитическом 
планшете. Разработанная методика определения нейтрализующих антител к пембролизумабу может 
быть использована для оценки нежелательной иммуногенности препарата пембролизумаба на стадии 
клинических испытаний.

Ключевые слова: ИФА, пембролизумаб, иммуногенность, нейтрализующие антитела, PD-1, клинические исследования, 
лекарственная толерантность, валидация

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF AN ELISA-BASED 
METHOD FOR DETERMINING NEUTRALIZING ANTIBODIES TO 
PEMBROLIZUMAB IN HUMAN SERUM BASED ON INHIBITION 
OF THE DRUG BINDING TO ITS PD-1 TARGET
Kudryashova A.M.a, Grebenkin D.Yu.b, Samsonov M.Yu.c, Filon O.V.c, 
Razzhivina V.A.c, Chernobrovkin M.G.d, Borisova O.V.a 
a I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b Exakte Labs LLC, Moscow, Russian Federation  
c R-Pharm JSC, Moscow, Russian Federation  
d Research Lab LLC, Moscow, Russian Federation

Abstract. Monoclonal antibodies (mAbs) are potentially able to trigger undesired humoral immune responses 
in the patients and develop ADA (anti-drug antibody) to the protein drugs. Neutralizing anti-drug antibodies 
are among the main factors affecting safety and effectiveness of the therapy. If it is impossible to apply cell-
based tests to determine neutralizing antibodies, competitive ligand binding assay may be used as an alternative. 
Pembrolizumab (Pembro) is a broad-spectrum antitumor drug, being a humanized IgG4 kappa antibody to the 
programmed cell death receptor-1 (PD-1) that blocks interaction of this receptor with its ligands PD-L1 and 
PD-L2. Due to some technical issues, cell culture test is not feasible for Pembro, due to high risk of obtaining 
unreliable results. The aim of our study was to develop and validate a method for detection of neutralizing 
antibodies to Pembro in human serum based on inhibition of pembrolizumab binding to its PD-1 target. The 
experimental drug pembrolizumab RPH-075 (R-Pharm) was used in the study. Anti-Pembrolizumab antibodies 
KRIBIOLISATM Anti-Pembrolizumab (KEYTRUDA®) ELISA, India) were used as a positive control sample 
for neutralizing antibodies. Determination of antibodies was carried out by ELISA technique using acid 
dissociation of the immune complex and the Affinity capture elution (ACE) technique. The ELISA method 
was validated by the following characteristics: selectivity, sensitivity, specificity, “hook” effect, drug tolerance, 
precision. Due to the use of sample pretreatment approaches (ACE technique) for analysis of neutralizing 
antibodies, a sensitivity level of 100 ng/mL was achieved in the presence of pembrolizumab at 40 μg/mL. In 
this paper, a method was substantiated by calculating the cutoff point, sensitivity, and selectivity based on ROC 
analysis and floating exclusion limit (PSCP) through the average values of optical density NC and LPC in each 
individual analytical cycle. The developed method for determining neutralizing antibodies to pembrolizumab 
may be used to assess the undesirable immunogenicity of pembrolizumab at the stage of clinical trials.

Keywords: ELISA, pembrolizumab, immunogenicity, neutralizing antibodies, PD-1, clinical trials, drug tolerance, validation
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Введение
Большой сегмент фармацевтического рынка 

на сегодняшний день представлен гуманизиро-
ванными моноклональными антителами (МАТ), 
которые могут вызывать нежелательный гумо-
ральный иммунный ответ у пациентов  – обра-
зование антител к терапевтическому белковому 
препарату. Такие антитела оказывают влияние 
на фармакокинетику, фармакодинамику, без-
опасность и эффективность биотерапевтическо-
го препарата. Соответственно, тестирование на 
иммуногенность является неотъемлемой частью 
процесса разработки лекарственных средств. 
Как правило, для мониторинга иммуногенности 
в отношении терапевтических МАТ использует-
ся многоуровневый подход, включающий этапы 
скрининга, подтверждения, титра и нейтрали-
зующей активности. Нейтрализующие антиле-
карственные антитела (НАТ) являются одним из 
основных факторов, влияющих на безопасность 
и эффективность проводимой терапии, и поэто-
му их оценка имеет особое значение при тести-
ровании на иммуногенность. Методы выявления 
нейтрализующих антител обычно основаны на их 
способности блокировать взаимодействие тера-
певтического препарата с мишенью, и «золотым 
стандартом» в определении нейтрализующей ак-
тивности являются тесты на основе клеточных 
линий, экспрессирующих соответствующую ми-
шень и максимально точно имитирующих меха-
низм действия антител в живом организме [7, 20, 
22].

Методы для определения нейтрализующих ан-
тител in vitro, основанные на ингибировании вза-
имодействия лекарственного средства и его ли-
ганда, также могут быть применимы, например, 
когда существуют ограничения в использовании 
подходящей клеточной линии, интерференции 
с компонентами анализируемой матрицы, ин-
терференции с препаратами сопутствующей те-
рапии [9, 22]. При невозможности использовать 
тест-системы на основе клеточных культур аль-
тернативой могут служить методы конкурентно-
го связывания лиганда или другие методы, для 
которых доказана релевантность в отношении 
установления нейтрализующей активности [1, 6].

Одной из важных проблем при разработке ме-
тодик для выявления антител к терапевтическим 
МАТ, в том числе нейтрализующих, является на-
личие высоких концентраций циркулирующего 
лекарственного средства. Данное явление часто 
наблюдается для препаратов с длительным пери-
одом полувыведения, к которым, в большинстве 
случаев, относятся и терапевтические антитела. 
В присутствии циркулирующего лекарственного 
средства нейтрализующие антитела могут суще-
ствовать в виде иммунных комплексов и по этой 

причине не иметь возможности взаимодейство-
вать с компонентами тест-системы, используе-
мой в анализе, что может приводить к ложноо-
трицательным результатам [12].

В данной работе разработана и валидирована 
методика определения нейтрализующей актив-
ности антител к пембролизумабу, основанная на 
способности нейтрализующих антител блокиро-
вать взаимодействие пембролизумаба с рецепто-
ром PD-1, тем самым опосредовано показывая 
потерю функциональных характеристик препа-
рата.

Использование культурального клеточного 
теста для данного препарата невозможно в связи 
со сложностью проведения анализа и, как след-
ствие, с риском получения недостоверных ре-
зультатов.

Пембролизумаб относится к противоопухоле-
вым препаратам широкого спектра, так называ-
емым регуляторам иммунного синапса или бло-
каторам иммунных чекпоинтов. Пембролизумаб 
представляет собой гуманизированное IgG4 кап-
па-антитело к рецептору запрограммированной 
клеточной смерти-1 (PD-1) которое блокирует 
взаимодействие между рецептором PD-1 и его 
лигандами PD-L1 и PD-L2. Терапия препаратами 
направленных против рецептора PD-1, включая 
препараты пембролизумаба, может проводиться 
в течение длительных периодов времени и дохо-
дить до 2 лет [18], что в свою очередь может спо-
собствовать индукции нейтрализующих анти-
тел. Кроме того, в отличие от моноклональных 
терапевтических антител, направленных на уг-
нетение активации В-клеток, например, против 
CD19 или CD20, нацеленность пембролизумаба 
на PD-1, экспрессия которого высока на фолли-
кулярных Т-хелперах, опосредованно увеличива-
ет выработку В-клетками антител в лимфатиче-
ских узлах, что может прямо или косвенно влиять 
на гуморальные иммунные реакции, приводящие 
к индукции антител к данному препарату [2, 10]. 
Биоаналитические подходы к выявлению свя-
зывающих и нейтрализующих антител подробно 
описаны в научных публикациях  [3, 11, 19, 24, 
26]. 

В данной работе для повышения лекарствен-
ной толерантности была разработана и валиди-
рована методика, основанная на ингибировании 
связывания препарата пембролизумаба с его ми-
шенью PD-1 с применением кислотной диссоци-
ации иммунного комплекса и с использованием 
техники ACE (Affinity capture elution) [4, 5]. 

Материалы и методы
В исследовании был использован препарат 

RPH-075 (АО «Р-Фарм», Россия), содержащий 
пембролизумаб в концентрации 25 мг/мл. В ка-
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честве положительного контрольного образ-
ца на нейтрализующие антитела использовали 
Anti-Pembrolizumab, антитела к пембролизумабу 
лиофилизированные, концентрат, 1 мкг/мл (Ре-
агент Набора для определения KRIBIOLISATM 
Anti-Pembrolizumab (KEYTRUDA®) ELISA, Ин-
дия). Эукариотический рекомбинантный белок 
PD-1, (Cloud-Clone Corp., Китай). Для имму-
нохимического анализа использовали планше-
ты 96-луночные, прозрачные, плоскодонные, 
высокое связывание Costar® (2592, Corning Inc., 
США). Получение конъюгата пембролизумаба с 
пероксидазой хрена осуществляли по методу На-

кане  [14]. Для биотинилирования PD-1 исполь-
зовали набор (ООО «Силекс», Россия).

Для проведения теста на устойчивость мето-
дики к присутствию лекарственного препарата 
готовили модельные образцы путем добавления 
к пуллированной сыворотке крови здоровых до-
норов препарата пембролизумаба (до 40 мкг/мл, 
что соответствовало ожидаемой концентрации 
препарата в исследуемых образцах) и контроль-
ных антител к пембролизумабу, препятствующих 
его связыванию с мишенью. Перед проведением 
анализа полученные модельные образцы остав-
ляли инкубироваться при комнатной температу-

Рисунок 1. Этапы определения нейтрализующей активности антител к пембролизумабу в сыворотке крови 
человека иммуноферментным методом через иммобилизованный пембролизумаб (А) и с использованием техники 
ACE (Б)
Figure 1. Determination of the neutralizing activity of antibodies to pembrolizumab in human blood serum by ELISA with immobilized 
pembrolizumab (A) and using ACE technique (B)
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ре по меньшей мере в течение 60 минут для об-
разования иммунных комплексов.

Методика определения нейтрализующей ак-
тивности антител к пембролизумабу в сыворотке 
крови человека иммуноферментным методом с 
иммобилизованным пембролизумабом (методи-
ка 1). Этапы проведения анализа схематически 
представлены на рисунке 1А.

Пембролизумаб сорбировали в 0,02 М фосфат-
ном буфере (рН 7,2) в концентрации 0,75 мкг/ мл. 
Планшеты выдерживали в течение 19-22 часов 
при температуре 4-8 °C и блокировали раствором 
0,09%-ного казеината в 0,02 М фосфатном буфер-
ном растворе рН 7,2, содержащем 0,05% Твин 20. 
Далее во все лунки с иммуносорбентом вносили 
по 60 мкл 600 мМ уксусной кислоты и по 10 мкл 
анализируемых образцов и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 30 минут и переме-
шивании 700 об/мин. Далее во все лунки вносили 
по 30 мкл 1М трис-буфера и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 60 минут и переме-
шивании 700 об/мин. После во все лунки вносили 
по 100 мкл PD-1, конъюгированного с биотином 
в концентрации 250 нг/мл, и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 30 минут и переме-
шивании 700 об/мин. Затем во все лунки вносили 
по 100 мкл стрептавидина, конъюгированного с 
пероксидазой хрена, и инкубировали при темпе-
ратуре 37 °С в течение 30 минут и перемешивании 
700 об/мин. Далее отмывали несвязавшиеся ре-
агенты и вносили по 100 мкл 33 мМ цитратного 
буферного раствора рН 4,0, содержащего 0,01% 
перекиси водорода и 0,5 мМ 3,3›,5,5›-тетраме-
тилбензидина. Через 15  мин реакцию останав-
ливали добавлением 50 мкл 2N серной кислоты, 
измеряли оптическую плотность (ОП) в двухвол-
новом режиме при основной длине волны 450 нм.

Методика определения нейтрализующей ак-
тивности антител к пембролизумабу в сыворот-
ке крови человека иммуноферментным методом 
с использованием техники ACE (Acid capture 
elution) (методика 2).

Техника ACE включает в себя следующие эта-
пы, схематически представленные на рисунке 1Б.

Иммуносорбент №  1. Пембролизумаб сор-
бировали в 0,02 М фосфатном буфере (рН 7,2) в 
концентрации 40 мкг/мл. Далее планшеты бло-
кировали согласно методике 1.

Иммуносорбент №  2. PD-1 сорбировали в 
корбонатном буфере (рН 9,6) в концентрации 
100 нг/мл. Далее планшеты блокировали соглас-
но методике 1.

Во все лунки с иммуносорбентом № 1 вносили 
по 80 мкл 600 мМ уксусной кислоты и по 20 мкл 
анализируемых образцов и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 30 минут и переме-
шивании 700 об/мин. Далее во все лунки вносили 

по 40 мкл 1М трис-буфера и инкубировали при 
температуре 37 °С в течение 90 минут и переме-
шивании 700 об/мин. После проводили отмыва-
ние несвязавшихся компонентов и вносили по 
110 мкл 300 мМ уксусной кислоты, далее инкуби-
ровали при температуре 37 °С и перемешивании 
700 об/мин в течение 30 минут. Далее в планшет 
для предварительного разведения вносили по 
30 мкл 1М трис-буфера и по 100 мкл диссоцииро-
ванных образцов из иммуносорбента №  1. Сле-
дом вносили по 25 мкл рабочего конъюгата, пем-
бролизумаба конъюгированного с пероксидазой 
хрена и инкубировали при температуре 37  °С и 
перемешивании 700 об/мин в течение 30 минут.

После инкубации с конъюгатом переносили 
по 100 мкл во все лунки иммуносорбента № 2 и 
инкубировали при температуре 37  °С в течение 
30 минут при перемешивании 700 об/мин. После 
отмывания несвязавшихся компонентов визуа-
лизацию результатов анализа и замер проводили, 
как описано выше.

При наличии нейтрализующих антител в об-
разце пембролизумаб, конъюгированный с пе-
роксидазой хрена, не взаимодействует или взаи-
модействует ограниченно с PD-1 на планшете. 

Статистическая обработка результатов
Полученные данные анализировали с помо-

щью программных обеспечений SPSS Statistics 
(IBM) и Microsoft Office Excel 2019.

Результаты 
Основной задачей разработки методики по 

определению НАТ к пембролизумабу являлась 
чувствительность не менее 100 нг/мл в присут-
ствии данного препарата на уровне до 40 мкг/мл 
(что соответствовало ожидаемой концентрации 
препарата в исследуемых образцах). Поскольку 
при разработке и валидации методики отсутство-
вали клинические образцы, содержащие нейтра-
лизующие антитела к пембролизумабу, оценка 
была сделана с использованием суррогатных ней-
трализующих антител из коммерческого набора, 
с подтвержденной способностью препятствовать 
связыванию пембролизумаба с мишенью. 

В данной работе на стадии разработки для 
определения нейтрализующих антител к пем-
бролизумабу сравнивали две методики с разным 
способом ингибирования связывания пемброли-
зумаба с PD-1. Схематично методики представ-
лены на рисунке 1.

В сравниваемых методиках для дифференци-
ации отрицательных образцов от положительных 
использовали индекс позитивности (ИП), т. е. 
отношение ОПобразца/ОПPSCP, ОПPSCP (plate-
specific cut point-PSCP, предел исключения, по-
рогового значения ОП, рассчитываемого для 
каждого планшета), рассчитывали по формуле:
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ОПPSCP = (ОПNC средн. + ОП100 нг/мл) / 2,

где ОПNC средн.  – среднее арифметическое значе-
ние ОП контрольной пулированной сыворотки 
крови, не содержащей антитела к лекарственно-
му препарату (NC), в 4 повторах; ОП100 нг/мл – сред-
нее арифметическое значение ОП контрольной 
пулированной сыворотки крови, нагруженной 
100  нг/мл коммерческих антител к лекарствен-
ному препарату в 4 повторах. Чувствительность 
≤ 100 нг/мл принималась как приемлемая.

Образцы с ИП ≤ 1 считались содержащими 
НАТ к пембролизумабу, а с ИП > 1 – не содержа-
щими НАТ к пембролизумабу.

Влияние циркулирующего пембролизума-
ба оценивали как в холостой контрольной про-
бе (пулированная сыворотка крови человека 
10 здоровых доноров, не содержащая антитела 
к пембролизумабу), так и в контрольной про-
бе, нагруженной коммерческими нейтрализую-
щими антителами к пембролизумабу на уровне 
100 нг/ мл. 

При оценке методики, соответствующей схе-
ме 1.1, не было выполнено требование по необ-
ходимой чувствительности методики 100 нг/мл. 
При изучении показателей чувствительности и 
лекарственной толерантности положительный 
результат был получен только в образце, содер-
жащем 1000 нг/мл НАТ в присутствии 40 мкг/мл 
пембролизумаба (рис. 2). 

Рисунок 2. Оценка чувствительности методик 
в присутствии свободного пембролизумаба 40 мкг/мл
Примечание. ИП – индекс позитивности.
Figure 1. Assessment of the sensitivity of the techniques 
in the presence of free pembrolizumab 40 µg/mL
Note. IP is an index of positivity.
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В свою очередь, результаты данного исследо-
вания показали, что при использовании пред-
варительной обработки образцов методом ACE 
были получены результаты, соответствующие 
критериям приемлемости для данной методики. 
Все холостые образцы на всех уровнях тестиру-
емого циркулирующего лекарственного пре-
парата были правильно классифицированы как 
отрицательные (ИП > 1). В то время как образ-
цы, содержащие НАТ на уровне 100 нг/мл, были 
определены как положительные при концентра-
ции пембролизумаба 40 мкг/мл (рис. 1). Таким 
образом, для дальнейшей валидации при опреде-
лении НАТ к пембролизумабу была выбрана ме-
тодика с использованием техники ACE.

Предел исключения, чувствительность, спец-
ифичность

При валидации методики проведено сравне-
ние расчета ОПPSCP по формуле (1) и при помощи 
ROC-анализа, где ОПPSCP определяли, как зна-
чение ОП, в котором специфичность и чувстви-
тельность равны 100%, что указывает на способ-
ность методики однозначно классифицировать 
образцы на положительные и отрицательные. 
При этом в каждом аналитическом цикле (про-
ведении анализа в индивидуальном планшете) 
используется плавающий предел исключения 
ОПPSCP. 

Для валидации тест-системы были проанали-
зировали 60 образцов сывороток крови человека 
параллельно в виде холостых образцов и в виде 
образцов, нагруженных коммерческими анти-
телами к пембролизумабу (Krishgen BioSystems) 
до концентрации 100 нг/мл. Анализ выполняли 
в рамках трех валидационных серий, каждая из 
которых включала 20 пар образцов, исходных и 
с добавкой. Результаты сравнения двух подходов 
к определению ОПPSCP представлены в таблице 1.

Устойчивость методики к присутствию лекар-
ственного препарата

Для оценки возможности методики получать 
устойчивые результаты и детектировать антитела 
в присутствии биологического препарата была 
проведена оценка ее толерантности к присут-
ствию лекарственного препарата (drug tolerance). 
Для этого были проанализированы образцы на 
двух уровнях концентраций антител к пемброли-
зумабу 250 нг/мл (MPC) и 100 нг/мл (LPC) с до-
бавлением и без добавления лекарственного пре-
парата до уровня концентрации 20 мкг/мл и 40 
мкг/мл в образце. Для интерпретации получен-
ных данных рассчитали относительное отклоне-
ние значений ОП для образцов с добавлением и 
без добавления препарата. Критерием приемле-
мости является сохранение аналитического от-
клика положительных образцов ниже ОПPSCP.
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПРЕДЕЛА ИСКЛЮЧЕНИЯ ПРИ ПОМОЩИ ROC-АНАЛИЗА И ПО ФОРМУЛЕ 
(1), МЕТОДА РАСЧЕТА ПРИ ИСПОЛЬЗОВАНИИ В РАСЧЕТЕ ОПPSCP СРЕДНЕГО АРИФМЕТИЧЕСКОГО ЗНАЧЕНИЯ 
ОП ОТРИЦАТЕЛЬНЫХ ОБРАЗЦОВ И ОП ЭТИХ ЖЕ ОБРАЗЦОВ, НАГРУЖЕННЫХ АНТИТЕЛАМИ К ПЕМБРОЛИЗУМАБУ 
ДО КОНЦЕНТРАЦИИ 100 НГ/МЛ

TABLE 1. THE RESULTS OF DETERMINING THE EXCLUSION LIMIT USING ROC ANALYSIS AND FORMULA (1), 
A CALCULATION METHOD USING THE ARITHMETIC MEAN OF THE OD OF NEGATIVE SAMPLES AND OD OF THE SAME 
SAMPLES LOADED WITH ANTIBODIES TO PEMBROLIZUMAB UP TO A CONCENTRATION OF 100 NG/ML

Наименование параметра
Parameter

1-й цикл анализа
Cycle 1 of analysis

n = 20

2-й цикл анализа
Cycle 2 of analysis

n = 20

3-й цикл анализа
Cycle 3 of analysis

n = 20
Чувствительность, 95% ДИ
Sensitivity, 95% DI

100%
(83,89-100,0%)

100%
(83,89-100,0%)

100 %
(83,89-100,0%)

Специфичность, 95% ДИ
Specificity, 95% CI

100 %
(83,89-100,0%)

100%
(83,89-100,0%)

100%
(83,89-100,0%)

ОПPSCP, рассчитанный по ROC-кривой
ОПPSCP, calculated from the ROC curve 1,923 1,692 1,924

ОПPSCP, рассчитанный по формуле (1)
ОПPSCP, calculated according to the 
formula (1)

1,924 1,709 1,953

p-value < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ УСТОЙЧИВОСТИ К ЛЕКАРСТВЕННОМУ ПРЕПАРАТУ

TABLE 2. THE RESULTS OF DRUG TOLERANCE

Образец
Sample

Оптическая плотность 
Optical density

ODPSCP / ОПPSCP = 2,0259
Среднее 

Mean
CO
SD

КВ, %
CV, %

ОП1 ОП2 ОП3 ОП4
LPC 1,376 1,235 1,261 1,380 1,313 0,08 5,8
MPC 0,805 0,753 0,764 0,742 0,766 0,03 3,6
LPC + АТ, 20 µµg/mL 1,359 1,517 1,471 1,660 1,501 0,12 8,3
LPC + АТ, 40 µµg/mL 1,890 1,674 1,537 1,683 1,696 0,15 8,6
MPC + АТ, 20 µµg/mL 0,827 0,998 0,987 0,812 0,906 0,10 11,1
MPC + АТ, 40 µµg/mL 1,033 1,033 0,984 1,082 1,033 0,04 3,9
NC 2,232 2,243 2,238 2,297 2,252 0,03 1,3

Примечание. СО – стандартное отклонение, КВ – коэффициент вариации. Контроли LPC-100 нг/мл, MPC-250 нг/мл 
содержат антитела к пембролизумабу в присутствии пембролизумаба 20 мкг/мл (+20 мкг/мл) и 40 мкг/мл (+40 мкг/мл).

Note. SD, standard deviation; CV, coefficient of variation. Control LPS-100 ng/mL MP-250 ng/mL contain antibodies to 
pembrolizumab in the presence of pembrolizumab 20 µg/mL (+20 µg/mL) and 40 µg/mL (+40 µg/mL).

Результаты представлены в таблице 2 и пока-
зывают, что все образцы, содержащие антитела к 
пембролизумабу в концентрации 100 и 250 нг/ мл, 
в присутствии пембролизумаба до 40 мкг/мл 
определялись как содержащие нейтрализующие 
антитела к лекарственному препарату, что соот-
ветствует необходимому уровню толерантности.

Прецизионность
Для оценки прецизионности использовали 

образцы трех уровней концентраций 500 нг/мл 
(HPC), 250 нг/мл (МPC), 100 нг/мл (LPC) и NC. 

Для оценки использовали шесть независимых 
контрольных образцов каждого уровня концен-
трации. Для интерпретации полученных данных 
рассчитали коэффициент вариации (КВ), % зна-
чений ОП для образцов каждого уровня концен-
трации в аналитическом цикле.

Использовали следующие критерии прием-
лемости: значения ОП для контрольных образ-
цов в подтверждающем тесте соответствовали:  
ОПHPC < ОПМPC < ОПLPC < PSCP < NC. КВ не дол-
жен превышать 20% для положительных образ-
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цов. КВ внутри каждого из 6 циклов для каждого 
контрольного образца не превышал 8%, данные 
по воспроизводимости между циклами представ-
лены в таблице 3.

Специфичность
Специфичность – это способность одно-

значно оценивать определяемое вещество и не 
давать перекрестной реактивности со структур-
но родственными соединениями. Так как пем-
бролизумаб является гуманизированным МАТ, 
включающим гипервариабельным участком им-
муноглобулина мыши, то в качестве его струк-
турно родственного соединения были выбраны 
другие лекарственные препараты  – олокизумаб 
и трастузумаб. Для оценки специфичности ис-
пользовали образцы пембролизумаба (100 нг/мл) 
и NC в вариантах без добавки или с добавкой ан-

ТАБЛИЦА 3. ПРЕЦИЗИОННОСТЬ МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕЙТРАЛИЗУЮЩЕЙ АКТИВНОСТИ АНТИТЕЛ 
К ПЕМБРОЛИЗУМАБУ В ХОДЕ ШЕСТИ СЕРИЙ

TABLE 3. THE PRECISION OF THE METHOD FOR DETERMINING THE NEUTRALIZING ACTIVITY OF ANTIBODIES 
TO PEMBROLIZUMAB DURING SIX SERIES

Образец
Sample

Оптическая плотность
Optical density КВ, %

СV, %
1 2 3 4 5 6 Среднее

Mean
CO
SD

HPC 0,697 0,730 0,540 0,489 0,575 0,644 0,612 0,094 15,3
MPC 0,910 0,901 0,707 0,868 0,875 0,924 0,864 0,080 9,2
LPC 1,493 1,490 1,258 1,188 1,406 1,503 1,390 0,136 9,8
NC 2,376 2,414 2,298 2,240 2,333 2,424 2,347 0,071 3,0
PSCP 1,935 1,952 1,778 1,714 1,869 1,963 1,869 0,093 5,0

Примечание. СО – стандартное отклонение, КВ – коэффициент вариации. 

Note. SD, standard deviation; CV, coefficient of variation.

Рисунок 3. Зависимость ОП от концентрации антител 
к пембролизумабу (обратная зависимость)
Figure 3. The dependence of OD on the concentration 
of antibodies to pembrolizumab (the inverse relationship)
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тител к олокизумабу (на уровне 1000 нг/мл). По 
результатам анализа усредненное значение ОП 
должно быть ниже PSCP для LPC и выше PSCP 
для интактной сыворотки.

«Хук»-эффект и линейность отклика
Наблюдалось снижение ОП градуировочных 

образцов с увеличением концентрации анти-
тел к пембролизумабу (обратная зависимость, 
см.  рис.  3), что позволило доказать отсутствие 
«хук»-эффекта до концентрации 1000 нг/мл. 
В данном исследовании верхняя точка проверки 
диапазона была ограничена концентрацией об-
разца положительного контроля, используемой 
ИФА тест-системы. 

Обсуждение
Решение Коллегии ЕЭК №  89  [1] допускает 

при невозможности (недоступности) нейтрали-
зующих методов количественного определения 
на основе клеток использовать методы конку-
рентного связывания с лигандом или другие аль-
тернативы. Однако при их использовании необ-
ходимо обосновать, что данные методы отражают 
нейтрализующую способность (активность) ис-
следуемых антител [7, 8]. Для такого обоснования 
можно учесть точку зрения Руководства FDA [6], 
которое в вопросах обоснования неклеточного 
подхода ссылается на работу [17], в которой опи-
сываются его следующие научные обоснования: 
исследуемый препарат блокирует белок-мишень 
(особенно если препарат представляет собой 
моноклональное антитело); для реализации дей-
ствия препарат не должен попадать внутрь клет-
ки. Действительно, препарат пембролизумаб со-
ответствует данным условиям: он является МАТ, 
блокирующим PD-1; механизм действия пем-
бролизумаба реализуется на поверхности клеток 
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Т-лимфоцитов, на которых располагаются ре-
цепторы PD-1. В любом из указанных тестов се-
рьезной проблемой является циркулирующее ле-
карственное средство, при этом его присутствие 
даже в минимальных количествах может значи-
тельно повлиять на результаты анализа, вызывая 
ложноположительные или ложноотрицательные 
результаты.

Наличие циркулирующих МАТ приводит к 
тому, что нейтрализующие антитела в формате 
анализа связывания с иммобилизованным пре-
паратом вступают в иммунный комплекс с пре-
паратом в образце, тем самым препятствуя их 
обнаружению и приводя к ложноотрицательно-
му результату. Высокие концентрации циркули-
рующего лекарственного средства также могут 
связываться с мишенью, используемой в ана-
лизе, что будет конкурировать с лекарственным 
средством, используемым в качестве детекторно-
го реагента в анализе, и подавлять сигнал, при-
водя к ложноположительному результату. Такие 
затруднения могут повлиять на интерпретацию 
результатов анализа, что приведет к серьезным 
последствиям как для безопасности пациентов, 
так и для производителей данных препаратов в 
случае ложноположительной иммуногенности 
препарата. В научных публикациях описаны раз-
личные подходы для устранения влияния цирку-
лирующего лекарственного средства на результат 
анализа [15, 16, 21, 23, 24, 25].

В нашем исследовании мы предложили под-
ход для определения нейтрализующих антител к 
пембролизумабу, позволяющий решить пробле-
му вмешательства циркулирующего терапевтиче-
ского моноклонального антитела (до 40 мкг/мл), 
присутствовавшего в анализируемых образцах. 
На первом этапе проводили кислотную диссо-
циацию иммунного комплекса, далее применяли 
технику ACE и проводили анализ конкурентного 
связывания PD-1 с пембролизумабом, конъюги-
рованным с пероксидазой хрена.

Свою роль играет и то, что для определения 
иммуногенности как связывающих, так и ней-
трализующих антител нет эталонного стандарта, 
который мог бы достоверно оценивать имму-
ногенность к данному препарату. Поэтому при 
разработке анализов, в том числе на нейтрализу-
ющие антитела, на данный момент используют 
суррогатные контроли, которые могут обладать 
не такой иммуногенностью, как нейтрализую-
щие антитела, продуцируемые против препара-
та у пациентов. Тем не менее мировая практика 
при изучении иммуногенности использует дан-
ные контроли при невозможности использова-
ния другого варианта [13, 21]. При этом при раз-
работке на нейтрализующие антитела главным 
критерием методики является демонстрация по-
тери функциональной активности препарата, и 
суррогатные контроли в этом случае достоверно 
имитируют данный механизм.

Выводы
Была разработана и валидирована методика 

выявления нейтрализующих антител к пембро-
лизумабу, основанная на ингибировании пем-
бролизумаба с его мишенью PD-1 в сочетании с 
техникой ACE.

Благодаря применению подходов, описанных 
в данной работе к предварительной обработке 
образцов для анализа нейтрализующих анти-
тел, была достигнута лекарственная толерант-
ность при рекомендованной чувствительности 
100  нг/ мл в присутствии циркулирующего пем-
бролизумаба 40 мкг/мл. 

Был обоснован метод расчета предела исклю-
чения, чувствительности и селективности на ос-
новании ROC-анализа и плавающего предела ис-
ключения (PSCP) через средние арифметические 
значения ОП NC и LPC в каждом индивидуаль-
ном аналитическом планшете.
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