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Äëÿ îöåíêè ïåðñîíàëèçèðîâàííîé ôàðìàêîêèíåòèêè êîíêóðåíòíîãî èíãèáèòîðà ñâÿçûâà-

íèÿ ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè (ÔÍÎ) ýòàíåðöåïòà ñ êëåòî÷íûìè ïîâåðõíîñòíûìè ðåöåï-

òîðàìè áûëà ðàçðàáîòàíà òåñò-ñèñòåìà íà îñíîâå òâåðäîôàçíîãî ÈÔÀ äëÿ êîëè÷åñòâåí-

íîãî îïðåäåëåíèÿ ýòàíåðöåïòà â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ ïàöèåíòîâ. Öåëüþ íàñòîÿùå-

ãî èññëåäîâàíèÿ ñòàëà âàëèäàöèÿ äàííîé òåñò-ñèñòåìû. Â ðåçóëüòàòå îïðåäåëåíû ñëå-

äóþùèå õàðàêòåðèñòèêè ïðåäñòàâëåííîé òåñò-ñèñòåìû: ÷åòûðåõïàðàìåòðè÷åñêàÿ êàëèá-

ðîâî÷íàÿ çàâèñèìîñòü îò 8 êàëèáðàòîðîâ êîíöåíòðàöèåé 0,04 – 10,0 ìêã/ìë, íèæíèé

ïðåäåë îïðåäåëåíèÿ 0,04 ìêã/ìë, ïðåöèçèîííîñòü ìåæäó ñåðèÿìè 12,5%, âíóòðè ñåðèè

10,3%, ïðàâèëüíîñòü ìåæäó ñåðèÿìè 96,7 – 101,6%, âíóòðè ñåðèè 96,0 – 102,9%, êðàòêî-

ñðî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü – 6 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, äîëãîñðî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü –

109 äíåé ïðè –20°Ñ, ñòàáèëüíîñòü ïðè òðåõ öèêëàõ çàìîðàæèâàíèÿ–îòòàèâàíèÿ. Ïîëó-

÷åííûå õàðàêòåðèñòèêè ïîçâîëÿþò ïðèìåíÿòü òåñò-ñèñòåìó äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ ýòàíåð-

öåïòà â áèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòÿõ, òàê êàê îíà îòâå÷àåò ìåæäóíàðîäíûì ñòàíäàðòàì ïî

âàëèäàöèè áèîàíàëèòè÷åñêèõ ìåòîäîâ.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ýòàíåðöåïò; ÈÔÀ; âàëèäàöèÿ; ôàðìàêîêèíåòèêà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ âñå áîëüøåå ðàñïðîñòðàíåíèå

èìåþò àóòîèììóííûå çàáîëåâàíèÿ, îáóñëîâëåííûå èç-

áûòêîì öèòîêèíà ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëè (ÔÍÎ,

Tumor necrosis factor, TNF) [1]. Ê äàííîé ãðóïïå íîçî-

ëîãèé îòíîñÿòñÿ ðåâìàòîèäíûé àðòðèò (ÐÀ) [2], àíêè-

ëîçèðóþùèé ñïîíäèëîàðòðèò èëè áîëåçíü Áåõòåðåâà

[3], ïñîðèàç [4] è ðÿä ñõîæèõ àóòîèììóííûõ ïàòîëî-

ãèé. Ðàçðàáîòêà òåðàïåâòè÷åñêîãî ëå÷åíèÿ äàííûõ

àóòîèììóííûõ çàáîëåâàíèé ïðåäñòàâëÿåò îäíó èç íàè-

áîëåå ñëîæíûõ çàäà÷ ñîâðåìåííîé ìåäèöèíñêîé íàó-

êè. Ðåçóëüòàòîì ðàçâèòèÿ çíàíèé î ïðèðîäå àóòîèì-

ìóííûõ çàáîëåâàíèé ñòàëî ïîÿâëåíèå îáøèðíîãî

êëàññà áîëåçíü-ìîäèôèöèðóþùèõ àíòèðåâìàòè÷åñêèõ

ïðåïàðàòîâ (ÁÌÀÐÏ) [5]. Îäíàêî ñ ïîìîùüþ ÁÌÀÐÏ

ïåðâîãî ïîêîëåíèÿ, òàêèõ êàê ìåòîòðåêñàò, ÷àñòî íå

óäàâàëîñü äîñòè÷ü èëè ïîääåðæèâàòü àäåêâàòíûé îò-

âåò îðãàíèçìà, à ëå÷åíèå ÷àñòî âûíóæäåííî ïðåðûâà-

ëîñü èç-çà ïîáî÷íûõ ýôôåêòîâ è òîêñè÷íîñòè [6].

Ïðîãðåññ â ïîíèìàíèè ïàòîôèçèîëîãèè àóòîèììóí-

íûõ çàáîëåâàíèé, â ïåðâóþ î÷åðåäü ÐÀ, ïðèâåë ê ðàç-

ðàáîòêå áèîëîãè÷åñêèõ ÁÌÀÐÏ, êîòîðûå èçáèðàòåëü-

íî íàöåëåíû íà ïðîâîñïàëèòåëüíûå öèòîêèíû, òàêèå

êàê ÔÍÎ. Îñîáåííîñòüþ ÔÍÎ ÿâëÿåòñÿ âûïîëíåíèå â

îðãàíèçìå êàê ïðîâîñïàëèòåëüíûõ, òàê è èììóíîðåãó-

ëÿòîðíûõ ôóíêöèé. Ïðè÷èíîé äàííîãî äóàëèçìà ÿâëÿ-

åòñÿ êîíêóðåíòíîå âçàèìîäåéñòâèå ëèãàíäà ñ äâóìÿ

ðåöåïòîðàìè, TNFR I è II, êîòîðûå àêòèâèðóþò ðàç-

ëè÷íûå ñèãíàëüíûå ïóòè. Íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè ïðî-

äóêöèè ÔÍÎ ïðè ÐÀ îïîñðåäóåò ñèíîâèàëüíóþ ïðî-

ëèôåðàöèþ è ïðîäóöèðóåò äðóãèå ïðîâîñïàëèòåëüíûå

öèòîêèíû, ïðîñòàãëàíäèíû è ìåòàëëîïðîòåèíàçû [7].

Ðåçóëüòàòîì èññëåäîâàíèé äàííîãî íàïðàâëåíèÿ èì-

ìóíîëîãèè è ôàðìàêîëîãèè ñòàëî ïîÿâëåíèå â

1998 ãîäó ýòàíåðöåïòà (ïðåïàðàò ïîä òîðãîâîé ìàðêîé

Ýíáðåë
®

), ïåðâîãî ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèöèòîêèíîâîãî

ïðåïàðàòà äëÿ ëå÷åíèÿ ÐÀ. Óíèêàëüíûå ôàðìàêîëîãè-

÷åñêèå ñâîéñòâà ýòàíåðöåïòà, òàêèå êàê äèìåðíàÿ

ñòðóêòóðà è ñî÷åòàíèå ïðîäóêòîâ ãåíà TNF è Fc-ôðàã-

ìåíòà ÷åëîâå÷åñêîãî IgG, ïîçâîëèëè äîáèòüñÿ çíà÷è-

òåëüíîãî ïðîãðåññà â òåðàïèè ÐÀ è ðÿäà äðóãèõ àóòî-

èììóííûõ ïàòîëîãèé ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè

ÁÌÀÐÏ ïðè çíà÷èòåëüíî áîëüøåì óðîâíå áåçîïàñíî-

ñòè äëÿ ïàöèåíòà [8].

Îñíîâíûìè ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòè-

êàìè ýòàíåðöåïòà ÿâëÿþòñÿ àáñîëþòíàÿ áèîäîñòóï-

íîñòü â ïðåäåëàõ 76 %, äîñòèæåíèå ìàêñèìàëüíîé

êîíöåíòðàöèè â êðîâè ÷åðåç 48 ÷ ïîñëå îäíîêðàòíîé

ïîäêîæíîé èíúåêöèè è äîñòàòî÷íî ìåäëåííîå âûâåäå-

íèå èç îðãàíèçìà [9]. Ïîñëå îäíîêðàòíîãî ïîäêîæíîãî

ââåäåíèÿ 25 ìã ïðåïàðàòà ñðåäíÿÿ ìàêñèìàëüíàÿ êîí-

öåíòðàöèÿ ýòàíåðöåïòà â ïëàçìå êðîâè áûëà

1,65 � 0,66 ìêã/ìë, ïëîùàäü ïîä êðèâîé “êîíöåíòðà-

öèÿ–âðåìÿ” (AUC) – 235 � 96,6 ìêã � ÷/ìë. Ïåðèîä ïî-

ëóâûâåäåíèÿ (Ò
1/2

) ñîñòàâëÿåò îêîëî 70 ÷. Ó ïàöèåíòîâ

ñ ÐÀ êëèðåíñ ðàâåí ïðèáëèçèòåëüíî 0,066 ë/÷, ÷òî íå-

ñêîëüêî íèæå åãî çíà÷åíèÿ 0,11 ë/÷ ó çäîðîâûõ äîáðî-

âîëüöåâ [9]. Ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè

ýòàíåðöåïòà ó ïàöèåíòîâ ñ ÐÀ, àíêèëîçèðóþùèì ñïîí-

äèëîàðòðèòîì è ïñîðèàçîì ñõîäíû. Äëÿ óñïåøíîãî

êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ ýòàíåðöåïòà íåîáõîäèìî

÷åòêî ïðåäñòàâëÿòü èíäèâèäóàëüíûå ïîêàçàòåëè äèíà-

ìèêè êîíöåíòðàöèè ïðåïàðàòà â êðîâè, òàê êàê îíà

ñèëüíî çàâèñèò îò ìíîæåñòâà ïàðàìåòðîâ, âêëþ÷àÿ

ýêñïðåññèþ ðÿäà ãåíîâ, íàïðèìåð, TNF è ðåöåïòîðîâ

ÔÍÎ. Îäíèì èç íàèáîëåå ïðàêòè÷íûõ ñïîñîáîâ êîëè-

÷åñòâåííîé îöåíêè óðîâíÿ ýòàíåðöåïòà â êðîâè ïàöè-

åíòà ÿâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå ìåòîäà èììóíîôåðìåíòíî-

ãî àíàëèçà (ÈÔÀ, enzyme-linked immunosorbent assay,
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ELISA). Ìåòîä ÈÔÀ áûë óñïåøíî ïðèìåíåí çà ðóáå-

æîì äëÿ îöåíêè ôàðìàêîäèíàìèêè ýòàíåðöåïòà êàê ó

çäîðîâûõ äîíîðîâ [10], òàê è ó ïàöèåíòîâ ñ ðàçëè÷íû-

ìè íîçîëîãèÿìè [11, 12]. Ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìå-

òîäàìè, íàïðèìåð, èììóíîõåìèëþìèíèñöåíöèåé è

ìàññ-ñïåêòðîìåòðèåé, ÈÔÀ îáëàäàåò íåîñïîðèìûìè

ïðåèìóùåñòâàìè: íåâûñîêîé ñòîèìîñòüþ îòíîñèòåëü-

íî çàðóáåæíûõ àíàëîãîâ, âîçìîæíîñòüþ áûñòðî íàëà-

äèòü ìàññîâîå ïðîèçâîäñòâî, îïòèìèçèðîâàííûìè ïîä

êîíêðåòíóþ çàäà÷ó òåõíè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè,

âîçìîæíîñòüþ ïðèìåíåíèÿ â ïðàêòè÷åñêè ëþáîé êëè-

íèêî-äèàãíîñòè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè áåç ñïåöèàëüíîé

ïîäãîòîâêè ïåðñîíàëà è äîðîãîñòîÿùåãî îáîðóäîâà-

íèÿ. Íåñìîòðÿ íà íàëè÷èå çàïàäíûõ ðàçðàáîòîê [13], â

íàñòîÿùåå âðåìÿ ñòîèò àêòóàëüíàÿ çàäà÷à ñîçäàíèÿ

îòå÷åñòâåííîé òåñò-ñèñòåìû íà îñíîâå ÈÔÀ äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ êîíöåíòðàöèé ýòàíåðöåïòà. Äàííàÿ çàäà÷à óñ-

ïåøíî âûïîëíåíà â ÎÎÎ “Íàó÷íî-ïðîèçâîäñòâåííûé

öåíòð Ïðîáèîòåê”, â ðåçóëüòàòå ïðåäñòàâëåíà òåñò-

ñèñòåìà íà îñíîâå òâåðäîôàçíîãî “ñýíäâè÷”-ÈÔÀ. Ðà-

íåå ïîäîáíûé ïîäõîä áûë óñïåøíî ðåàëèçîâàí â àíà-

ëîãè÷íûõ òåñò-ñèñòåìàõ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðèòóêñèìà-

áà [14] è òðàñòóçóìàáà [15].

Öåëüþ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿëñÿ âñåñòî-

ðîííèé àíàëèç ïðèãîäíîñòè ïðåäñòàâëåííîé òåñò-ñèñ-

òåìû äëÿ êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ (âàëèäàöèÿ) è

îöåíêà åå õàðàêòåðèñòèê ñîîòâåòñòâèþ ìåæäóíàðîä-

íûì ñòàíäàðòàì [16].

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü

Ïðåäñòàâëåííàÿ òåñò-ñèñòåìà âûïîëíåíà ïî êëàññè-

÷åñêîé äëÿ êîììåð÷åñêîãî íàáîðà äëÿ ÈÔÀ ñõåìå. Îíà

âêëþ÷àåò ïîëèñòåðîëîâûé 96-ëóíî÷íûé ïëàíøåò ñ

ñåíñèáèëèçèðîâàííûìè èäèîòèïè÷åñêèìè ìîíîêëî-

íàëüíûìè àíòèòåëàìè ê ýòàíåðöåïòó, ôëàêîí ñ êàëèá-

ðîâî÷íûì ðàñòâîðîì ýòàíåðöåïòà êîíöåíòðàöèåé

500 ìêã/ìë îáúåìîì 2 ìë, ïðîáèðêó ñ 20× ðàñòâîðîì

âòîðè÷íîãî êîíúþãàòà êîçüèõ ïîëèêëîíàëüíûõ àíòè-

òåë ïðîòèâ Fc-ôðàãìåíòà IgG ÷åëîâåêà ñ ïåðîêñèäàçîé

õðåíà (À0170, Sigma-Aldrich, ÑØÀ) îáúåìîì 0,7 ìë,

ôëàêîí ñ 20× êîíöåíòðàòîì ïðîìûâî÷íîãî ðàñòâîðà

(ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð ñ äîáàâëåíèåì

Òâèí-20 (Oleon N C, Áåëüãèÿ), ðÍ 7,0 � 0,5) îáúåìîì

15 ìë, ôëàêîí ñ ðàñòâîðîì ñóáñòðàòà íà îñíîâå

3,3�,5,5�-òåòðàìåòèëáåíçèäèíà (ÒÌÁ) ñ äîáàâëåíèåì

ïåðåêèñè âîäîðîäà, ãîòîâûé äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ, îáúå-

ìîì 14 ìë, ôëàêîí ñî ñòîï-ðåàãåíòîì (1 Ì ñåðíàÿ êè-

ñëîòà) îáúåìîì 15 ìë, ïëåíêó äëÿ çàêëåèâàíèÿ ïëàí-

øåòà, òåõíè÷åñêóþ äîêóìåíòàöèþ.

Âûïîëíåíèå àíàëèçà ïðîâîäèëîñü â ñëåäóþùåé ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòè: â êàæäóþ ëóíêó ïëàíøåòà äîáàâëÿ-

ëè ïî 100 ìêë êàëèáðàòîðîâ èëè îáðàçöîâ äëÿ êîíòðî-

ëÿ êà÷åñòâà, ðàçáàâëåííûõ â 400 ðàç áóôåðîì äëÿ ðàç-

áàâëåíèÿ (ÔÑÁ ñ äîáàâëåíèåì 0,1 % áû÷üåãî

ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà è 0,1 % Òâèí 20), ïëàíøåò

çàêëåèâàëè àäãåçèâíîé ïëåíêîé è èíêóáèðîâàëè 1 ÷

ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà øåéêåðå 250 îá/ìèí,

ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè 3 ðàçà ïî 250 ìêë ïðîìûâî÷íî-

ãî áóôåðà äëÿ êàæäîé ëóíêè, âíîñèëè ïî 100 ìêë

ïðåäâàðèòåëüíî ðàçáàâëåííîãî êîíúþãàòà, çàêëåèâàëè,

èíêóáèðîâàëè 30 ìèí ïðè 250 îá/ìèí, ïðîìûâàëè àíà-

ëîãè÷íî ïåðâîìó ðàçó, äîáàâëÿëè 100 ìêë ðàñòâîðà

ÒÌÁ, çàêëåèâàëè, èíêóáèðîâàëè 30 ìèí â òåìíîòå, äî-

áàâëÿëè 100 ìêë ñòîï-ðàñòâîðà, èíòåíñèâíî âñòðÿõè-

âàëè è ïðîâîäèëè èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè.

Âàëèäàöèþ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ìèêðî-

ïëàíøåòíîãî ôîòîìåòðà Multyscan FC (Dynex Techno-

logies Inc., ÑØÀ) ïðè äëèíå âîëíû 450 íì. Ïîñòðîå-

íèå ãðàôèêîâ äëÿ ðàñ÷åòà êîíöåíòðàöèè ýòàðíåöåïòà â

çàâèñèìîñòè îò îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êàëèáðàòîðîâ è

âû÷èñëåíèå ðåãðåññèîííîé ìîäåëè âûïîëíÿëè ñ ïîìî-

ùüþ ïàêåòà àíàëèçà OriginPro (Origin Labs, ÑØÀ).

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ, âû÷èñëåíèå

ïðàâèëüíîñòè è ïðåöèçèîííîñòè îñóùåñòâëÿëè ñ ïðè-

ìåíåíèåì Excel 2010 (Microsoft, ÑØÀ).

Èñïîëüçîâàííûå äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ äëÿ

êîíòðîëÿ êà÷åñòâà è áëàíêîâûõ ñûâîðîòîê îáðàçöû

êðîâè ëþäåé áûëè ïîëó÷åíû îò ÃÊÓÇ Òâåðñêîé îáëàñ-

òè “Ñòàíöèÿ ïåðåëèâàíèÿ êðîâè” Ìèíèñòåðñòâà çäðà-

âîîõðàíåíèÿ Òâåðñêîé îáëàñòè. Âñå èçìåðåíèÿ ñ ïðè-

ìåíåíèåì áèîìàòåðèàëîâ ÷åëîâåêà ïðîâîäèëèñü â ñî-

îòâåòñòâèè ñ ýòè÷åñêèìè ïðèíöèïàìè Õåëüñèíêñêîé

äåêëàðàöèè 1975 ãîäà. Äàííîå èññëåäîâàíèå áûëî

ïðîâåäåíî â ñîîòâåòñòâèè ñ Ïðîòîêîëîì êëèíè÷åñêîãî

èññëåäîâàíèÿ ¹ CT-210222-RAPSK (Âåðñèÿ: 2.0 îò

27.06.2022), ÐÊÈ ¹ 464 îò 28 èþëÿ 2022 ã.

Âñå äîíîðû çàïîëíèëè è ïîäïèñàëè èíôîðìèðîâàí-

íîå ñîãëàñèå íà ó÷àñòèå â äàííîì èññëåäîâàòåëüñêîì

ïðîåêòå è íà ïóáëèêàöèþ ðåçóëüòàòîâ.

Â êà÷åñòâå îáðàçöà ýòàíåðöåïòà èñïîëüçîâàëñÿ ïðå-

ïàðàò Ýíáðåë, ëèîôèëèçàò äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ðàñòâî-

ðà äëÿ ïîäêîæíîãî ââåäåíèÿ 25 ìã/ìë, ïðîèçâîäñòâà

Ïôàéçåð ÌÔÃ, Áåëüãèÿ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Ëèíåéíîñòü ìåòîäà îöåíèâàëè ïî àíàëèçó 8 êàëèá-

ðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ, èç êîòîðûõ 7 íåíóëåâûõ, â áëàí-

êîâîé ÷åëîâå÷åñêîé ñûâîðîòêå ñ èñïîëüçîâàíèåì àëãî-

ðèòìà ïîäáîðà îòâåòà íà îñíîâå ÷åòûðåõïàðàìåòðè÷å-

ñêîé ëîãèñòè÷åñêîé ðåãðåññèè çàâèñèìîñòè

îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (optical density, OD) îò êîíöåí-

òðàöèè ýòàíåðöåïòà. Êîíöåíòðàöèÿ ñòàíäàðòîâ-êàëèá-

ðàòîðîâ ñîñòàâèëà 0, 0,04, 0,08, 0,4, 2, 5, 8 è 10 ìêã/ìë.

Ëîãè÷åñêàÿ ðåãðåññèÿ ïî 4 ïàðàìåòðàì ñîñòàâèëà

ó = 2,62975 + (0,07751 – 2,62975)/(1 + (x/5,41417)

0,88737

),

ãäå ó – îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü â óñëîâíûõ åäèíèöàõ, õ –

êîíöåíòðàöèÿ ýòàíåðöåïòà, ìêã/ìë.

Âûÿâëåííûé ñðåäíèé êîýôôèöèåíò êîððåëÿöèè ïî

8 ñòàíäàðòíûì êðèâûì ñîñòàâèë r = 0,99985. Òèïè÷-

íàÿ êðèâàÿ ñ óñðåäíåíèåì ïî 8 èçìåðåíèÿì ïðåäñòàâ-

ëåíà íà ðèñóíêå. Ïðè îáðàòíîì ðàñ÷åòå êîíöåíòðàöèé

êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòîâ îòêëîíåíèÿ îò òåîðåòè÷å-

ñêèõ çíà÷åíèé íàõîäèëèñü â ïðåäåëàõ äîïóñòèìûõ

20 % îò èõ íîìèíàëüíîé êîíöåíòðàöèè è ñîñòàâèëè îò

2,79 � 1,56 % äî 7,92 � 3,25 %. Ðåãðåññèîííàÿ ìîäåëü

ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ëîãàðèôìè÷åñêóþ ôóíêöèþ

y = 0,7473ln(x) – 0,0023

ïðè âåëè÷èíå äîñòîâåðíîé àïïðîêñèìàöèè

R2

= 0,9703.
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Äëÿ äàëüíåéøèõ âàëèäàöèîííûõ ýêñïåðèìåíòîâ

áûëè ïðèãîòîâëåíû 5 îáðàçöîâ äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà

ïóòåì ðàçáàâëåíèÿ áàçîâîãî ñòîê-ðàñòâîðà ýòàíåðöåï-

òà êîíöåíòðàöèåé 50 ìã/ìë äî êîíöåíòðàöèé 0,04, 0,1,

4, 7,5 è 10 ìêã/ìë.

Äëÿ ïðîâåðêè ñåëåêòèâíîñòè ìåòîäèêè áûëè ïðî-

àíàëèçèðîâàíû â òðåõ ïîâòîðàõ 10 ðàçíûõ îáðàçöîâ

áëàíêîâîé ïëàçìû, âêëþ÷àÿ ãåìîëèçèðîâàííûå è ãè-

ïåðëèïèäåìè÷åñêèå îáðàçöû, ñ äîáàâëåíèåì ýòàíåð-

öåïòà äî óðîâíÿ êîíöåíòðàöèè 0,04 ìêã/ìë. Â ðåçóëü-

òàòå ìàêñèìàëüíîå ñðåäíåå îòêëîíåíèå ðàññ÷èòàííîé

êîíöåíòðàöèè îáðàçöà êîíòðîëÿ êà÷åñòâà îò òåîðåòè-

÷åñêîé âåëè÷èíû ñîñòàâèëî 9,2 %, ÷òî íå ïðåâûñèëî

äîïóñòèìûå 25 %. Äëÿ êàæäîãî èññëåäîâàííîãî îáðàç-

öà ìàòðèöû ñðåäíåå çíà÷åíèå îòêëîíåíèÿ êîíöåíòðà-

öèé îò òåîðåòè÷åñêîé âåëè÷èíû íàõîäèëîñü â äèàïàçî-

íå 75 – 125 % îò òåîðåòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ.

Íèæíèé ïðåäåë êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ

òåñò-ñèñòåìû áûë îïðåäåëåí êàê 0,040 ìêã/ìë. Äàííîå

çíà÷åíèå õàðàêòåðèçóåòñÿ çíà÷åíèÿìè OD, ïðåâûøàþ-

ùèìè OD íóëåâîãî ñòàíäàðòà áîëåå ÷åì â 5 ðàç, ïîääà-

åòñÿ îïðåäåëåíèþ è áûëî äèñêðåòíûì è âîñïðîèçâî-

äèìûì ñ ïðåöèçèîííîñòüþ 10,3 %, íå ïðåâûøàþùåé

25 %, è ïðàâèëüíîñòüþ 90,7 %, âõîäÿùåé â äèàïàçîí

75 – 125 %.

Ïðåöèçèîííîñòü è ïðàâèëüíîñòü ìåòîäèêè âíóòðè

îäíîé àíàëèòè÷åñêîé ñåðèè îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòàòàì

ïàðàëëåëüíûõ àíàëèçîâ âñåõ 5 îáðàçöîâ êîíòðîëÿ êà-

÷åñòâà â ñîñòàâå îäíîé àíàëèòè÷åñêîé ñåðèè, êàæäîãî

â òðåõ ïîâòîðàõ. Âñåãî áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî 9 ñå-

ðèé, ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Ïðåöèçèîííîñòü è ïðàâèëüíîñòü ìåòîäà ìåæäó àíà-

ëèòè÷åñêèìè ñåðèÿìè òàêæå îöåíèâàëè ïî ðåçóëüòà-

òàì ïàðàëëåëüíûõ àíàëèçîâ 5 îáðàçöîâ êîíòðîëÿ êà÷å-

ñòâà, âûïîëíåííûõ â 9 àíàëèòè÷åñêèõ ñåðèÿõ â òðåõ

ïîâòîðàõ äëÿ êàæäîãî èññëåäóåìîãî îáðàçöà. Óñðåä-

íåííûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 1.

Ñòàáèëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû îïðåäåëÿëè â ñåðèè

ýêñïåðèìåíòîâ ïî êðàòêîñðî÷íîé ñòàáèëüíîñòè, âêëþ-

÷àâøèå õðàíåíèå êîìïîíåíòîâ ïðè êîìíàòíîé òåìïå-

ðàòóðå â òå÷åíèè 6 ÷, 3 öèêëà çàìîðàæèâàíèÿ–

îòòàèâàíèÿ ïðè òåìïåðàòóðå -20 °Ñ è äîëãîñðî÷íîé

ñòàáèëüíîñòè ïðè –20 °Ñ â òå÷åíèå 109 äíåé. Èññëåäî-

âàëè ïî 2 îáðàçöà äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà êîíöåíòðà-

öèÿìè 0,1 è 7,5 ìêã/ìë. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â

òàáë. 2.

Òåñò íà ëèíåéíîñòü ðàçáàâëåíèÿ âêëþ÷àë 3 ñåðèè

ýêñïåðèìåíòîâ ñ ðàçáàâëåíèåì îáðàçöà äëÿ êîíòðîëÿ

êà÷åñòâà â 200, 400 è 800 ðàç. Ïðèìåíÿëè áëàíêîâóþ

ñûâîðîòêó ïàöèåíòà. Ïðè ýòîì â ðåçóëüòàòå èçìåðåíèé

êîýôôèöèåíò âàðèàöèè íå ïðåâûøàë 19,5 %, à ïðà-

âèëüíîñòü (% îòêëîíåíèÿ îò òåîðåòè÷åñêîãî çíà÷åíèÿ)

íàõîäèëàñü â ïðåäåëàõ 85,0 – 118,5 %, ÷òî óêëàäûâàåò-

ñÿ â äèàïàçîí 75 – 125 % è ïîëíîñòüþ ñîîòâåòñòâóåò

êðèòåðèÿì âàëèäàöèè.

Âûÿâëåííûå ïàðàìåòðû èñïûòóåìîé òåñò-ñèñòåìû

íà îñíîâå ÈÔÀ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàëè ñ ïà-

ðàìåòðàìè çàðóáåæíûõ ðàçðàáîòîê, ðàíåå óñïåøíî èñ-

ïîëüçîâàííûõ äëÿ îöåíêè ôàðìàêîäèíàìèêè ýòàíåð-

öåïòà [10 – 12]. Òàê, ïðåöèçèîííîñòü äëÿ îáðàçöîâ

êîíòðîëÿ êà÷åñòâà íå ïðåâûøàåò 7 % â ðàáîòå [11] è

ñîñòàâëÿåò óñðåäíåííî 6,76 % â íàñòîÿùåì èññëåäîâà-

íèè. Ïàðàìåòðû ñåëåêòèâíîñòè è ñòàáèëüíîñòè òàêæå

ïîëíîñòüþ ñîïîñòàâèìû.

Ïîäòâåðæäåííûå õàðàêòåðèñòèêè ïðåäñòàâëåííîé

òåñò-ñèñòåìû ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü åå äëÿ ïåðñîíà-

ëèçèðîâàííîé îöåíêè ôàðìàêîêèíåòèêè ýòàíåðöåïòà,

÷òî îñîáåííî âàæíî äëÿ ëå÷åíèÿ ÐÀ, àíêèëîçèðóþùå-

ãî ñïîíäèëîàðòðèòà, ïñîðèàçà è äðóãèõ àóòîèììóííûõ

çàáîëåâàíèé.
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Ãðàôèê çàâèñèìîñòè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (OD) îò êîíöåíòðà-

öèè ýòàíåðöåïòà â êàëèáðîâî÷íûõ ñòàíäàðòàõ.

Ò à á ë è ö à 1

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ïðåöèçèîííîñòè è ïðàâèëüíîñòè ìåòîäèêè âíóòðè îäíîé è ìåæäó àíàëèòè÷åñêèìè ñåðèÿìè

Àíàëèòè÷åñêèå

õàðàêòåðèñòèêè

Îáðàçöû äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà, êîíöåíòðàöèÿ, ìêã/ìë

0,04 0,1 4 7,5 10

Ñðåäíåå çíà÷åíèå,

ïðàâèëüíîñòü è

ïðåöèçèîííîñòü

Ìåæäó àíàëèòè÷å-

ñêèìè ñåðèÿìè

Ñðåäíåå çíà÷åíèå

0,04 0,099 3,87 7,62 10,12

Ïðåöèçèîííîñòü (Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè, %)

12,5 10,2 8,1 5,1 7,5

Ïðàâèëüíîñòü (% ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ îò òåîðåòè÷åñêîãî)

100,0 98,8 96,7 101,6 101,2

Ñðåäíåå çíà÷åíèå,

ïðàâèëüíîñòü è

ïðåöèçèîííîñòü

Âíóòðè îäíîé àíà-

ëèòè÷åñêîé ñåðèè

Ñðåäíåå çíà÷åíèå

0,039 0,096 4,092 7,72 9,84

Ïðåöèçèîííîñòü (Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè, %)

10,3 3,1 3,7 0,5 6,6

Ïðàâèëüíîñòü (% ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ îò òåîðåòè÷åñêîãî)

97,5 96,0 102,3 102,9 98,4
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VALIDATION OF THE ELISA ASSAY BASED TEST SYSTEM

FOR ASSESSING ETANERCEPT PHARMACOKINETICS IN PATIENTS

V. V. Pisarev* and A. V. Ivanov

Scientific and Production Center Probiotek LLC, Moscow, 119992 Russia

* e-mail: vladimir.pisarev@probiotech.ru

Etanercept is a competitive inhibitor of tumor necrosis factor (TNF) binding to cell surface receptors. To assess the personalized pharmacodynamics of etanercept it is

necessary to develop available domestic test systems for determining the level of the drug in blood of patients. A test system based on enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) has been developed at the Scientific and Production Center Probiotek LLC for the quantitative determination of etanercept in biological fluids. Valida-

tion of the developed test system is the goal of this study. The following characteristics of the test system were determined: the four-parameter calibration dependence

on eight calibrators with an etanercept concentration of 0.04 – 10.0 �g/ml, the lower detection limit (0.04 �g/ml), a precision between and within a series (12.5% and

10.3%, respectively), the accuracy between series (96.7 – 101.6%), the accuracy within series (96.0 – 102.9%), the short-term stability for 6 hours at room temperatu-

re, the long-term stability for 109 days at a temperature of –20°C, the stability at three cycles of freezing/melting. The characteristics obtained provide the possibility

of using the developed test system for the determination of the etanercept level in biological fluids as it meets all international standards for the validation of bioanaly-

tical methods.

Keywords: etanercept; ELISA; validation; pharmacokinetics.
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Ò à á ë è ö à 2

Ðåçóëüòàòû îïðåäåëåíèÿ ñòàáèëüíîñòè òåñò-ñèñòåìû

Àíàëèòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè Îáðàçöû äëÿ êîíòðîëÿ êà÷åñòâà

0,1 ìêã/ìë 7,5 ìêã/ìë

Êðàòêîñðî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå

â òå÷åíèå 6 ÷

ñåðèÿ 1 0,097 6,966

ñåðèÿ 2 0,093 6,948

ñåðèÿ 3 0,091 8,471

Ñðåäíåå çíà÷åíèå 0,094 7,462

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå 0,003 0,874

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè

(Ïðåöèçèîííîñòü), %

3,2 11,7

% îò òåîðåòè÷åñêîãî

(Ïðàâèëüíîñòü)

94,0 99,5

Òðè öèêëà çàìîðàæèâàíèÿ – îòòàèâàíèÿ ïðè –20 °Ñ

ñåðèÿ 1 0,111 6,871

ñåðèÿ 2 0,069 7,930

ñåðèÿ 3 0,108 7,699

Ñðåäíåå çíà÷åíèå 0,096 7,5

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå 0,023 0,557

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè

(Ïðåöèçèîííîñòü), %

24,0 7,4

% îò òåîðåòè÷åñêîãî

(Ïðàâèëüíîñòü)

96,0 100

Äîëãîñðî÷íàÿ ñòàáèëüíîñòü ïðè –20°Ñ â òå÷åíèå 109 äíåé

ñåðèÿ 1 0,098 6,763

ñåðèÿ 2 0,100 6,410

ñåðèÿ 3 0,103 8,648

Ñðåäíåå çíà÷åíèå 0,1 7,107

Ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå 0,003 0,919

Êîýôôèöèåíò âàðèàöèè

(Ïðåöèçèîííîñòü), %

3 12,9

% îò òåîðåòè÷åñêîãî

(Ïðàâèëüíîñòü)

100 94,8


