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Введение. Для  обеспечения безопасности и  эффективности биологических препаратов критически важно 
оценить их иммуногенность. Наиболее часто применяемый для этого иммуноферментный анализ (ИФА) имеет 
ряд ограничений, поэтому значимо понимание возможностей альтернативных подходов, например метода 
биослойной интерферометрии (БСИ).
Цель исследования – разработка, валидация и сравнение двух методов для скринингового анализа в рамках 
оценки иммуногенности биологических препаратов на основе моноклональных антител на примере препаратов 
пембролизумаба при многократном внутривенном введении яванским макакам.
Материалы и методы. Оценку иммуногенности проводили в рамках сравнительного изучения токсичности 
и местной переносимости двух препаратов с пембролизумабом при многократном введении. Яванским макакам 
(3 группы по 3 самца и 3 самки) на 1, 8, 15 и 22‑й дни эксперимента внутривенно струйно вводили контрольное 
вещество (буферный раствор), тестируемый препарат (RPH-075, АО «Р-Фарм», Россия) и препарат сравнения 
(Китруда®, МСД Интернэшнл ГмбХ, Ирландия) в дозе 30 мг / кг. В образцах сыворотки крови, отобранной до вве-
дения, на 15, 22 и 29‑й дни исследования определяли содержание связывающих антител к пембролизумабу 
двумя методиками – мостиковым ИФА и БСИ.
Результаты. При разработке и апробации методик количественной оценки содержания связывающих антител 
к пембролизумабу в сыворотке крови макак методом мостикового ИФА и БСИ выявлено, что большей чувствитель-
ностью обладает метод мостикового ИФА (12,3 и 419,7 нг / мл соответственно). Определение уровня связывающих 
антител к пембролизумабу методом ИФА позволило выявить иммуногенность у 4 из 12 животных; при анализе 
проб методом БСИ увеличение количества связывающих антител обнаружено только у 1 животного.
Заключение. Метод мостикового ИФА более чувствительный, чем метод БСИ, он является предпочтительным 
при оценке иммуногенности препаратов с неизвестной или предполагаемой низкой иммуногенностью.

Ключевые слова: иммуногенность, пембролизумаб, мостиковый иммуноферментный анализ, биослойная ин-
терферометрия, антилекарственные антитела, связывающие антитела, Macaca fascicularis
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Background. To  ensure the  safety and effectiveness of  biological drugs, it is  critically important to  evaluate 
their  immunogenicity. The  most commonly used enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) has a  number 
of limitations, so it is important to understand the possibilities of alternative approaches, for example, the biolayer 
interferometry (BSI) method.
Aim. Development, validation and comparison of  two methods for screening assay in  the  context of  assessing 
the  immunogenicity of  biological drugs based on monoclonal antibodies using the  example of  pembrolizumab 
with multiple intravenous administration to Macaca fascicularis.
Materials and methods. Immunogenicity was evaluated as part of a comparative study of toxicity and local 
tolerance of two drugs with International Nonproprietary Name pembrolizumab following  repeated administration. 
Macaca fascicularis (3 groups of 3 males and 3 females in each) on days 1, 8, 15 and 22 of the experiment  received 
intravenously a control substance (buffer solution), test drug (RPH-075, JSC R-Pharm, Russia) and reference drug 
(Keytruda®, MSD International GmbH, Ireland) at a dose 30 mg/kg. Serum samples, were collected pre-dose and on 
study days 15, 22,  29, and were tested for assessment of  binding antibodies to pembrolizumab  using two methods, 
bridging ELISA and BSI.
Results. During the development and testing of methods for binding antibodies (BAb) to pembrolizumab 
quantification in monkey’s blood serum of by the bridge ELISA and BSI assays, it was revealed that the bridge 
ELISA has greater sensitivity (12.3 and 419.7 ng/mL, respectively). Determination of BAb level to pembrolizumab 
by ELISA revealed immunogenicity in 4 out of 12 animals; when analyzing samples by BSI, an increasing of BAb 
concentration was detected in only one animal.
Conclusion. Bridging ELISA is more sensitive than BSI  making it the preferred method for assessing of drugs with 
unknown or suspected low immunogenicity.

Keywords: immunogenicity, pembrolizumab, bridging enzyme-linked immunosorbent assay, biolayer interferometry, 
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Введение
Введение биологических препаратов на  основе 

моноклональных антител (мАТ) в клиническую прак-
тику стало прорывом в лечении онкологических и ау-
тоиммунных заболеваний. Однако их  применение 
сопряжено с  риском развития иммуногенности  – 
способности индуцировать образование антител 
к  препарату (антилекарственные антитела, АЛА), 
что может снижать эффективность терапии и прово-
цировать нежелательные реакции. В связи с расши-
рением применения мАТ в  медицине и  активным 
развитием биоаналогов актуальной задачей стано-

вится выбор оптимальных методов оценки иммуно-
генности на доклиническом этапе.

Оценка иммуногенности (определение АЛА)  – 
обязательный элемент доклинического изучения 
токсичности при повторном введении биологических 
препаратов, к которым относятся мАТ. Многоуров-
невый подход к тестированию является стандартом, 
рекомендованным Евразийской экономической ко-
миссией1, Управлением по  санитарному надзору 
за пищевыми продуктами и медикаментами2 (Food 
and Drug Administration) и Европейским медицин-
ским агентством3 (European Medicines Agency) 

1�Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 г. № 89 «Об утверждении правил проведения исследований 
биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза» . URL: https://docs.cntd.ru/document/456026116.

2��FDA. Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibody Detection. 
 URL: https://www.fda.gov/media/119788/download.
3�European Medicines Agency (EMA). Guideline on immunogenicity assessment of therapeutic proteins. Revision 1. EMA/CHMP/
BMWP/14327/2006 Rev 1. Adopted 18 May 2017. Effective from 1 December 2017. URL: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
scientific-guideline/guideline-immunogenicity-assessment-therapeutic-proteins-revision-1_en.pdf.
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для выявления и характеристики АЛА. Обычно этот 
подход включает скрининговый анализ для выявле-
ния любых антител, которые связываются с лекар-
ственным средством (связывающие антитела, САТ), 
подтверждающий анализ для исключения ложнопо-
ложительных результатов и  анализ нейтрализую-
щей активности антител для выявления их влияния 
на препарат.

Иммуноферментный анализ (ИФА) в  варианте 
мостикового ИФА наиболее часто применяется для 
оценки иммуногенности мАТ [1, 2]. Несмотря на мно-
жество преимуществ, ИФА имеет определенные не-
достатки, такие как  трудоемкая процедура анализа 
и наличие перекрестной специфичности при распоз-
навании сложных биологических объектов анализа 
в биоматериале, поэтому активно продолжается по-
иск более простого, специфичного и чувствительно-
го метода для оценки иммуногенности [2].

Альтернативным подходом для оценки иммуно-
генности может быть метод биослойной интерферо-
метрии (БСИ), применяемый для оценки межмоле-
кулярных взаимодействий. БСИ  – это оптический 
аналитический метод, который анализирует интерфе-
ренционную картину белого света, отраженного от 
двух поверхностей. Изменения в количестве молекул, 
связанных с наконечником биосенсора, приводят к из-
менению интерференционной картины4 [3]. По срав-
нению с ИФА БСИ имеет ряд преимуществ: высокую 
скорость анализа, низкий уровень фона, возможность 
анализа сложных образцов без специальной пробо-
подготовки, в ряде случаев более низкая себестоимость 
анализа, малый объем образца (от 4 мкл), возможность 
анализа в режиме реального времени [3].

Представляется целесообразным сравнение двух 
методов оценки иммуногенности  – мостикового 
ИФА и биосенсорного анализа на основе БСИ в кон-
тексте их чувствительности, специфичности и при-
менимости для  скрининговой оценки уровня СAT. 
В качестве модели для такого сравнения выбран пем-
бролизумаб, являющийся ингибитором контрольной 
точки, рецептора запрограммированной клеточной 
смерти 1 (programmed cell death protein 1, PD-1), 
широко используемый в лечении метастатической 
меланомы и других злокачественных новообразова-
ний [4–6].

Цель исследования  – разработка, валидация 
и сравнение двух методов для скринингового анали-
за в рамках оценки иммуногенности биологических 
препаратов на основе мАТ на  примере препаратов 

пембролизумаба при  многократном внутривенном 
введении яванским макакам.

Материалы и методы
Объектами исследования служили 2 лекарствен-

ных препарата: тестируемый препарат RPH-075 (дей-
ствующее вещество пембролизумаб), произведенный 
АО «Р-Фарм» (Россия), а также референтный препа-
рат Китруда®, выпускаемый компанией «МСД Ин-
тернэшнл ГмбХ», торгующий как «МСД Ирландия» 
(Карлоу), регистрационное удостоверение в России 
принадлежит ООО «МСД Фармасьютикалс». Оба 
препарата представляют собой концентраты для при-
готовления растворов для инфузий с концентрацией 
25 мг / мл пембролизумаба. Тестируемый препарат рас-
сматривали как биоаналог референтного средства.

Животные. Исследование проведено на клиниче-
ски здоровых приматах Macaca fascicularis. Исследо-
вание было рассмотрено на заседании биоэтической 
комиссии АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ»» и одобре-
но для проведения (протокол № 1.38 / 22 от 13.08.2022). 
Исследование спланировано и выполнено с соблюдени-
ем принципов «трех R» (Replacement, Reduction, Refine-
ment – замещение, сокращение, совершенствование), 
оценку иммуногенности проводили в рамках сравни-
тельного изучения токсичности и местной переносимо-
сти двух препаратов с пембролизумабом при многократ-
ном введении. Статус здоровья животных, условия 
поступления, содержания в период карантина и экспе-
римента [7] соответствовали регуляторным документам 
(Директива 2010 / 63 / EU Европейского парламента и Со-
вета Европейского Союза от 22.09.2010 по охране живот-
ных, используемых в научных целях).

Дизайн эксперимента по оценке иммуногенности. 
В исследование включены яванские макаки возрастом 
2–7 лет, средняя масса тела самцов составляла 4,3 кг, 
самок – 3,2 кг. Общее число задействованных живот-
ных – 18 особей (3 группы по 6 животных – по 3 сам-
ца и 3 самки в каждой группе), формирование групп 
выполнено методом стратификации по массе тела [8] 
в каждой из 3 экспериментальных групп, получавших 
контрольное вещество (буферный раствор, использу-
емый для приготовления раствора тестируемого пре-
парата, 1‑я группа), тестируемый препарат (2‑я группа) 
и препарат сравнения (3‑я группа). Объекты исследо-
вания вводили на 1, 8, 15 и 22‑й дни эксперимента 
внутривенно струйно в первой половине дня.

В данном исследовании с учетом доступной ин-
формации об оригинальном препарате5 и этических 

4Blitz. User Guide. ForteBio, Inc. URL: https://projects.iq.harvard.edu/files/cmi/files/blitz_user_guide.pdf.
5�EMA assessment report for Keytruda. International Nonproprietary Name pembrolizumab. URL: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
assessment-report/keytruda-epar-public-assessment-report_en.pdf; Об утверждении Руководства по доклиническим исследованиям 
безопасности в целях проведения клинических исследований и регистрации лекарственных препаратов: Решение Совета Евразий-
ской экономической комиссии от 26.11.2019 № 202. URL: https://www.alta.ru/tamdoc/19kr0202/.
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норм препараты были введены в дозе, 10‑кратно пре-
вышающей терапевтическую, – 30 мг / кг.

Образцы крови из вены отбирали до первого вве-
дения, на 15, 22 и 29‑й дни исследования в вакуумные 
пробирки с активатором свертывания и разделитель-
ным гелем объемом 1 мл (Lind-Vac, серия AG240643, 
InterVac Technology, Эстония), выдерживали при ком-
натной температуре в течение 30 мин до образования 
сгустка, центрифугировали в  течение 15 мин при 
3000 об / мин при температуре 20–22 ºС (центрифуга 
Varispin 12R, Cryste separation technology, Южная Ко-
рея). Полученные образцы сыворотки крови делили 
на 2 аликвоты (по 220 мкл) и хранили при темпера-
туре –70 ± 10 ºС (низкотемпературный морозильник 
Haier DW-86W420, HAIER, Германия) до  момента 
анализа.

Аналитический этап оценки иммуногенности. Ре-
активы и  материалы. Стандартные образцы (СО) 
АЛА к пембролизумабу (Human anti-pembrolizumab Ab, 
концентрация антител 0,5  мг / мл, ref № HCA298 / 
 ref № HCA297, BioRad, США), пембролизумаб, конъю
гированный с пероксидазой хрена (HRP-пемброли
зумаб, «Вега», Россия), пембролизумаб, конъюгиро-
ванный с  биотином (биотинилированный, «Вега», 
Россия), 96‑луночные полистироловые планшеты 
высокого связывания (№ 2592, Corning Costar, США), 
оптические биосенсоры (Octet® Streptavidin (SA) 
Biosensors, № 18–5019, Sartorius, Китай), фосфатно-со-
левой буфер (таблетки, № 2.1.1, «Росмедбио», Россия), 
Твин 20 (№ 142312, PanReac, США), молоко обезжирен-
ное, 0,5 %, ультрапастеризованное («Белгородский мо-
лочный комбинат», Россия), хромоген ТМБ (тетраме-
тилбензидин) × 10 и раствор для разведения хромогена 
(«Биосервис», Россия), серная кислота (№ 141058.1611, 
PanReac AppliChem, Германия), уксусная кислота (хи-
мически чистая, «БалтПромХим», Россия), трис-(окси
метил)-аминометан («ЛенРеактив», Россия).

Оборудование: анализатор микропланшетный 
CLARIOstar® (BMG Labtech, Германия), система ана-
лиза молекулярных взаимодействий ForteBio (Pall) 
Octet N1 (Sartorius AG, США), в качестве вспомога-
тельного оборудования использовали центрифугу 
Varispin 12R (CRYSTE Separation Technology, Южная 
Корея), шейкер термостатированный ST-3L (Elmi, 
Латвия), промыватель микропланшетов «Аквамарин» 
(Biosan SIA, Латвия), низкотемпературный морозиль-
ник Haier DW-86W420 (HAIER, Германия), весы ла-
бораторные электронные Adventurer AR2140 (OHAUS, 
Швейцария).

Анализ проб. Образцы сыворотки, полученные 
от  экспериментальных животных, анализировали 
параллельно двумя методиками – мостиковым ИФА 
и БСИ. Для валидационных испытаний использова-
ли модельные смеси интактного биоматериала (сы-
воротки крови обезьян) с добавлением целевого ана-

лита (СО АЛА к пембролизумабу) – калибровочные 
стандарты (S) и образцы для контроля качества (КК). 
Концентрации антител для каждой методики пред-
ставлены в табл. 1.

Предварительно сыворотки крови, а также кали-
бровочные и контрольные растворы для метода мо-
стикового ИФА обрабатывали с  использованием 
техники кислотной диссоциации (affinity capture 
elution, ACE), которая является наиболее простым 
способом улучшить чувствительность и  специфич-
ность анализа. Пробы крови 10 мкл разбавляли 90 мкл 
0,33 М уксусной кислоты и  инкубировали 30 мин 
при температуре 37 ºC. Затем пробы нейтрализовали 
48 мкл 1 М раствора трис-(оксиметил)-аминометана, 
пробы перемешивали и выдерживали при комнатной 
температуре не менее 15 мин. Подробный ход анали-
за для двух методов приведен в табл. 2.

Обработка результатов. Для обработки данных, 
проанализированных методом мостикового ИФА, 
использовали программное обеспечение к микро-
планшетному анализатору Mars 4.01 R2 (BMG 
Labtech, Германия). Для расчета концентрации САТ 
методом ИФА из значений оптических плотностей, 
полученных при длине волны 450 нм, вычитали зна-
чения оптических плотностей, полученных при дли-
не волны 630 нм: D = D

450
 – D

630
. Для обработки дан-

ных и  построения калибровочной зависимости 
использовали 4‑параметрическую модель (4‑Parameter 
fit): Y = Bottom + (Top-Bottom) / (1+ (EC50 / X) ^Slope), 
где Y – оптическая плотность D, o. e. (D = D

450
 – D

630
), 

X – концентрация САТ к пембролизумабу (C), нг / мл, 
Top – верхнее плато, Bottom – нижнее плато, EC

50
 – 

концентрация, которая вызывает реакцию, находя-
щуюся на полпути между верхним и нижним плато, 
Slope – коэффициент наклона.

Для расчета концентрации САТ к пембролизума-
бу в  биоматериале концентрацию, рассчитанную 
по калибровочному уравнению, умножали на соот-
ветствующий коэффициент разведения пробы (k):

                                  C
САТ 

= k × С,		  (1)

где C
САТ

 – концентрация антител к пембролизумабу 
в биоматериале, нг / мл; С – концентрация САТ к пем-
бролизумабу, рассчитанная по калибровочному уравне-
нию (нг / мл).

Для  обработки данных, проанализированных 
с помощью метода БСИ, использовали программ-
ное обеспечение Octet® Software 1.4.0.13 (Sartorius, 
США) в соответствии с установленным в инструк-
ции производителя алгоритмом действий. С  по
мощью данной программы строили калибровочную 
зависимость изменения аналитического сигнала 
(скорости связывания) от концентрации СО АЛА 
к  пембролизумабу и  далее автоматически рас
считывали концентрацию аналита в  испытуемых 
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пробах. Для обработки данных была выбрана ли-
нейная зависимость:

                                        Y = a × X + b,	 (2)

где Y – скорость связывания, нм / с; Х – концентрация 
АЛА к пембролизумабу, нг / мл, коэффициент корре-
ляции (r) – не менее 0,99.

Для оценки чувствительности (предела обнару-
жения, ПО) проводили анализ 10 бланк-проб. Полу-
ченные данные усредняли, рассчитывали среднее 
значение аналитического сигнала (Y

ср.
) и стандартное 

отклонение SD, затем рассчитывали значение ана-
литического сигнала (Y), соответствующее пределу 
обнаружения, по формуле6:

                         Y
ПО 

= Y
ср.

 ± 2SD. 		  (3)

Полученное значение Y
ПО

 подставляли в соответ-
ствующее калибровочное уравнение и рассчитывали 
концентрацию, соответствующую пределу обнару-
жения (чувствительности методики).

Для установления предела исключения методики 
(ПИМ) использованы сыворотки 18 интактных макак 
(т. е. образцы, полученные до введения исследуемых 
объектов от  всех животных, отобранных в  экспе
римент). Согласно данным A.  Laurén и  соавт. для 
установления ПИМ в рамках ДКИ допустимо исполь
зование не менее 15 животных [9]. Анализ был вы-
полнен двумя аналитиками в разные дни с последу-
ющей обработкой данных согласно рекомендациям 
Управления по  санитарному надзору за  пищевыми 
продуктами и  медикаментами7. Вычисление ПИМ 
проводили по следующей формуле8:

                    ПИМ = D + 1,645 × SD, 		  (4)

где D – среднее значение фоновой оптической плот-
ности (D

450
 – D

630
), SD – стандартное отклонение D; 

множитель 1,645 соответствует одностороннему 
95 % доверительному интервалу.

Для всех данных была применена описательная 
статистика: рассчитаны среднее значение (М) и его 
стандартное отклонение (SD). Статистический 

6ГОСТ Р 51352-2013 «Медицинские изделия для диагностики ин витро. Методы испытаний» (утв. приказом Федерального агентства по 
техническому регулированию и метрологии от 8 ноября 2013 г.). URL: https://docs.cntd.ru/document/1200108445?ysclid=mmrlg0e65f563783081.
7�FDA. Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibody Detection.   
URL: https://www.fda.gov/media/119788/download.

8Там же.

Таблица 1. Концентрации стандартных образцов антилекарственных антител (АЛА) к пембролизумабу в модельных смесях, нг / мл

Table 1. Concentrations of standard samples of anti-drug antibodies (ADA) to pembrolizumab in model mixtures, ng / ml

Мостиковый ИФА 
Bridging ELISA

БСИ 
BLI

образец 
samples

концентрация АЛА 
concentration of ADA

образец 
sample

концентрация АЛА 
concentration of ADA

S
1
; ВПКО 

S
1
; ULOQ

1000 S1; ВПКО 
S1; ULOQ

25 000

Верхний КК 
High QC

750 Верхний КК 
High QC

20 000

S
2
; средний КК 

S
2
; medium QC

S
3

S
4

S
5

500

250

125

61,5

S
2
; средний КК 
S

2
; average QC

S
3

S
4
; низкий КК 
S

4
; low QC

S
5
; НПКО 

S
5
; LLOQ

12 500

6250

3125

1560

S
6
; низкий КК 

S
6
; low QC

31,5
S

6
 (якорная концентрация) 

S
6
 (anchor concentration) 

780
S

7
; НПКО 

S
7
; LLOQ

15,6

Примечание. Здесь и в табл. 2–4: ИФА – иммуноферментный анализ; БСИ – биослойная интерферометрия; КК – конт
роль качества; ВПКО – верхний предел количественного определения; НПКО – нижний предел количественного 
определения. 
Note. Here and in Tables 2–4: ELISA – enzyme-linked immunosorbent assay; BLI – biolayer interferometry; QC – quality controls; ULOQ – upper 
limit of quantitative determination; LLOQ – lower limit of quantitative determination.
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Таблица 2. Ход анализа для двух методов

Table 2. Assay scheme for two methods

№ 
этапа 

Step No.

Этап 
Step

Мостиковый ИФА 
Bridging ELISA

БСИ 
BLI

1 Иммобилизация 
Immobilization

Раствором неконьюгированного пем-
бролизумаба (тестируемый препарат 
RPH-075) с концентрацией 2 мкг / мл 

в 0,01 М PBS по 100 мкл / лунку, инкуба-
ция в течение ночи при t = 2–8 ºС 

With a solution of unconjugated pembrolizumab 
(test drug RPH-075) with a concentration  
of 2 µg / ml in 0.01 M PBS of 100 µl / well, 

incubation overnight at t = 2–8 ºC

Биосенсоры погружали в 0,01 М PBS 
на 10–15 мин для гидратации, затем 

в раствор биотинилированного 
пембролизумаба с концентрацией 100 нг / мл 

в 0,01 М PBS, инкубация при комнатной 
температуре в течение 1 ч 

Biosensors were immersed in 0.01 M PBS for 10–15 min 
for hydration, then in a solution of biotinylated 

pembrolizumab with a concentration of 100 ng / ml 
in 0.01 M PBS, incubation at room temperature for 1 h

2 Промывка 
Washing

2 раза 0,01 М PBS 
2 times 0,01 М PBS

3 раза в 0,01 М PBS 
3 times 0,01 М PBS

3

Блокировка не-
специфического 

связывания 
Blocking of non-
specific binding

5 % раствором сухого обезжиренного 
молока в 0,01 М PBS по 300 мкл / лунку, 
инкубация при t = 25 ºС в течение 2 ч 
5 % solution of skimmed milk in 0,01 M PBS  
at 300 µl / well, incubation at t = 25 ºC for 2 h

1 % раствором сывороточного бычьего 
альбумина в 0,01 М PBS,

инкубация при комнатной температуре 
в течение 30 мин 

1 % bovine serum albumin solution in 0,01 M PBS, 
incubation at room temperature for 30 min

4 Промывка 
Washing

3 раза 0,01 М PBS 
3 times 0.01 М PBS

3 раза 0,01 М PBS 
3 times 0,01 М PBS

5

Внесение калибро-
вочных, контроль-

ных образцов 
и анализируемых 
проб (после кис-
лотной диссоци-

ации) 
Adding 

 of calibration, control 
and analyzed samples 

(after acid dissociation) 

По 100 мкл / лунку образцов / проб, 
инкубация 1 ч при t = 37 ºС 

100 µl / well of samples, incubation for 1 h  
at t = 37 ºC

4 мкл / фиксатор капли, 
время анализа 2 мин 

4 µl / drop fixator, analysis time 2 min

6 Промывка 
Washing

5 раз 0,01 М PBS 
5 times 0,01 М PBS

 – 

7

Внесение детекти-
рующих антител 
Adding of detecting 

antibodies

По 100 мкл / лунку раствора детектиру-
ющих антител (HRP-пембролизумаб) 
концентрацией 2 мкг / мл, инкубация 

1 ч при t = 37 ºС 
100 µl / well of a solution of detecting antibodies 

(HRP-pembrolizumab) with a concentration 
of 2 µg / ml, incubation for 1 h at t = 37 ºC

 – 

8 Промывка 
Washing

7 раз 0,01 М PBS 
7 times 0,01 М PBS

 – 

9

Внесение 
ТМБ-субстрата 

Adding  
of TMB-substrate

По 100 мкл / лунку, инкубация 15 мин 
при t = 37 ºС 

100 µl / well, incubation for 15 min at t = 37 ºC
 – 

10

Внесение стоп-
реагента (0,2 М 
раствор серной 

кислоты) 
Adding of Stop 
Reagent (0,2 М 

sulfuric acid solution) 

По 50 мкл / лунку 
50 µl / well

 – 
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анализ выполнен с помощью лицензированного ПО 
(Prism 9, GraphPad Software, США, Statistica 10.0, 
StatSoft, США).

Результаты и обсуждение
�Разработка и валидация методик оценки 
иммуногенности
Для оценки САТ к пембролизумабу в сыворотке 

крови обезьян разработаны методики с применением 
мостикового ИФА и БСИ. В ходе разработки мето-
дики были оптимизированы условия проведения 
мостикового ИФА по следующим параметрам: кон-
центрация пембролизумаба в посадочном буферном 
растворе для иммобилизации лунок планшетов, тип 
блокирующего буферного раствора, условия и дли-
тельность стадии иммобилизации лунок планшета 
и блокировки сайтов неспецифического связывания, 
аналитический диапазон методики. На стадии раз-
работки также были оптимизированы условия пред-
варительной кислотной диссоциации (техники ACE) 
испытуемых проб.

В ходе разработки методики методом БСИ были 
оптимизированы следующие условия проведения 
анализа: условия и длительность стадии иммобили-
зации поверхности биосенсоров биотинилированным 
пембролизумабом, а также условия блокировки сай-
тов неспецифического связывания, аналитический 
диапазон методики, длительность этапа ассоциации 
аналита на поверхности иммобилизованных биосен-
соров. Дополнительно оценивали возможность реге-
нерации поверхности биосенсоров для повторного 
использования. По данным производителя, возмож-
ны 2–3 цикла регенерации поверхности биосенсоров 
после иммобилизации, однако в  нашем случае 

регенерация не давала воспроизводимых результатов. 
В дальнейшем регенерацию биосенсоров не прово-
дили. Именно поэтому в рамках настоящего иссле-
дования методика БСИ была подвергнута частичной 
валидации, что  допустимо, если метод применяют 
в исследовательских целях9.

Методика определения САТ к пембролизумабу в сы-
воротке крови обезьян методом ИФА валидирована в со-
ответствии с рекомендациями10 по следующим параме-
трам: специфичность / селективность, чувствительность, 
минимальное необходимое разведение, нижний предел 
количественного определения (НПКО), калибровочный 
диапазон, правильность (точность), прецизионность, 
стабильность аналита; определен ПИМ; методика с при-
менением метода БСИ – частично валидирована по по-
казателям: специфичность, чувствительность, минималь-
ное необходимое разведение, НПКО, калибровочный 
диапазон, правильность (точность), прецизионность 
внутри одного аналитического цикла.

Результаты валидации разработанных методик 
оценки иммуногенности представлены в табл. 3. При-
меры калибровочных зависимостей продемонстри-
рованы на рис. 1 и 2.

При сравнении результатов валидации двух рас-
смотренных методик очевидно то, что  метод БСИ 
имеет более широкий калибровочный диапазон 
по сравнению с методом ИФА (1560–25 000 и 31,3–
1000 нг / мл соответственно), но  на  более высоких 
уровнях концентраций также установлено, что метод 
БСИ на примере пембролизумаба обладает меньшей 
чувствительностью по сравнению с мостиковым ИФА 
(419,7 и 12,3 нг / мл соответственно).

Различия в диапазонах калибровки методик при-
водят к  выбору различных уровней концентрации 

№ 
этапа 

Step No.

Этап 
Step

Мостиковый ИФА 
Bridging ELISA

БСИ 
BLI

11

Измерение анали-
тического сигнала 

Analytical signal 
measuring

Оптическая плотность (450 и 630 нм) 
Optical density (450 and 630 nm) 

Время связывания, нм / с 
Binding rate, nm / s

Примечание. PBS (phosphate-buffered saline) – фосфатно-солевой буферный раствор. Здесь и в табл. 3: t – температура. 
Note. PBS – phosphate-buffered saline. Here and in Table 3: t – temperature.

Окончание табл. 2
Еnd of table 2

9�FDA. Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibody Detection . 
URL: https://www.fda.gov/media/119788/download; European Medicines Agency (EMA). Guideline on immunogenicity assessment of therapeutic 
proteins. Revision 1. EMA/CHMP/BMWP/14327/2006 Rev 1. Adopted 18 May 2017. Effective from 1 December 2017. URL: https://www.
ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/guideline-immunogenicity-assessment-therapeutic-proteins-revision-1_en.pdf.

10�FDA. Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibody Detection. URL: 
https://www.fda.gov/media/119788/download; Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 г. № 89 
«Об утверждении правил проведения исследований биологических лекарственных средств Евразийского экономического союза». 
URL: https://docs.cntd.ru/document/456026116.
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Таблица 3. Результаты валидации методик определения связывающих антител к пембролизумабу в сыворотке крови обезьян с использова-
нием процедур мостикового ИФА и БСИ

Table 3. Results of validation of methods for the determination of binding antibodies to pembrolizumab in the monkeys blood serum by bridge ELISA 
and BLI procedures

Параметр 
Parameter

Уровень 
концентрации 

Concentration level

Критерий приемлемости 
Acceptance criteria

Мостиковый ИФА 
Bridging ELISA

БСИ 
BLI

Минимальное 
необходимое 
разведение 
Minimum required 
dilution

 – 

Не более 1:100, наименьшее раз-
ведение, до которого следует раз-
вести образец для оптимизации 

правильности и прецизионности 
Not more than 1:100, the lowest dilution 

to which the sample should be diluted 
to optimize accuracy and precision

1:10
(с учетом обработки раствором уксусной 

кислоты, дополнительное разведение 
не требуется) 

1:10 
(account the treatment with acetic acid solution, 

additional dilution is not required) 

Чувствительность 
(с учетом разбав-
ления сыворотки) 
Sensitivity (including 
dilution of serum)

 – Не выше 500 нг / мл 
Not higher than 500 ng / ml 

12,3 нг / мл 
12.3 ng / ml 

419,7 нг / мл 
419.7 ng / ml 

Селективность 
Selectivity

Бланк-сыво-
ротка, НПКО 

Blank-serum 
LLOQ

Правильность должна находиться 
в пределах ±25 % от номинальной 
концентрации по меньшей мере 
в 80 % изученных биологических 

образцов 
The accuracy should be within ±25 % 

of the nominal concentration in at least 
80 % of the studied biological samples

77,5–123 % 
для 82 % биологи-
ческих образцов 

77.5–123 % for 82 % 
of biological samples

88,5–119 % для 80 % 
биологических об-

разцов 
88.5–119 % for 80 % 
of biological samples

Калибровочный 
диапазон 
Calibration range

Калибровоч-
ные стандарты 
не менее чем 6 

концентра-
ций, не менее 

3 серий 
Calibration 

standards of at least 
6 concentrations,  

at least 3 runs

Коэффициент корреляции (r), 
отклонения экспериментально 

рассчитанных значений концен-
траций от номинальных не более 

20 % (25 % для НПКО) для не ме-
нее чем 75 % стандартов 

Correlation coefficient (r), deviations 
of experimentally calculated 

concentration values from nominal values 
of no more than 20 % (25 % for LLOQ) 

for at least 75 % of standards

31,3–1000 нг / мл, 
r = 0,9933–0,9991, 
отклонения менее 

20 % (25 % – 
для НПКО) для 79–

100 % стандартов 
31.3–1000 ng / ml, 
r = 0.9933–0.9991, 
deviations less than 

20 % (25 % for 
LLOQ) for 79–100 % 

of standards

1560–25 000 нг / мл 
(780 – якорная 
концентрация), 

r =0,9952, откло-
нения менее 20 % 

(25 % – для НПКО) 
для 85,7 % стандартов 

1560–25 000 ng / ml 
(780 – anchor 

concentration),  
r = 0.9952, deviations 
less than 20 % (25 % 
for LLOQ) for 85,7 % 

of standards

Правильность 
в 1 цикле / между 
циклами, % 
Accuracy  
in 1 run / between 
runs, %

ВПКО 
ULOQ

Высокий КК 
High QC

Средний КК 
Medium QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 
LLOQ

80–120

80–120 

80–120 

80–120 

75–125

89–115 / 102 

84–110 / 97 

88–116 / 98 

84–112 / 98 

76–114 / 95

98–104 / – 

99–114 / – 

85–108 / – 

103–114 / – 

79–108 / –

Прецизион-
ность в одном 
цикле / между 
циклами, % 
Precision in one 
run / between runs, %

ВПКО 
ULOQ

Высокий КК 
High QC

Средний КК 
Medium QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 
LLOQ

<20

<20

<20

<20

<25

0,7–11,4 / 6,1

4,0–12,5 / 8,3

0,9–13,3 / 9,7

7,4–15,2 / 11,3

10,2–18,6 / 14,4

5,5 / –

4,8 / –

10,59 / –

3,9 / –

13,95 / –
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для образцов контроля качества (см. табл. 3: параме-
тры «НПКО», «низкий КК», «средний КК», «высокий 
КК», «ВПКО»), результаты оценки правильности 
и  прецизионности для двух сравниваемых методов 
сопоставимы и соответствуют нормативным стандар-

Параметр 
Parameter

Уровень 
концентрации 

Concentration level

Критерий приемлемости 
Acceptance criteria

Мостиковый ИФА 
Bridging ELISA

БСИ 
BLI

Стабильность 
аналита в сыво-
ротке крови при
t = 2–8 ºС, % 
(24 ч) / в условиях 
заморозки при t ≥ 
–78 ºC (14 дней) 
Stability of the analyte 
in a matrix stored 
under t = 2–8 ºС, 
% (24 h) / freezing 
conditions  
at t ≥ –78 ºC (14 days) 

ВПКО 
ULOQ

Высокий КК 
High QC

Средний КК 
Medium QC

Низкий КК 
Low QC
НПКО 
LLOQ

80–120

80–120

80–120

80–120

75–125

105 / 115

85 / 83

102 / 88

88 / 91

81 / 82

–

Предел исключе-
ния методики 
Cut-off

 –  – 122 нг / мл 
122 ng / ml

1560 нг / мл 
1560 ng / ml

Примечание. Прочерк означает отсутствие данных, поскольку для метода БСИ проведена частичная валидация. 
Note. Dash indicate the absence of data, because partial validation has been performed for the BLI procedure.

Рис. 1. Пример типичной калибровочной зависимости оптической 
плотности от  концентрации стандартных образцов антилекар-
ственных антител (СО АЛА) к RPH-075 (пембролизумабу) в сыво-
ротке крови, полученной в  ходе валидации методики мостикового 
иммуноферментного анализа (D – оптическая плотность калибро-
вочных образцов после вычитания значений оптической плотности 
для бланка, о. е.)

Fig. 1. Example of  a  typical calibration curve of  optical density on 
the concentration of standard samples of anti-drug antibodies (SS ADA) 
to RPH-075 (pembrolizumab) in blood serum obtained during the validation 
of the bridging enzyme-linked immunosorbent assay procedure (D is the optical 
density of calibration standards after subtracting the optical density values 
for the blank, o. u.)

Рис. 2. Калибровочная зависимость изменения скорости связыва-
ния  (нм / с) от  концентрации стандартных образцов антилекар-
ственных антител (СО АЛА) к пембролизумабу (мкг / мл), полученная 
методом биослойной интерферометрии

Fig. 2. Calibration curve of  the  change in  the  binding rate (nm / s) on 
the  concentration standard samples of  anti-drug antibodies (SS ADA) 
to  pembrolizumab (ng / ml), obtained by the  biolayer interferometry 
procedure
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там. В ходе уточнения диапазона методики и провер-
ки значения НПКО для метода БСИ по результатам 
анализа пула сывороток крови интактных обезьян 
концентрацию 780 нг / мл приняли за якорную; в даль-
нейшем ее учитывали при построении калибровочной 
зависимости, но для нее не оценивали правильность 
и прецизионность.

Методы также различаются типом аналитическо-
го сигнала (разница в оптических плотностях для двух 
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длин волн в  случае ИФА и  скорость связывания  – 
в случае БСИ) и характером калибровочной зависи-
мости: 4‑параметрическая модель обработки данных 
в случае мостикового ИФА (см. рис. 1) и линейная 
зависимость – для метода БСИ (см. рис. 2). Особен-
ностью реализации мостикового ИФА является не-
обходимость построения калибровочной зависимости 
в каждом цикле измерений (планшете), метод БСИ 
требует построения только одной зависимости для од-
ной партии биосенсоров.

Для методики ИФА ПИМ был установлен на ос-
новании математической обработки результатов ана-
лиза сыворотки крови интактных животных, и  его 
значение составило 122 нг / мл, а для методики БСИ 
этот подход оказался неприменим, поскольку все 
результаты были ниже НПКО. Вследствие этого 
за предел исключения была принята концентрация, 
соответствующая уровню НПКО (1560 нг / мл).

Таким образом, результаты валидационных испы-
таний позволяют считать обе методики пригодными 

Таблица 4. Данные по оценке иммуногенности препаратов с пембролизумабом (международное непатентованное название) у яванских 
макак, полученные методами мостикового ИФА и БСИ, нг / мл (интерпретация данных с учетом предела исключения методики)

Table 4. Data of assessment the immunogenicity of drugs with pembrolizumab (International Nonproprietary Names) in Macaca fascicularis obtained 
by bridging ELISA and BLI procedures, ng / ml (interpretation of data taking into cut-off)

№ животного 
№ of animal

Объект 
Object

Доза, мг / мл 
Dose, mg / ml

Данные по оценке иммуногенности 
Immunogenicity assessment data

до введения 
before administration

15‑й 
15th

22‑й 
22nd

29‑й 
29th

1.1

Буферный раствор 
Buffer solution

 – 

 –  –  –  – 

1.2  –  –  –  – 

1.3  –  –  –  – 

1.4  –  –  –  – 

1.5  –  –  –  – 

1.6  –  –  –  – 

2.1

Тестируемый препарат 
Test drug

30

 –  –  –  – 

2.2  –  –  –  – 

2.3  – 266 / 1033*, ** 294 / 838 162 / 820

2.4  –  –  –  – 

2.5  –  –  –  – 

2.6  – 204 / – 231 / – 195 / –

3.1

Китруда® 
Keytruda® 30

 –  –  –  – 

3.2  –  –  –  – 

3.3  –  –  –  – 

3.4  –  –  –  – 

3.5  – 201 / – 131 / – 139 / –

3.6  – 250 / – 161 / – 191 / –

*Если результаты, полученные двумя методами, не совпадали, перед косой чертой приведены данные для метода мости-
кового ИФА, после – для метода БСИ; **для метода БСИ приведенные концентрации ниже уровня нижнего предела 
количественного определения, но выше якорной концентрации.
Примечание. Прочерк – концентрация связывающих антител к пембролизумабу данного животного ниже уровня предела 
исключения методики: 122 нг / мл для метода мостикового ИФА и 780 нг / мл – для метода БСИ. 
*If the results, obtained by the two procedures do not match, data for the bridging ELISA procedure are shown before the slash, after –  
for the BLI procedure; **for the BLI procedure, are shown concentrations are below the lower limit of quantitative determination, but above 
the anchor concentration. 
Note. Dash – concentration of binding antibodies to pemrolizumab of this animals is below the cut-off: 122 ng / ml for bridging ELISA procedure 
and 780 ng / ml for BLI procedure.
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для оценки иммуногенности препаратов с пембро-
лизумабом (МНН), но  значительно более низкая 
чувствительность методики БСИ по сравнению с ме-
тодикой ИФА может иметь решающее значение при 
анализе биологических препаратов с низкой имму-
ногенностью11. Схожие закономерности в отношении 
чувствительности методов ИФА и БСИ для анализа 
иммуногенности различных мАТ показаны в рабо-
тах [10, 11].

Анализ связывающих антител в сыворотке 
крови обезьян
Филогенетическое родство представителей отря-

да приматов делает обезьян релевантной моделью 
для доклинических исследований мАТ [12, 13]. Со-
гласно данным литературы, пембролизумаб в равной 
степени взаимодействует с рецепторами PD-1 чело-
века и Macaca fascicularis [14].

Результаты определения уровня САТ к пембро-
лизумабу в сыворотке крови обезьян после повтор-
ного введения препаратов с пембролизумабом (МНН) 
с помощью методов мостикового ИФА и БСИ пред-
ставлены в табл. 4.

На  протяжении всего эксперимента методом 
ИФА у  животных контрольной группы антитела 
к пембролизумабу, превышающие значения предела 
исключения, не обнаружены. При оценке иммуноген-
ности методом БСИ у животных контрольной группы 
уровни САТ не превышали значения НПКО, который 
принят за ПИМ метода БСИ. Это подтверждает отсут-
ствие перекрестно-реактивных или спонтанно возни-
кающих антител к  этому мАТ, а  также указывает 
на  низкий уровень неспецифического связывания 
реагентов, т. е. оба метода детектируют только инду-
цированные САТ, а не фоновые помехи.

Определение уровня САТ к пембролизумабу в сы-
воротке крови обезьян после многократного введения 
лекарственных препаратов с пембролизумабом (МНН) 
методом ИФА позволило выявить иммуногенность 
у 4 из 12 животных, получавших исследуемые препа-
раты (см. табл. 4). При анализе проб методом БСИ 
увеличение количества САТ после введения пембро-
лизумаба обнаружено только у 1 животного: от 0 нг / мл 
(фоновый уровень до введения препарата) до 820–

1033 нг / мл (после введения). Полученные значения 
выше уровня наименьшего калибратора (780 нг / мл), 
но меньше уровня НПКО, который принят за предел 
исключения данного метода, поэтому данный обра-
зец признан отрицательным. Полученные в исследо-
вании результаты подтверждают потенциальную 
иммуногенность пембролизумаба при многократном 
введении приматам в дозе, десятикратно превыша-
ющей терапевтическую. Обнаружение САТ у ограни-
ченного числа животных согласуются с опубликован-
ными данными доклинических и  клинических 
исследований; частота индукции САТ к пемброли
зумабу у человека невелика и не оказывает клиниче-
ски значимого влияния на эффективность или безо-
пасность терапии12 [14–16].

Заключение
По результатам разработки и валидации методи-

ки количественной оценки содержания САТ к пем-
бролизумабу в сыворотке крови яванских макак ме-
тодом мостикового ИФА в сравнении с результатами 
разработки и  частичной валидации аналогичной 
методики с применением БСИ выявлено, что боль-
шей чувствительностью обладает первый метод  – 
ИФА (12,3 и 419,7 нг / мл соответственно). По пока-
зателям правильности и прецизионности получены 
сопоставимые результаты, соответствующие требо-
ваниям нормативных документов.

Несмотря на преимущества метода БСИ, связан-
ные с высокой скоростью проведения анализа (от мо-
мента начала пробоподготовки до  получения ре
зультата проходит не  более 50–60 мин) и  лучшей 
специфичностью метода, для  оценки иммуноген-
ности лекарственных препаратов с пембролизума-
бом (международное непатентованное или группи-
ровочное наименование) можно рекомендовать 
применение более чувствительного метода мости-
кового ИФА.

Таким образом, мостиковый вариант ИФА явля-
ется методом выбора при  оценке иммуногенности 
для препаратов с неизвестной или предполагаемой 
низкой иммуногенностью. Метод БСИ можно ис-
пользовать для  препаратов с  ожидаемой высокой 
иммуногенностью.

11�FDA. Immunogenicity Testing of Therapeutic Protein Products – Developing and Validating Assays for Anti-Drug Antibody Detection. 
URL: https://www.fda.gov/media/119788/download.

12EMA assessment report for Keytruda. International Nonproprietary Name pembrolizumab. URL: https://www.ema.europa.eu/en/documents/
assessment-report/keytruda-epar-public-assessment-report_en.pdf.



82 Оригинальные статьи | Original reports

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 1'2026  том 25    vol. 25

1. Pineda C., Castaneda H.G., Jacobs I.A. et al. Assessing the 
immunogenicity of biopharmaceutical. BioDrugs 
2016;30(3):195–206. DOI: 10.1007/s40259-016-0174-5

2. Hosseini S., Vázquez-Villegas P., Rito-Palomares M.,  
Martinez-Chapa S.O. Advantages, disadvantages and 
modifications of conventional ELISA. Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay (ELISA), SpringerBriefs in Forensic 
and Medical Bioinformatics. Singapore: Springer, 2018. P. 67–115. 
DOI: 10.1007/978-981-10-6766-2_5

3. Choo S.; ForteBio. Converting an ELISA Assay into an Octet 
Quantitation Assay. Application Note. Sartorius, 2022. URL: 
https://www.sartorius.com/download/756478/converting-elisa-
assay-into-octet-quantitation-assay-application-note-en-
sartorius-data.pdf.

4. Peters S., Kerr K.M., Stahel R. PD-1 blockade in advanced 
NSCLC: a focus on pembrolizumab. Cancer Treat Rev 
2018;62:39–49. DOI: 10.1016/j.ctrv.2017.10.002

5. Al Hadidi S.A., Lee H.J. Pembrolizumab for the treatment  
of Hodgkin lymphoma. Expert Opin Biol Ther 
2020;20(11):1275–82. DOI: 10.1080/14712598.2020.1830056

6. Yamamoto S., Kato K. Pembrolizumab for the treatment  
of esophageal cancer. Expert Opin Biol Ther 2020;20(10): 
1143–50. DOI: 10.1080/14712598.2020.1792881

7. Косман В.М., Карлина М.В., Барыбина Т.Н. и др. Сравни-
тельное изучение фармакокинетики препаратов пемброли
зумаба при однократном внутривенном введении яванским 
макакам. Российский биотерапевтический журнал 
2024;23(4):49–60. DOI: 10.17650/1726-9784-2024-23-4-49-60 
Kosman V.M., Karlina M.V., Barybina T.N. et al. Comparative 
pharmacokinetics of pembrolizumab after single intravenous 
administration to Macaca fascicularis. Rossijskij bioterapevticeskij 
zurnal = Russian Journal of Biotherapy 2024;23(4):49–60.  
(In Russ.). DOI: 10.17650/1726-9784-2024-23-4-49-60

8. Watanabe T., Kiso M., Fukuyama S. at al. Characterization  
of H7N9 influenza A viruses isolated from humans. Nature 
2013;501(7468):551–5. DOI: 10.1038/nature12392

9. Laurén A., Goodman J., Blaes J. et al. A strategic approach  
to nonclinical immunogenicity assessment: a recommendation 

from the European Bioanalysis Forum. Bioanalysis 2021;(7): 
537–49. DOI: 10.4155/bio-2021-0028

10. Li J., Schantz A., Schwegler M., Shankar G. Detection  
of low-affinity anti-drug antibodies and improved drug tolerance 
in immunogenicity testing by Octet® biolayer interferometry. 
J Pharm Biomed Anal 2011;54(2):286–94.  
DOI: 10.1016/j.jpba.2010.08.022

11. Markwalter C.F., Jang I.K., Burton R.A. et al. Biolayer 
interferometry predicts ELISA performance of monoclonal 
antibody pairs for Plasmodium falciparum histidine-rich protein 2. 
Anal Biochem 2017;534:10–3. DOI: 10.1016/j.ab.2017.07.010

12. van Meer P.J., Kooijman M., Brinks V. et al. Immunogenicity  
of mAbs in non-human primates during nonclinical safety 
assessment. MAbs 2013;5(5):810–6. DOI: 10.4161/mabs.25234

13. Brinks V., Jiskoot W., Schellekens H. Immunogenicity of 
therapeutic proteins: the use of animal models. Pharm Res 
2011;28(10):2379–85. DOI: 10.1007/s11095-011-0523-5

14. Hutchins B., Starling G.C., McCoy M.A. et al. Biophysical  
and immunological characterization and in vivo pharmacokinetics 
and toxicology in nonhuman primates of the anti-PD-1 antibody 
pembrolizumab. Mol Cancer Ther 2020;19(6):1298–307.  
DOI: 10.1158/1535-7163.MCT-19-0774

15. Самойленко И.В., Покатаев И.А., Жукова Л.Г. и др. Иссле-
дование фармакокинетики, фармакодинамики и безопасно-
сти биоаналога пембролизумаба RPH-075 в сравнении 
с препаратом Китруда® у пациентов со злокачественными 
новообразованиями. Злокачественные опухоли 
2024;14(1):56–66. DOI: 10.18027/2224-5057-2024-14-1-56-66 
Samoylenko I.V., Pokataev I.А., Zhukova L.G. et al. Study of the 
pharmacokinetics, pharmacodynamics, and safety of the 
biosimilar pembrolizumab RPH-075 compared to Keytruda® 
in patients with malignant neoplasms. Zlokachestvennye  
opukholi = Malignant Tumours 2024;14(1):56–66. (In Russ.).  
DOI: 10.18027/2224-5057-2024-14-1-56-66

16. van Vugt M.J.H., Stone J.A., De Greef R.H.J.M.M. et al. 
Immunogenicity of pembrolizumab in patients with advanced 
tumors. J Immunother Cancer 2019;7(1):212.  
DOI: 10.1186/s40425-019-0663-4

Л И Т Е Р А Т У Р А  /  R E F E R E N C E S

Вклад авторов 
В.С. Чернышенко: подготовка публикации, экспериментальная работа методом биослойной интерферометрии; 
Н.М. Фаустова: идея сравнения методов, курирование валидации методик и анализа биопроб;
В.М. Косман, М.В. Карлина: обсуждение результатов, концепция публикации, редактирование текста рукописи и иллюстраций; 
А.Ю. Романенко: экспериментальная работа методом мостикового иммуноферментного анализа; 
М.Н. Макарова: критический пересмотр публикации и иллюстраций; 
В.Г. Макаров: утверждение финального текста статьи; 
А.А. Дмитриева, М.Г. Чернобровкин, В.А. Постникова: обсуждение результатов исследования, редактирование текста рукописи; 
Е.В. Шипаева: координация исследования, редактирование текста рукописи; 
О.В. Филон, М.Ю. Самсонов: планирование и организация исследований, редактирование текста рукописи; 
В.Г. Игнатьев: утверждение финального текста статьи.
Author’s contributions
V.S. Chernyshenko: publication preparation, experimental work by the method of biolayer interferometry; 
N.M. Faustova: the idea of methods comparing, supervising the validation of methods and analysis of bioassays; 
V.M. Kosman, M.V. Karlina: discussion of results, publication concept, editing of manuscript text and illustrations;
A.Yu. Romanenko: experimental work by the method of bridge enzyme-linked immunosorbent assay; 
M.N. Makarova: critical revision of the publication and illustrations; 
V.G. Makarov: approval of the final article text; 
A.A. Dmitrieva, M.G. Chernobrovkin, V.A. Postnikova: discussion of the study results, editing of the manuscript text; 
E.V. Shipaeva: study coordination, manuscript text editing; 
O.V. Filon, M.Yu. Samsonov: research planning and organization, manuscript text editing;
V.G. Ignatiev: approval of the final article text. 

https://doi.org/10.17650/1726-9784-2024-23-4-49-60
https://doi.org/10.17650/1726-9784-2024-23-4-49-60


83

РОССИЙСКИЙ БИОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ     Russian journal of biotherapy 1'2026  том 25    vol. 25

Оригинальные статьи | Original reports

ORCID авторов / ORCID of authors
В.С. Чернышенко / V.S. Chernyshenko: https://orcid.org/0009-0003-3246-3771
Н.М. Фаустова / N.M. Faustova: https://orcid.org/0000-0002-6866-5741
В.М. Косман / V.M. Kosman: https://orcid.org/0000-0001-9690-1935
М.В. Карлинa / M.V. Karlina: https://orcid.org/0000-0002-6292-8934
А.Ю. Романенко / A.Yu. Romanenko: https://orcid.org/0009-0005-7026-9245
М.Н. Макарова / M.N. Makarova: https://orcid.org/0000-0003-3176-6386
В.Г. Макаров / V.G. Makarov: https://orcid.org/0000-0002-2447-7888
А.А. Дмитриева / A.A. Dmitrieva: https://orcid.org/0000-0003-4743-6189
Е.В. Шипаева / E.V. Shipaeva: https://orcid.org/0000-0002-5953-984X
М.Г. Чернобровкин / M.G. Chernobrovkin: https://orcid.org/0000-0003-4909-598X
В.А. Постникова / V.A. Postnikova: https://orcid.org/0009-0007-7505-5734
О.В. Филон / O.V. Filon: https://orcid.org/0000-0002-8735-7429
М.Ю. Самсонов / M.Yu. Samsonov: https://orcid.org/0000-0003-2685-1623
В.Г. Игнатьев / V.G. Ignatiev: https://orcid.org/0000-0003-2818-6583

Конфликт интересов. Существует потенциальный конфликт интересов в силу финансирования данной научной работы компанией  
АО «Р-Фарм» (Россия). Однако при написании статьи авторы руководствовались соображениями научной ценности полученного 
материала и заявляют о беспристрастности оценки полученных данных.
Conflict of interest. There is a potential conflict of interest due to the financial support of this study by JSC “R-Pharm” (Russia). However, when 
writing the article, the authors were guided by considerations of the scientific value of the material obtained; the authors declare their impartiality 
in its assessment.

Финансирование. Работа выполнена без государственного бюджетного финансирования при финансовой поддержке АО «Р-Фарм» 
(Россия).
Funding. The study received no government budget funding; the work was supported by JSC “R-Pharm” (Russia).

Соблюдение правил биоэтики. Все исследования были выполнены в соответствии с рекомендациями Директивы 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета Европейского Союза по охране животных, используемых в научных целях. Проведение исследований было 
одобрено на заседании биоэтической комиссии АО «НПО «ДОМ ФАРМАЦИИ»» (протокол заседания № 1.34/22 от 29.07.2022). 
Compliance with principles of bioethics. All the experiments were performed according to the recommendations of Directive 2010/63/EU  
of the European Parliament and of the Council of European Union 22.09.2010 on the protection of animals used for scientific purposes. The study  
was approved by the Bioethics Committee of the research-and-manufacturing company “HOME OF PHARMACY” (Approval No. 1.34/22  
of 29.07.2022).

Статья поступила: 31.07.2025. �Принята к публикации: 10.02.2026. �Опубликована онлайн: 30.04.2026.
Article submitted: 31.07.2025. �Accepted for publication: 10.02.2026. �Published online: 30.04.2026.


