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Цели. При подтверждении биоподобности препаратов необходимо создание надежных и 
точных аналитических методов сравнительных исследований для доказательства схо-
жести препаратов по результатам физико-химических, биологических (in vitro), докли-
нических и клинических испытаний. Основной задачей настоящей работы является раз-
работка и валидация метода определения специфической активности рекомбинантного 
моноклонального антитела экулизумаб.
Методы. В работе использован метод непрямого иммуноферментного анализа.
Результаты. Впервые разработан метод определения специфической активности гума-
низированного рекомбинантного моноклонального антитела экулизумаб и проведена его 
валидация. С использованием разработанного метода проведена сравнительная оценка 
специфической активности оригинального препарата Солирис® (Alexion Pharmaceuticals 
Inc., USA) и его биоаналога PRK-001 (ООО «Фармапарк», Россия).
Выводы. Доказана биоаналогичность препаратов Солирис® и PRK-001 в отношении их 
специфической активности.

Ключевые слова: валидация, воспроизведенный лекарственный препарат, пароксизмаль-
ная ночная гемоглобинурия, специфическая активность in vitro, иммуноферментный 
анализ, система комплемента.
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Objectives. Developing reliable and accurate analytical methods is necessary for comparative 
pharmaceutical analysis using physicochemical, biological (in vitro), preclinical, and clinical trials. 
The main objective of this study was to develop and validate an in vitro method for determining 
the specific activity of the recombinant monoclonal antibody eculizumab.
Methods. The method of indirect enzyme immunoassay was used in the study.
Results. A method for determining the specific activity of the humanized recombinant monoclonal 
antibody eculizumab was described and validated for the first time. A comparative evaluation 
of the specific activity of Soliris® (Alexion Pharmaceuticals Inc., USA), and its biosimilar PRK-001 
(Pharmapark, Russia) was performed using the developed method.
Conclusions. The similarity of PRK-001 and the original Soliris® in relation to their specific 
activity, that is, binding to the human complement system C5 protein, was proved.
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ВВЕДЕНИЕ

Пароксизмальная ночная гемоглобинурия (ПНГ) 
– чрезвычайно редкое заболевание (в среднем 3 слу-
чая на 1 миллион [1]), часто сопровождающееся 
серьезными осложнениями, такими как гемолити-
ческая анемия, тромбоз в атипичных участках, кос-
тномозговая недостаточность, почечная недостаточ-
ность. Этиологию ПНГ связывают с соматической 
мутацией в гене PIG-A, приводящей к блокированию 
биосинтеза гликозилфосфатидилинозитола, глико-
липида, называемого ГФИ-якорь, необходимого для 
удерживания ряда белков на клеточной мембране, 
в частности CD55 и CD59, которые являются инги-
биторами мембран-атакующего комплекса (МАК) 
системы комплемента. Дефицит CD55 и CD59 на 
поверхности клеточной мембраны приводит к нару-
шению подавления образования МАК, что является 
главной причиной гемолиза эритроцитов при ПНГ 
[2, 3]. Это определяется при помощи проточной ци-
тометрии [4, 5]. 

На данный момент для терапии ПНГ использу-
ется единственно доступный коммерческий препа-
рат – Солирис® (Alexion Pharmaceuticals Inc., США). 
Действующим веществом в указанном препарате 
является рекомбинантное каппа-моноклональное 
антитело смешанного IgG2/4 типа – экулизумаб, со-
стоящее из человеческой константной цепи и опре-
деляющее комплементарность мышиных участков, 
привитых на человеческие каркасные области в ва-
риабельной и тяжелой цепи, с суммарной молекуляр-
ной массой молекулы в 148 kDa1. Механизм действия 
Экулизумаба заключается в связывании с белком С5 
системы комплемента с последующим его литиче-
ским разрушением в лизосомах, что блокирует обра-
зование мембраноатакующего комплекса и последу-
ющий лизис клеток [6–8]. 

Ввиду высокой стоимости терапии (600 000 
долларов США в год для одного пациента) [9] и 

1 DRUGBANK. Eculizumab. URL: https://www.drugbank.ca/
drugs/DB01257 [Дата обращения 22.10.2019].
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необходимости в ее пожизненном проведении, уве-
личивается число фармацевтических компаний, 
активно занимающихся разработкой биоаналога 
препарата Солирис® (Generium Pharmaceutical, Рос-
сия; Samsung Bioepis, Южная Корея; Amgen, США), 
в связи с чем становится очевидна потребность в 
разработке надежных методов контроля качества 
получаемого продукта. Одним из наиболее важных 
показателей качества, несомненно, является его ак-
тивность, т.е. связывание с белком С5 [10–12]. 

В настоящее время в литературе не описан ме-
тод, позволяющий оценивать специфическую ак-
тивность моноклонального антитела экулизумаб с 
достаточным уровнем точности и воспроизводимо-
сти результатов на всех этапах производства. Стоит 
отметить, что на рынке представлен коммерческий 
набор Soliris/Eculizumab ELISA Kit (Arsh Biotech Pvt. 
Ltd., Индия), с помощью которого (по заявлению ав-
торов) возможно оценивать активность препарата в 
биологических жидкостях. Однако, в организме че-
ловека основная часть молекул экулизумаба связана 
с антигеном, оценить его содержание и активность 
с требуемым уровнем точности без применения до-
полнительных этапов пробоподготовки, не описан-
ных производителями указанного набора, невозмож-
но. Кроме того, не ясно, эффективно ли применение 
набора на различных этапах производства препара-
та, в частности, после проведения стадий выделения, 
очистки и фильтрации, которые могут существенно 
влиять на свойство конечного продукта. 

В настоящей работе представлен новый метод 
определения специфической активности экулизума-
ба, который пригоден как для проведения контроля 
качества препарата на различных этапах разработ-
ки, так и для осуществления выходного контроля 
готового продукта. Проведена его валидация. Пред-
ложенный нами метод использован для сравнитель-
ной оценки специфической активности трех серий 
препаратов Солирис® (Alexion Pharmaceuticals Inc., 
США) и PRK-001 (ООО «Фармапарк», Россия). 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Разработанная в данном исследовании методика 
количественной оценки специфической активности 
экулизумаба методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) предусматривает использование стандартного 
образца экулизумаба с подтверждённым производите-
лем значением специфической активности. В качестве 
образца сравнения в работе использовали препарат 
Солирис® (Alexion Pharmaceuticals Inc., США).

Приготовление стандартных растворов
Приготовление фосфатно-солевого буферного 

раствора («Буферный раствор А»)
Одну таблетку сухого готового буфера (Sigma 

Aldrich, США) растворяли в 100 мл деионизован-

ной воды, рН полученного раствора доводили, при 
необходимости, до 7.4 с использованием pH-метра 
(Mettler Toledo, США). Полученный раствор хранили 
в плотно закрытой емкости, при температуре +4 °С.

Приготовление фосфатно-солевого буферного 
раствора с 0.01% Tween 20 («Буферный раствор Б»)

Одну таблетку сухого готового буфера, содержа-
щего 0.01% Tween 20 (Sigma Aldrich, США) раство-
ряли в 500 мл деионизованной воды при постоянном 
перемешивании при температуре 25 °С. рН получен-
ного раствора доводили, при необходимости, до 7.4. 
Полученный раствор хранили в плотно закрытой ем-
кости, при температуре +4 °С.

Приготовление холостого раствора
1 г бычьего сывороточного альбумина (Sigma 

Aldrich, США) растворяли в 100 мл буферного рас-
твора А. Далее раствор хранили в плотно закрытой 
таре при температуре +4 ℃.

Иммобилизация белка С5 на ИФА планшете
Раствор белка С5 (Complement Technology, 

США) разбавляли до концентрации 1.5 мкг/мл белка 
С5 при помощи буферного раствора А. По 100 мкл 
полученного раствора вносили в лунки планшета и 
инкубировали в течение 48 ч при температуре +4 °С. 

Приготовление градуировочных растворов
Препарат Солирис® со специфической активно-

стью 9138000 МЕ на 300 мг разводили холостым рас-
твором, согласно Табл. 1.

Приготовление раствора вторичных антител
Рабочий раствор вторичных антител, конъюги-

рованных с пероксидазой хрена разводили холостым 
раствором согласно рекомендации производителя 
(Genway Biotech Inc., США).

Определение специфической активности эку-
лизумаба

Исследуемый раствор экулизумаба, разведенный 
в холостом растворе, и градуировочные растворы 
S1–S6 вносили в лунки планшета с предварительно 
иммобилизованным белком С5 в количестве 100 мкл 
на лунку в трех повторах каждый. Планшет инкуби-
ровали в течение 2 ч при 4 °С. Далее лунки планше-
та промывали буферным раствором Б по 200 мкл 
в трех повторах для удаления матрикса образца. В 
лунки планшета вносили по 100 мкл раствора вто-
ричных антител и инкубировали в течение 2 ч при 
37 °С. После инкубации лунки промывали буферным 
раствором Б по 200 мкл в трех повторах для удаления 
не связавшихся антител. После удаления буферного 
раствора Б в лунки планшета вносили по 100 мкл 
готового раствора 3,3',5,5'-тетраметилбензидина, со-
держащего перекись водорода (Sigma Aldrich, USA). 
Планшет инкубировали в течение 10 мин 25 °С, и 
останавливали реакцию 0.5 М раствором серной 
кислоты (ХИММЕД, Россия). Измерение оптической 
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плотности при 450 нм и 650 нм (референс) проводи-
ли на планшетном спектрофотометре Tecan Infinite 
200 Pro (Tecan, Швейцария). Осуществляли постро-
ение сигмоидальной кривой по градуировочным рас-
творам экулизумаба в координатах оптическая плот-
ность – активность. По уравнению, описывающему 
кривую проводили расчет активности экулизумаба в 
испытуемом образце.

Обработку результатов проводили при помощи 
программного обеспечения Origin 9.1 (OriginLab 
Corp., США).

Валидация метода
Валидацию разработанного метода проводили в 

соответствии с требованиями Государственной Фар-
макопеи Российской Федерации XIV по следующим 
параметрам: специфичность; линейность; повторя-
емость; промежуточная прецизионность; правиль-
ность; аналитическая область и устойчивость. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе в лунках планшета получали ком-
плекс «иммобилизованный белок С5 – экулизумаб». 
На втором этапе осуществлялось связывание вто-
ричных антител, специфичных к Fc фрагменту IgG 
4 типа и конъюгированных с пероксидазой хрена. 
На третьем этапе добавляли хромогенный реагент, 

Таблица 1. Разведение стандартного образца для приготовления градуировочных растворов
Table 1. Dilution of a standard sample for the preparation of calibration solutions

Наименование раствора
Sample name

Объем образца, мкл
Sample volume, µl

Объем холостого раствора, мкл 
Volume of blank solution, µl

Cпецифическая активность, МЕ/мл 
Specific activity, IU/ml

Образец ITD 1* 
Sample ITD 1*

10 мкл препарата 
Солирис®

10 μl of Soliris®
294.6 300 000

Образец ITD 2 
Sample ITD 2 100 ITD1 900 30 000

Образец ITD 3 
Sample ITD 3 100 ITD2 900 3000

Образец ITD 4 
Sample ITD 4 100 ITD3 900 300

Образец S1 
Sample S1 500 ITD4 500 150

Образец S2 
Sample S2 500 S1 250 100

Образец S3 
Sample S3 400 S2 400 50

Образец S4 
Sample S4 400 S3 400 25

Образец S5 
Sample S5 400 S4 400 12.5

Образец S6 
Sample S6 400 S5 140 9.3

*Образцы с условным обозначением «ITD» используются в качестве промежуточных разведений. 
*Samples labeled “ITD” are used as intermediate dilutions.

останавливали реакцию, определяли оптическую 
плотность. Схематическое изображение метода при-
ведено на рис. 1. 

Рис 1. Схематическое изображение определения 
специфической активности экулизумаба. 

Описание стадий метода приведено в тексте.
Fig 1. Schematic for determining the specific activity 
of eculizumab. The stages of the method are described 

in the text below.
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Оценка специфичности
Специфичность метода определяется способ-

ностью оценивать содержание исследуемого компо-
нента на фоне сопутствующих веществ в растворе 
белка [13]. Для подтверждения специфичности ме-
тода исследовали влияние буферных растворов пре-
паратов PRK-001 (далее образец SP1) и Солирис® 
(далее образец SP2), приготовленных в соответ-
ствии с инструкцией производителя. Параллельно 
оценивали влияние компонентов буферных раство-
ров, используемых на каждом этапе очистки препа-
рата (при использовании образца SP3 – буферного 
раствора после очистки с использованием аффин-
ного сорбента, при использовании образца SP4 – бу-
ферного раствора после очистки с использованием 
ионообменного сорбента). Значение оптической 
плотности исследуемых растворов должно нахо-
диться в диапазоне ±10% от оптической плотности 
холостого раствора. Результаты исследования при-
ведены в табл. 2.

Полученные результаты позволяют судить об 
отсутствии влияния вспомогательных компонентов 
веществ препарата на результаты анализа. Таким об-
разом, специфичность метода установлена.

Оценка линейности метода
Настоящая методика не демонстрирует линей-

ную зависимость при построении кривой в коор-
динатах «специфическая активность/оптическая 
плотность» в выбранном диапазоне (от 9.3 МЕ/мл 
до 150 МЕ/мл), поэтому для описания полученной 
зависимости использовали сигмоидальную кривую, 
описываемую уравнением [14, 15]:

 ,

где А1, А2 – асимптоты, полученные при описании за-
висимости; x – значение активности, МЕ/мл; p – ко-
эффициент Хилла; x0 – координата точки перегиба.

Таблица 2. Результаты исследования специфичности метода 
Table 2. Determination of method specificity

Наименование 
Sample name

Оптическая плотность*
Optical density*

Оптическая плотность* холостого раствора
Optical density* of blank solution

Образец SP1
Sample SP1 0.0154 ± 0.0004

0.0151 ± 0.0004

Образец SP2
Sample SP2 0.0153 ± 0.0004

Образец SP3
Sample SP3 0.0151 ± 0.0003

Образец SP4
Sample SP4 0.0155 ± 0.0004

*Данные в таблице приведены в формате среднее значение ± стандартное отклонение (n = 3). 
*The data in the table are given in the following format: average value ± standard deviation (n = 3).

При построении градуировочной кривой ис-
пользовались 6 стандартных растворов со следую-
щими значениями специфической активности: 150, 
100, 50, 25, 12.5, 9.3 МЕ/мл. Полученная кривая 
представлена на рис. 2. Коэффициент корреляции со-
ставил 0.9987, что не менее минимально-допустимо-
го значения 0.99. Таким образом, линейность метода 
установлена.

Рис 2. Полученная градуировочная кривая 
при оценке линейности метода.

Fig. 2. The calibration curve obtained when evaluating 
the linearity of the method.

Оценка повторяемости метода
Повторяемость метода оценивали, анализируя 

стандартные образцы со значениями специфической 
активности: 150, 25, 12.5 МЕ/мл в шести повторах 
каждый. Относительное стандартное отклонение 
(relative standard deviation – RSD) для каждого кон-
центрационного уровня не должно превышать 3%. 
Результаты оценки повторяемости метода представ-
лены в табл. 3. Значение относительного стандарт-
ного отклонения для всех концентрационных уров-
ней не превышает 3%, что говорит о повторяемости 
метода.
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Таблица 3. Результаты исследования повторяемости метода
Table 3. Results of the method repeatability study

Теоретическая специфическая 
активность образца, ME/мл
Theoretical specific activity 

of the sample, IU/ml

Значение измеренной специфической 
активности образца*, ME/мл 

The value of the measured specific activity 
of the sample*, IU/ml

RSD, %

150 154.9 ± 4.4 2.8
25 25.5 ± 0.7 2.5

12.5 12.3 ± 0.1 0.8
*Данные в таблице приведены в формате среднее значение ± стандартное отклонение (n = 6). 
*The data in the table are given in the format average value ± standard deviation (n = 6).

Таблица 4. Результаты оценки промежуточной прецизионности и правильности метода
Table 4. Evaluation of the intermediate precision and accuracy of the method

Теоретическая специфическая 
активность образца, ME/мл
Theoretical specific activity 

of the sample, IU/ml

Значение измеренной специфической 
активности образца*, ME/мл 

The value of the measured specific activity 
of the sample*, IU/ml

RSD (n = 6), % R, %

150.0 157.3 ± 15.3 9.7 104.9
75.0 75.9 ± 6.0 7.9 101.2
37.5 37.5 ± 2.2 5.9 100.0
18.7 19.9 ± 1.7 8.5 106.1
9.3 9.3 ± 0.9 8.7 108.1

*Данные в таблице приведены в формате среднее значение ± стандартное отклонение (n = 6). 
*The data in the table are given in the format average value ± standard deviation (n = 6).

Промежуточная прецизионность и правильность
Промежуточная прецизионность и правильность 

оценивалась путем проведения 6 аналитических сес-
сий в течение 6 дней двумя операторами. В каждой 
аналитической сессии строилась градуировочная 
кривая и исследовались 5 испытуемых растворов со 
следующими значениями специфической активно-
сти: 150, 75, 37.5, 18.7, 9.3 МЕ/мл. Для установления 
правильности метода значение степени извлечения 
(R) не должно выходить за диапазоны 85–115%. Про-
межуточная прецизионность метода считается уста-
новленной, если RSD по результатам 6 сессий для 
каждого концентрационного уровня не превышает 
15%. Результаты оценки промежуточной прецизион-
ности и правильности представлены в табл. 4.

Полученные результаты удовлетворяют требо-
ваниям, таким образом, промежуточная прецизион-
ность и правильность метода установлены.

Оценка аналитической области
Аналитическую область метода оценивали ис-

ходя из результатов, полученных при определении 
линейности, повторяемости и правильности метода 
в диапазоне активности 9.3–150 МЕ/мл. Так как ме-
тодика удовлетворяет всем валидационным требо-
ваниям, можно считать, что аналитическая область 
метода находится в диапазоне 9.3–150 МЕ/мл.

Оценка устойчивости 
Наиболее критическим параметром метода, ко-

торый может оказать влияние на результат, является 

срок хранения планшета с иммобилизированным бел-
ком С5. Для оценки устойчивости метода планшеты 
с иммобилизированным белком С5 инкубировали 
при 4 °С в течение 7 и 14 суток, после чего проводили 
анализ испытуемого образца с параллельным прове-
дением анализа в планшете (время хранения 0 суток). 
Результаты определения активности в планшетах, 
подвергнутых хранению, сравнивали с результатами, 
полученными в планшете без длительного хранения. 

Отклонение результатов активности испытуе-
мого образца, полученных в планшетах, подвер-
гнутых хранению, как в течение 7, так и в тече-
ние 14 суток, не превышали установленного предела 
(±5%) от истинного значения, что говорит об устой-
чивости метода по параметру срок хранения планше-
та с иммобилизированным белком С5.

Сравнительное исследование специфической ак-
тивности препаратов PRK-001 и Солирис®

Препарат производства компании OOO «Фарма-
парк» – PRK-001 является воспроизведенным биоло-
гическим лекарственным средством. Таким образом, 
необходимо подтвердить его сходство с оригиналь-
ным биологическим лекарственным препаратом [16]. 
В настоящей работе проведена сравнительная оцен-
ка специфической активности трех серий препаратов 
Солирис® и PRK-001 для подтверждения качества 
полученного биоаналога. В качестве стандартного 
образца использовали Солирис® серии 1000325 с 
известным значением активности.
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Рис. 3. График зависимости «оптическая плотность – специфическая активность (связывание)», 
полученный для препаратов Солирис® (серии 0006502, 0005909, 0006301) и PRK-001 

(серии 0010418, 0021018 и 0031018) в сравнении с препаратом Солирис® серии 1000325.
Fig. 3. “Optical density-specific activity (binding)” dependence plot obtained for Soliris® 

(Series 0006502, 0005909, and 0006301) and PRK-001 (Series 0010418, 0021018, and 0031018) 
in comparison with Soliris® Series 1000325.

Рис. 4. Сравнение специфической активности трех серий препаратов Солирис® и PRK-001.
Fig. 4. Specific activity of three series Soliris® and PRK-001.

На рис 3. представлены кривые зависимости оп-
тической плотности от специфической активности 
всех исследуемых в работе препаратов.

Для всех серий исследуемых препаратов была 
определена удельная специфическая активность с 
использованием разработанного метода. Результаты 
исследования приведены на рис. 4.

Полученные результаты подтверждают соответ-
ствие препаратов PRK-001 и Солирис® в отношении 
активности – связывании с белком С5 системы ком-
племента человека. Измеренная специфическая ак-
тивность образцов Солириса® и PRK-001 отличалась 
не более чем на 9%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе впервые описана и прове-
дена валидация метода определения специфической 
активности гуманизированного рекомбинантного 
моноклонального антитела экулизумаб. Проведена 
сравнительная оценка воспроизведенного препара-
та PRK-001 и оригинального – Солирис®. Доказано 
сходство обоих препаратов в отношении их специфи-
ческой активности.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
The authors declare no conflicts of interest.
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