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С целью разработки методики определения специфической активности препарата цетуксимаб, методом
проточной цитометрии проанализирована способность клеточных линий эпидермоидной карциномы
человека А431 (ATCC CRL-1555), аденокарциномы простаты человека DU 145 (ATCC HBT-81) и PC-3
(ATCC CRL-1435), колоректальной аденокарциномы человека Caco-2 (ATCC HTB-37) и карцино-
мы легкого A549 (ATCC CCL-185) экспрессировать EGFR. Установлено, что линия А431 отличается
гиперэкспрессией EGFR на поверхности клеток. Методом ИФА установлено, что эта клеточная ли-
ния обладает наибольшей степенью связывания с препаратом цетуксимаб, поэтому именно она была
выбрана для разработки и оптимизации методики. Жизнеспособность клеток определяли с помощью
МТТ-теста, используя для растворения кристаллов образующегося формазана лизирующий буфер. На
основании валидационных испытаний подтверждено соответствие разработанной методики критерию
приемлемости метода в аналитической области концентрации препарата 7812.5–30.5 нг/мл.
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Рецептор эпидермального фактора роста
(EGFR/c-erbB1) был впервые обнаружен в клет-
ках эпидермоидной карциномы [1]. Как и другие
рецепторы фактора роста семейства erbB, EGFR
состоит из внеклеточного домена, который связы-
вает соответствующие лиганды, трансмембранного
домена и внутриклеточного тирозинкиназного до-
мена [2]. Несколько лигандов, включая эпидер-
мальный фактор роста, трансформирующий фак-
тор роста-α, амфирегулин, херегулин или бета-
целлюлин, могут активировать данный рецептор
[3]. Связывание лиганда с внеклеточным доме-
ном EGFR приводит к димеризации рецепторно-
го комплекса, что способствует активации после-
дующих сигнальных путей и кросс-автофосфори-
лированию других трансмембранных рецепторов
[4]. После активации лигандом, EGFR запускает
каскад молекулярных реакций, включающий сни-
жение экспрессии большой группы микроРНК,
усиливает регуляцию вновь синтезированных
мРНК и ковалентные модификации белков. На-
ряду с драйверными мутациями, EGFR стимули-
рует метастазирование [5]. Паракринные петли,

включающие опухолевые и стромальные клетки,
позволяют EGFR стимулировать инвазию через
тканевые барьеры, выживание скоплений цирку-
лирующих опухолевых клеток, а также колониза-
цию отдаленных органов [6].

EGFR играет ключевую роль в онкогенезе [7],
при этом многие солидные опухоли человека, а
также рак толстой кишки [8], рак молочной желе-
зы и немелкоклеточный рак легких [9] сверхэкс-
прессируют EGFR. По этим причинам EGFR и его
гетеродимер HER2/ERBB2, являются популяр-
ными мишенями противораковых терапий [10].

EGFR является первой молекулярной мише-
нью, для которой были разработаны монокло-
нальные антитела (mAb) для терапии рака. Эф-
фективность EGFR-специфического mAb при
лечении рака достигается благодаря ингибирова-
нию EGFR-генерируемой сигнализации, кроме
того, воздействие антител на иммунную систему,
по-видимому, играет важную роль в формирова-
нии противоопухолевого ответа [11]. Анти-EGFR
моноклональные антитела связываются с внекле-
точным доменом EGFR в его неактивном состоя-
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нии [12]. Происходит конкуренция за связывание
с рецептором путем блокировки лиганд-связыва-
ющей области и ингибирование активации тиро-
зинкиназы EGFR [13].

Современные научные исследования открыва-
ют для клинической практики хорошие перспекти-
вы лекарственного лечения онкологических забо-
леваний [14]. Одним из подходов противорако-
вой терапии является регулирование активности
EGFR. Ингибиторы EGFR входят в группу таргет-
ных препаратов, действие которых направлено на
конкретную специфическую молекулу, не пора-
жая при этом нецелевые делящиеся клетки [15].

Вследствие повышенной активности EGFR ра-
ковые клетки начинают неконтролируемо делиться
и метастазируют в соседние ткани и органы. Кро-
ме того, начинается процесс образования крове-
носных сосудов (ангиогенез), которые питают опу-
холь. Многочисленные исследования и медицин-
ская практика показывают, что при мутации
генов EGFR значительно ухудшается прогноз для
больного [16]. Это понимание привело к необхо-
димости создания препаратов, способных блоки-
ровать данный рецепторный белок. Основная про-
блема заключается в том, что молекулярно-генети-
ческие свойства рака и его гистологический тип не
всегда связаны друг с другом. Даже если рассматри-
вать два одинаковых типа рака, то может выяснить-
ся, что в одном активность EGFR выше нормы, а в
другом наоборот, низкая [17]. Таким образом, по-
вышенная экспрессия EGFR в тканях, вероятно,
будет сильной прогностической особенностью при
нескольких типах опухолей, и ингибирование
ее клеточных действий, по-видимому, дает суще-
ственные терапевтические преимущества [18].

Одним из вариантов решения данной пробле-
мы является применение моноклонального анти-
тела ‒ цетуксимаб. Цетуксимаб является анти-
EGFR моноклональным антителом. Его механизм
действия включает блокирование сигнала проли-
ферации раковых клеток посредством ингибирова-
ния сигнальных путей EGFR/Pi3K/AKT/mTOR
или EGFR/Ras/Raf/MAPK/ERK. Блокирование
сигнала приводит к ингибированию клеточного
деления в G1 фазе из-за отсутствия необходимых
факторов транскрипции с последующей элими-
нацией клеток путем апоптоза [19].

Кроме того, связывание цетуксимаба иниции-
рует интернализацию и деградацию EGFR, что
приводит к прекращению сигнала [20]. Более того, в
отличие от ингибиторов тирозинкиназы EGFR, це-
туксимаб потенциально может провоцировать им-
мунологические противоопухолевые эффекты, та-
кие как ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxic-
ity) [21].

Целью данной работы была разработка и опти-
мизация методики оценки специфической активно-
сти препарата цетуксимаб биологическим методом,

выбор наиболее подходящей для этой цели клеточ-
ной линии, а также валидация данной методики.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Стандартный образец. В данном исследова-
нии использовался внутренний стандартный
образец предприятия цетуксимаб, полученый
путем рекомбинантных технологий. Аминокис-
лотная последовательность стандартного об-
разца идентична препарату Эрбитукс® (цетук-
симаб) и взята из открытого источника
(https://go.drugbank.com/drugs/DB00002). Нук-
леотидные последовательности стандартного об-
разца генерировались с аминокислотной после-
довательности Эрбитукса®, оптимизировались
для клонирования и экспрессии в системе клеток
яичников китайских хомячков CHO-K1 и искус-
ственно синтезировались. После клонирования
вектора, одновременно содержащего участки, ко-
дирующие тяжелые и легкие цепи антител, про-
водилась трансфекция CHO-K1 клеток. Затем с
помощью селекции и скрининга создавалась ста-
бильная суспензионная клеточная линия, экс-
прессирующая цетуксимаб. Высокопроизводи-
тельные клоны клеток использовались для созда-
ния системы банков клеток для последующего
производства препарата цетуксимаб.

Клеточные линии. В данном исследовании ис-
пользовали клеточные линии эпидермоидной кар-
циномы человека А431 (ATCC CRL-1555, США),
клеточные линий аденокарциномы простаты че-
ловека DU 145 (ATCC HBT-81, США) и PC-3
(ATCC CRL-1435, США), колоректальной адено-
карциномы человека Caco-2 (ATCC HTB-37, США)
и карциномы легкого A549 (ATCC CCL-185, США).

Клетки культивировали, добавляя в среду эм-
бриональную телячью сыворотку (HyClone, США),
L-глутамин (“ПанЭко”, Россия) и 1% пенициллин-
стрептомицин (“ПанЭко”), в атмосфере 5%-ного
СО2 при 37°С до образования монослоя. Исполь-
зованные среды и концентрация сыворотки при-
ведены в табл. 1.

Проточная цитометрия. Клеточные линии для
исследования были отобраны из базы данных Hu-
man protein atlas на основании установленной
экспрессии мРНК EGFR. В качестве контроля
использовали клеточную линию А431 с гиперэкс-
прессией EGFR. Окраску проводили антителами
к EGFR. Клетки переносили из культурального
планшета в пробирки для проточной цитометрии,
отмывали центрифугированием (скорость 200g,
время 5 мин) в PBS и добавляли в каждую про-
бирку по 10 мкл флуоресцентного конъюгата Ат к
EGFR с r-фикоэритрином (PE) и соответствую-
щие изотипические антитела, инкубировали на
льду в течение 30 мин. Клетки промывали буфе-
ром FACS (PBS (Gibco, США), 0.2% (w/v) BSA



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 39  № 2  2023

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЦЕТУКСИМАБА НА КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК 101

(Sigma Aldrich, США), 10 мМ азида натрия (Sigma
Aldrich)) и оценивали количество клеток с экс-
прессией EGFR при помощи программного обес-
печения ACEA Novo Express software v1.3.1. Для
проведения испытаний использовался прибор
NovoCyte (Agilent, США).

MTT тест. Каждую клеточную линию
(5000‒30000 клеток) инкубировали с цетуксимабом
(1000 мкг/мл – 1.9 нг/мл) в 96-луночном планшете
в трех повторностях. После инкубации в течение
48, 72, 96 ч при 37°C, в каждую лунку добавляли
MTT (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолий бромид (Sigma Aldrich) и проводили
инкубацию в течение 4 ч. Затем надосадочную
жидкость удаляли и растворяли кристаллы фор-
мазана в ДМСО или в 100 мкл лизирующего буфе-
ра следующего состава: 50 мМ натрий ацетат
(Merck, Германия), 700 мМ натрий лаурилсуль-
фат (Sigma Aldrich), 6.5 М диметилформамид (Sig-
ma Aldrich). Колориметрическую оценку раство-
ра при 560\670 нм проводили с использованием
планшетного спектрофотометра CLARIOstar Plus
(BMG labtech, Германия). Ингибирование про-
лиферации оценивали, рассчитывая процент ро-
ста клеток, индуцированных цетуксимабом, по
сравнению с ростом, индуцированным контроль-
ным mAb.

Иммуноферментный анализ. Связывание цетук-
симаба с рецептором EGFR проверяли с помощью
иммуноферментного анализа на клетках. Клетки
A431, А549, Du-145 были засеяны в 96-луночный
планшет с концентрацией 20000 клеток/лунка. На
следующий день клетки промывали раствором
для промывки (0.05% твин-80 в фосфатно-соле-
вом буферном растворе) и фиксировали 4%-ным
параформальдегидом (Santa Cruz, США). Для
блокировки неспецифического взаимодействия
использовали 1% BSA, после чего добавляли се-
рийно разведенные образцы цетуксимаба и инку-
бировали 1 ч при комнатной температуре. Связыва-
ние цетуксимаба с EGFR на поверхности клеток
фиксировали с помощью HRP-конъюгированного
кроличьего античеловеческого IgG в течение 1 ч
при комнатной температуре. Несвязанное вто-
ричное детектирующее антитело удаляли путем
трехкратной промывки промывочным буфером

(0.05% твин-80 в фосфатно-солевом буферном
растворе). Активность HRP (horseradish peroxi-
dase) в каждой лунке определяли по конверсии
субстрата ТМБ (3,3',5,5'-тетраметилбензидин)
(Sigma Aldrich), который добавляли после инку-
бирования со вторичными антителами в объеме
100 мкл/лунка. Образовавшуюся в кислых усло-
виях желтую окраску фиксировали при 450 нм.

Метод определения титра антител с помощью
высокоэффективной жидкостной хроматографии.
Хроматографическое разделение проводили на
приборе Waters, США) с использованием колон-
ки Immuno Detection ProteinA C18 (2.1 × 3 мм,
Thermo Fisher Scientific, США) при температуре
25°C. Подвижная фаза: (А) ‒ 50 мМ натрия фосфат,
150 мМ натрия хлорид, pH 7.0 ± 0.2 (В) ‒ 100 мМ на-
трия фосфат, 150 мМ натрия хлорид. Условия
элюирования: 0‒0.51 мин 100% A; 0.51‒1.51 мин
100% B; 1.51‒3 мин. 100% A. Скорость потока –
3 мл/мин; объем вводимого образца – 100 мкл.

Методика определения специфической актив-
ности препарата цетуксимаб биологическим ме-
тодом. Финальная версия. Клеточную линию А431
(10 000 клеток) инкубировали с цетуксимабом
(7812.5 нг/мл – 30.5 нг/мл) в 96-луночном план-
шете в трех повторностях. После инкубации в тече-
ние 96 ч при 37°C, каждую лунку добавляли 10 мкл
MTT (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-
тетразолий бромид, 5 мг/мл, (Sigma Aldrich) и
проводили инкубацию в течение 4 ч. Затем рас-
творяли кристаллы формазана в лизирующем бу-
фере, нагретом до 37°С, и перемешивали на шей-
кере со скоростью 450 об/мин, при температуре
37°С в течение 3 ч. Окраску оценивали колори-
метрически при 560 нм с использованием план-
шетного спектрофотометра CLARIOstar Plus
(BMG Labtech, Германия).

Учет результатов испытания.
По полученным значениям оптической плот-

ности строили график четырех параметрической
логистической зависимости усредненных по трем
повторностям значений оптической плотности
стандартного и испытуемого образцов от концен-
трации (нг/мл). Используя значения полумакси-
мальной эффективной концентрации (EC50), по-

Таблица 1. Питательные среды для культивирования клеточных линий и содержание фетальной бычьей сыво-
ротки в них 
Table 1. Nutrient media for cultivation of cell lines and the content of fetal bovine serum in them

Наименование клеточной линии Наименование питательной среды Концентрация фетальной бычьей сыворотки

А549 Ham’s F-12 10
Сaco-2 EMEM 20
DU-145 EMEM 10
PC-3 Ham’s F-12 10
A431 DMEM/F12 10
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лученные из кривых зависимости, рассчитывали
значения относительной активности испытуемо-
го образца.

При валидационных испытаниях процедуры
оценки специфической активности препарата це-
туксимаб критериями пригодности методики были
следующие требования:

1. Относительное стандартное отклонение (CV)
значений оптической плотности для трех повтор-
ностей каждого разведения образца не более 20%;

Примечание – Допускается удаление не более
трех точек из разных разведений и не более одной
точки из одного разведения как выброс.

2. Квадрат коэффициента линейной апрокси-
мации R2 не менее 0.95.

3. Среднее значение оптической плотности в
лунках с клеточным контролем не должно быть
ниже средних значений оптических плотностей в
лунках с минимальной концентрацией образца
более, чем на 0.2 о.е.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ экспрессии EGFR в клеточных линиях

A431, Caсo2, PC-3, DU 145, A549
Согласно полученным данным, все исследо-

ванные клеточные культуры эпидермоидной кар-
циномы A431, Caсo2, аденокарциномы предста-
тельной железы PC-3, DU 145, карциномы лeгко-
го A549 экспрессировали EGFR на поверхности
клеток. Линия А431 отличалась гиперэкспресси-
ей EGFR. Остальные клеточные линии имели
сравнимый уровень экспрессии.

Поиск дозозависимого эффекта 
путем постановки МТТ-теста

После предварительных экспериментов с ис-
пользованием клеточных линий А549, DU 145,
А431, PC-3, Caco-2 последняя была исключена из
испытания в связи с длительным временем удво-
ения числа данных клеток (~ 80 ч), что критично
при времени анализа 96 ч в МТТ тесте (рис. 1а).
Основанием для исключения из испытаний кле-
точной линии PC-3 послужили неудовлетвори-
тельные результаты, полученные при ее исполь-
зовании: оптическая плотность в контрольных
лунках (клетки+питательная среда) была в 2 раза
ниже чем у клеточной линии DU-145 с аналогич-
ным временем удвоения (рис. 1b, 1c).

a) Клеточная линия Caco-2
Для поиска дозозависимого эффекта при про-

ведении МТТ-теста были использованы клеточ-
ные линии А549, DU 145, А431.

В диапазоне концентраций препарата цетук-
симаб 5000–100 мкг/мл дозозависимого эффекта

не обнаружено. Разница между значениями опти-
ческой плотности была незначительной.

Анализ связывания EGFR и препарата цетуксимаб 
методом иммуноферментного анализа

Ввиду отсутствия видимого дозозависимого эф-
фекта, при постановке МТТ-теста с концентрация-
ми исследуемого образца (5000–100 мкг/мл), опре-
деление связывания препарата цетуксимаб c EGFR
проводили методом иммуноферментного анализа
с использованием клеточных линий А431, А549 и
DU 145. Наличие связывания было подтверждено
на всех клеточных линиях, однако его степень у
клеточных линий A549 и DU-145 гораздо ниже
чем у клеточной линии А431.

При одинаковых количествах клеток и испы-
туемого препарата, оптическая плотность в точке
с максимальной концентрацией препарата со-
ставляла: 1.5 о.е для клеток А431; 0.698 о.е для кле-
ток А549; 0.293 о.е для клеток Du-145 (рис. 2). На
основании этих данных клеточная линия DU-145
была исключена из анализа.

Анализ связывания EGFR и препарата 
цетуксимаб методом аффинной ВЭЖХ

Клетки А431 и А549 засевали в 96-луночный
планшет с концентрацией 2000 и 4000 клеток\лун-
ка, через 4 ч добавляли цетуксимаб, разбавлен-
ный в питательной среде без фетальной бычьей
сыворотки, в концентрациях от 1000 до 4 мкг, с
шагом разбавления 2. Инкубировали клетки с
препаратом 24, 48, 72 и 96 ч и в каждой контроль-
ной точке отбирали супернатант и проводили
анализ титра антител в исследуемом образце ме-
тодом ВЭЖХ.

На основании полученных результатов установ-
лено, что при данных концентрациях клеток и пре-
парата аффинная хроматография не позволяет оце-
нить степень взаимодействия препарата с EGFR.

Подбор оптимальной концентрации клеток
Ввиду большого количества сайтов связыва-

ния на клеточной линии А431, упрощается под-
бор оптимального соотношения концентраций
клеток и препарата, так как может быть использо-
ван достаточно широкий диапазон используемых
концентраций. Для клеточной линии А549 рабочий
диапазон концентраций будет находиться в области
с более низкими концентрациями препарата.

При анализе роста клеточной линии А431 в
96-луночный планшет засевали 2, 5, 10, 15, 20,
30 тыс. клеток в соответствующие лунки, инкуби-
ровали 24, 48, 72, 96 ч и в каждой контрольной
точке оценивали конфлюентность и производили
подсчет клеток Полученные результаты пред-
ставлены в табл. 2.
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С учетом полученных результатов для проведе-
ния МТТ теста первоначально для анализа были
выбраны концентрации препарата от 1000 мкг/мл
до 1.91 нг/мл с шагом разбавления 2 и концентра-
циями клеток 20 и 30 тысяч клеток на лунку. Пре-
парат разводили в среде без фетальной бычьей
сыворотки и инкубировали с клетками в течение
96 ч. Затем к препарату добавляли 10 мкл МТТ с
концентрацией 5 мг/мл, инкубировали 4 ч при
температуре 37°С, по окончании времени инку-
бации, вносили в планшет 150 мкл ДМСО. Дозо-
зависимый эффект был обнаружен в диапазоне
концентраций цетуксимаба от 31.25 мкг/мл до
30.50 нг/мл (рис. 3).

Далее был проведен аналогичный анализ с
концентрациями клеток 5 и 10 тысяч на лунку и
концентрациями препарата от 31.25 мкг/мл до
30.50 нг/мл (рис. 4).

На основании полученных результатов оп-
тимальной концентрацией клеток является
10 000 кл/лунку. Именно эта концентрация была
выбрана для проведения дальнейших испытаний.

Анализ используемых красителей

Для проведения испытаний по определению
ингибирования пролиферации могут использо-

Рис. 1. Результат МТТ-теста при инкубировании клеток с образцом цетуксимаба в течение 96 ч, концентрация препа-
рата 5000–7.8 мкг/мл. 
Fig. 1. MTT-test result when cells were incubated with cetuximab sample for 96 h, drug concentration 5000–7.8 μg/mL.
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ваться различные красители, определяющие чис-
ло жизнеспособных клеток в лунке планшета В
рамках данного эксперимента был проведен ана-
лиз жизнеспособных клеток в МТТ – тесте с приме-
нением красителя 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид , в резазурин –те-

сте и определение количества живых клеток по
активности их внутриклеточных протеаз с ис-
пользованием люминесцентного красителя Cell-
TiterGlo (Promega, США).

Поскольку резазурин восстанавливается ши-
роким спектором ферментов, содержащихся в
клетке, при его использовании степень флуорес-
ценции не увеличивалась при превышении их
концентрации 20 тысяч клеток/лунка. Таким об-
разом для определения концентрации жизнеспо-
собных клеток А431 этот краситель не пригоден.

Производитель реактива CellTiterGlo не реко-
мендует использовать этот краситель при превы-
шении концентрации 50 тысяч клеток/лунка.

Учитывая все вышесказанное для определения
был выбран краситель 3-(4,5-диметилтиазол-2-
ил)-2,5-дифенил-тетразолиум бромид , применя-
емый в МТТ-тесте. При использовании МТТ кра-
сителя основная задача заключалась в подборе рас-
творителя для эффективного растворения кристал-
лов формазана. В качестве растворителя были
использованы ДМСО и лизирующий буфер. При
образовании большого количества кристаллов фор-
мазана требуется объем ДМСО больший, чем объ-
ем лизирующего буфера. При использовании по-
следнего появляется возможность не удалять из

Рис. 2. Определение связывания препарата цетуксимаб с ERGF на поверхности клеток методом иммуноферментного
анализа. 
Fig. 2. Determination of cetuximab binding to ERGF on the cell surface by enzyme immunoassay.
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Рис. 3. Результат МТТ-теста. Концентрация препара-
та 1000000–1.9 нг/мл, концентрация клеток 20000 и
30000 кл/лунка. 
Fig. 3. MTT test result. Drug concentration 1000000–1.9
ng/mL, cell concentrations 20000 and 30000 cells/well.

Концентрация препарата, Ig мг/мл

Ig
 O

D
56

0

0 2 4 6 8
−0.5

−0.4

−0.2

−0.3

−0.1

0
20000 кл/лунка

30000 кл/лунка



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 39  № 2  2023

ОПРЕДЕЛЕНИЕ АКТИВНОСТИ ЦЕТУКСИМАБА НА КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК 105

планшета органический растворитель, это исклю-
чает потери кристаллов формазана, что, в свою оче-
редь, влияет на точность анализа и коэффициент
вариации.

Валидация методики

В рамках валидации данного метода были оце-
нены следующие валидационные характеристи-
ки: специфичность, правильность, линейность,
прецизионность, аналитическая область, устой-
чивость.

Специфичность и правильность методики
подтверждены идентичностью результатов ана-
лиза опытного и стандартного образца, в качестве
которого использовался внутренний стандарт-
ный образец предприятия цетуксимаб, получен-
ный путем рекомбинантных технологий. Амино-
кислотная последовательность стандартного образ-
ца идентична препарату Эрбитукс® (цетуксимаб) и
взята из открытого источника (https://go.drug-
bank.com/drugs/DB00002).

Для определения аналитической области ис-
следовали диапазон концентраций цитуксимаба
31.25 мкг/мл до 30.50 нг/мл, в котором был обна-
ружен дозозависимый эффект. Оптическая плот-
ность при анализе образцов прямо пропорцио-
нальна концентрации препарата в интервале
7812.5–30.5 нг/мл.

На рис. 5 представлены результаты, подтвер-
ждающие прецизионность разработанной мето-
дики.

Оценка устойчивости методики проводилась
путем постановки анализа на двух разных пита-
тельных средах:

– DMEM без фенолового красного (Gibco);
– DMEM без фенолового красного и L-глута-

мина (R&D systems, США).
Полученные результаты приведены в табл. 3.
Максимальное относительное стандартное от-

клонение между результатами, полученными на
разных питательных средах составило 18.1%, что
соответствует критерию приемлемости метода.

Таким образом результаты валидационных ис-
пытаний подтверждают соответствие разработан-
ной методики критерию приемлемости метода в
аналитической области концентрации препарата
7812.5–30.5 нг/мл.

В результате проведенных исследований раз-
работана методика определения специфической
активности препарата цетуксимаб биологиче-
ским методом. Подобрана клеточная линия эпи-
дермоидной карциномы человека А431, обладаю-
щая наибольшей степенью связывания с препа-
ратом и оптимальная концентрация ее клеток для

Рис. 4. МТТ-тест (концентрация препарата 31250–
30.50 нг/мл, концентрация клеток 5000 и
10000 кл/лунка). 
Fig. 4. MTT test (drug concentration 31250–30.50 ng/mL,
cell concentration 5000 and 10000 cells/well).
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Рис. 5. Валидация финальной методики. МТТ-тест
(инкубирование клеток А431 с образцом 96 ч, кон-
центрация препарата 7812.5–30.5 нг/мл, концентра-
ция клеток 10000 кл/лунка). 
Fig. 5.Validation of the final technique. MTT assay (incuba-
tion of A431 cells with the sample for 96 h, drug concentration
7812.5–30.5 ng/mL, cell concentration 10000 cells/well).
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проведения анализа с использованием МТТ-те-
ста. Проведены валидационные испытания и уста-
новлено, что в аналитической области концен-
трации препарата 7812.5–30.5 нг/мл методика со-
ответствует критерию приемлемости метода.

Преимуществом разработанного метода явля-
ется точность и надежность, по сравнению с дру-
гими методами определения специфической ак-
тивности препарата.
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Development and Optimization of a Biological Method 
for the Cetuximab Drug Specific Activity Analysis Using Cell Culture

A. A. Khoromskayab, A. S. Sergeevab, A. G. Rodionovab, D. S. Saakyanb, #, 
E. A. Guzovb, A. V. Iserkapova, V. M. Kolyshkina, and V. G. Ignatieva

aR-Pharm JSC, Moscow, 119421 Russia
bPlant of Finished Dosage Forms and Biotechnological Substances, 

Branch of R-Pharm, Yaroslavl, 150061 Russia
#e-mail: ds.novoselova@rpharm.ru

Abstract—In order to develop a method for determining the specific activity of cetuximab, the ability to ex-
press epidermal growth factor receptor (EGFR) of human epidermoid carcinoma A431 (ATCC CRL-1555),
human prostate adenocarcinoma DU 145 (ATCC HBT-81) and PC-3 (ATCC CRL-1435), human colorectal
adenocarcinoma Caco-2 (ATCC HTB-37), and lung carcinoma A549 (ATCC CCL-185) cell lines was ana-
lyzed by f low cytometry. It was established that the A431 line is characterized by overexpression of EGFR on
the cell surface. ELISA showed that this cell line has the highest degree of binding to the cetuximab drug;
therefore, it was chosen for the development and optimization of the methodology. Cell viability was deter-
mined by MTT-test using a lysis buffer to dissolve the resulting formazan crystals. According to the results of
validation tests, the compliance of the developed method with the acceptance criterion in the analytical range
of drug concentrations 7812.5–30.5 ng/mL was confirmed.

Keywords: EGFR, cancer, monoclonal antibody therapy, cetuximab
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