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Применение метода AlphaScreen и AlphaLisa  
в разработке лекарственных препаратов  
и фармакокинетических исследованиях

Мухаметшина Р. Т., Копеин Д. С., Симонов В. М.
Акционерное Общество "ГЕНЕРИУМ",  Владимирская область, Россия

Аннотация. Разработка лекарственных препаратов нуждается в высокотехнологичных, простых и чувствительных методах. Метод AlphaLISA 
является универсальным методом, который подходил бы под перечисленные критерии. Однако анализ работ по фармакокинетике лекарственных 
препаратов, имеющих отношение к данному методу, демонстрирует незначительное количество фармакокинетических исследований при клини-
ческих испытаниях. В данной статье мы раскрываем не только положительные стороны метода Alpha, но и его недостатки.
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Application of the AlphaScreen and AlphaLISA method in drug development and pharmacokinetic studies
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Abstract. Drug development requires high-tech, simple, and sensitive methods. AlphaLISA method was announced as a universal method that would fit 

the listed criteria. However, research of other works on the pharmacokinetics of drugs related to this method showed a small number of pharmacokinetic 
studies in clinical trials. In this review, we focused on not only the positive aspects of the Alpha method, but also its disadvantages.
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Список сокращений / List of abbreviations
AlphaLISA Amplified Luminescent Proximity Homogenous Assay Гомогенный иммунолюминесцентный анализ

BRET Bioluminescence Resonance Energy Transfer Биолюминесцентный резонансный перенос энергии

DELPHIA Dissociation Enhanced Lanthanide Fluorescent 
Immunoassay

Иммуноанализ диссоциации с усиленной флуоресценцией 
лантаноидов

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Иммуноферментный анализ

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer Флуоресцентный резонансный перенос энергии

FLAG /HA/Myc/6xHis Small tag Низкомолекулярные метки

GCH Glutation Глутатион

GCP Good clinical practice Надлежащая клиническая практика

GLP Good laboratory practice Надлежащая лабораторная практика 

GST Glutathione-S-Transferase Глутатион-трансфераза

HER2 Human epidermal growth factor receptor 2 Рецептор эпидермального фактора роста 2

HTS High throughput screening Высокопроизводительный скрининг

IgG Immunoglobulin G Иммуноглобулин G

LOCI Luminescent Oxygen Channeling Assay Иммунолюминесцентный анализ, индуцируемый кислородом

MDM2/MDM4 Mouse double minute 2 homolog/mouse double minute 4 
homolog

Двойной мышиный гомолог 

Ni-NTA/poly-His Nickel nitrilotriacetic acid/polyhistidine-tag Полигистидиновые метки

PTMSELISA ELISA sensitive to histone post-translational 
modifications 

ИФА, специфичный к пост-трансляционным 
модификациям гистонов

RET Resonance Energy Transfer Резонансный перенос энергии

SCD Sickle cell disease Серповидно-клеточная анемия 

TR-FRET Time-resolved fluorescence energy transfer Флуоресцентный резонансный перенос энергии с 
временным разрешением

TRF Time – resolved fluorescence Флуоресценция с временным разрешением 

VEGFA Vascular endothelial growth factor A Фактор роста (А) сосудов эндотелия 
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Введение / Introduction

Межмолекулярные взаимодействия биомолекул 
присущи каждому клеточному процессу. Любое пере-
числение основных тем исследований в биологии, 
например: репликация ДНК, транскрипция, транс-
ляция, сплайсинг, секреция, контроль клеточного 
цикла, внутриклеточная передача сигнала (сигнальная 
трансдукция) и многое другое — также является пере-
числением процессов, в которых молекулярные ком-
плексы вовлечены в качестве основных компонентов. 
Белки играют основную роль в таких взаимодействиях. 
Анализ взаимодействий белков в этих комплексах не 
является исключительной областью белковой биохи-
мии. Другие области биологии, такие как генетика, 
клеточная биология, биология развития, и особенно 
молекулярная биология и биофизика практически 
полностью состоят из изучения и построения сетей 
взаимодействия биомолекул.

Разработка новых лекарственных препаратов не 
обходится без проведений доклинических и клини-
ческих исследований, соответственно раздел фарма-
кокинетики также не остаётся без внимания. Литера-
турные данные о том, что метод AlphaLISA является 
методом чувствительным/прецизионным, дают нам 
право предположить о его уникальности и возможном 
его использовании в доклинических и клинических 
исследованиях при разработке новых лекарственных 
препаратов. Соответственно, целью данного обзора 
является изучение возможностей и недостатков мето-
дов Alpha, а также роль данного метода и фактическое 
применение в фармакокинетических исследованиях.

Определения различных методик межмолеку-
лярных взаимодействий / Definitions of various 

methods of intermolecular interactions

Технология захвата – методика для измерения 
взаимодействий между биомолекулами, включая бе-
лок-белковые взаимодействия [1], белок-нуклеиновые 
взаимодействия [2], пост-трасляционные модифика-
ции (фосфорилирование белков) [3], белок-лигандные 
взаимодействия [4] и специфичные аналиты (ци-
токины, гормоны). Методом сближения в растворе  
изучаются биомолекулы, включая белки или нук-
леиновые кислоты, а также и низкомолекулярные  
лиганды [5].

Для сближения донорных и акцепторных ком-
понентов могут использоваться различные подходы. 
Наиболее яркими примерами являются биотин/стреп-
тавидин, глутатион (GSH) / глутатион-С-трансфераза 
(GST), никель-NTA/полигистидин (Ni-NTA/polyHis), 
FLAG/anti-FLAG, HA/anti-HA, Myc/anti-Myc и анти-
тела [6]. Многие из этих систем используют специфи-
ческие последовательности — таги, которые могут 
быть генетически спроектированы в рекомбинантные 
белки (например, 6xHis, GST, FLAG, Myc), делая 

пост-трансляционные химические модификации 
необязательными [7].

При зарождении биохимии и молекулярной био-
логии биологические взаимодействия изучали, ис-
пользуя гетерогенные подходы, когда молекулу, с 
которой изучается взаимодействие, можно закрепить 
на подложке либо специфически выделить из раствора. 
В таких методах происходит инкубация с раствором, 
где содержатся предполагаемые молекулы для связы-
вания, и требуется отмывка от несвязавшихся молекул. 
К таким методам относятся имуннопреципитация, 
вестернблот, аффинная хроматография и пр. Такие 
классические подходы позволили выяснить и изучить 
многие фундаментальные взаимодействия, такие как 
строение молекулярных машин (например, рибосома 
или реплисома) или передачи внутри- и межклеточ-
ного сигнала в различных каскадах. Однако такие 
методы, где требуется изучить большое количество 
взаимодействий, малоприменимы. Другой подход 
состоит в том, чтобы изучать взаимодействия непо-
средственно в растворе без дополнительных манипу-
ляций. Такие методы называют гомогенными, когда 
при взаимодействии между донором и акцептором 
возникает сигнал. Гомогенными методами сближения 
в растворе изучают биомолекулы, включая и макромо-
лекулы, такие как белки или нуклеиновые кислоты, а 
также и низкомолекулярные лиганды [5].

Для детекции молекулярных взаимодействий в 
ряде систем в биологии и химии применяются техники 
на основе резонансного переноса энергии.

Резонансный перенос энергии (RET) — это 
безизлучательный перенос энергии от донора к ак-
цептору, наблюдаемый только при их сближении на 
расстояние менее 10 нм. Для наблюдения RET также 
необходимо перекрытие спектра эмиссии донора со 
спектром поглощения акцептора, а также ориентация 
диполей донора и акцептора при этом не должна 
составлять угол 90°. На практике RET проявляется 
в изменении регистрируемого спектра испускания: 
уменьшении интенсивности испускания донора и 
появлении спектра испускания акцептора. В случае 
гибридизации молекулы донора с одним участником и 
молекулы акцептора с другим участником, появляется 
возможность изучения межмолекулярных, например, 
межбелковых взаимодействий в живых клетках. Также 
возможно изучение конформационных переходов в 
самой макромолекуле, если донор и акцептор локали-
зованы на разных её концах, и расстояние между ними 
изменяется при конформационных перестройках. 
Соотношение интенсивности излучения акцептора к 
интенсивности излучения донора (RET сигнал) даёт 
возможность использования RET и для количествен-
ного анализа [8].

Общие типы гомогенных техник сближения c 
высокой пропускной способностью (HTS) включа-
ют: FRET (флуоресцентный резонансный перенос 
энергии), BRET (биолюминесцентный резонансный 
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перенос энергии), TR-FRET (разрешённый во време-
ни флуоресцентный резонансный перенос энергии), 
Alpha (гомогенный иммунолюминесцентный анализ).

– Методика FRET
Методика FRET также известна как флуоресцент-

ный резонансный перенос энергии. Это методика 
используется для изучения биомолекулярных кон-
формаций и их динамики как в комплексе с другими 
молекулами [9], так и самостоятельно [10–13].

– Методика BRET
В работе Vickers TA [2] представлена разработка 

новой быстрой методики с высокой пропускной спо-
собностью. Методика основывается на биолюминис-
центном резонансном переносе энергии, используя 
люциферазу Nanoluc (Nluc) [14, 15].

– Методика TR- FRET
Разрешённый во времени флуоресцентный резо-

нансный перенос энергии — это техника на основе 
флуоресценции, которая блокирует анализ молеку-
лярных взаимодействий в биохимических процессах. 
Принцип TR-FRET основывается на флуоресценции 
с временным разрешением (TRF) для измерения и 
флуоресценции резонансного переноса энергии между 
донорным и акцепторным частицами. Метод TR-FRET 
широко применяется для изучения киназной актив-
ности, белок-белковых взаимодействий, клеточных 
сигнализаций [16].

– Основы метода Alpha (AlphaScreen, AlphaLISA, 
AlphaPLEX)

В основе метода Alpha лежит хемилюминесцен-
ция, где синглетный кислород, генерируемый вы-
сокоэнергетическим облучением донорных частиц, 
диффундирует к акцепторным частицам. Синглетный 
кислород чрезвычайно нестабилен и может диффун-
дировать на ограниченное расстояние около 200 нм. 
При сближении частиц синглетный кислород попадает 
в акцепторные частицы, что приводит к возбуждению 
каскадной серии химических реакций, в конечном 
счёте вызывая генерацию хемилюминесцентного 
сигнала. Молекулы, между которыми изучается вза-
имодействие, иммобилизуются на поверхности до-
норных и акцепторных частиц (рис. 1). Такой подход, 

как технология на основе FRET, позволяет изучать 
взаимодействие молекул напрямую, без стадий от-
мывки, в отличие от многих других технологий (на-
пример, как ИФА). Благодаря этому технология Alpha 
использует протокол гомогенного состава, в котором 
время и количество операций при проведении анализа 
значительно уменьшаются.

Технология Alpha включает в себя методы 
AlphaLISA, AlphaScreen и AlphaPlex. Отличие между 
этими тремя технологиями состоит в различных набо-
рах акцепторных частиц. К методу AlphaScreen относят 
акцепторные частицы, которые содержат красители — 
тиоксен, антрацен, рубрен. Рубрен излучает свет в 
диапазоне 520–620 нм. К методу AlphaLISA относят 
акцепторные частицы, содержащие хелатированный 
европий. Последний возбуждается светом с длиной 
волны 340 нм, возникающий в результате превращения 
тиоксена в производное дикетона после его реакции 
с синглетным кислородом. 

Возбуждённый хелат европия генерирует интен-
сивный свет, обнаруживаемый в гораздо более узком 
диапазоне длин волн с максимумом около 615 нм. 
Реагенты AlphaPlex позволяют регистрировать сигнал 
длиной 545 нм (частица–акцептор на основе тербия) 
или сигнал длиной 645 нм (частица–акцептор на 
основе самария). AlphaPlex позволяет детектировать 
несколько типов взаимодействий сразу.

История появления метода Alpha /  
The history of the Alpha method

Развитие технологии Alpha берёт начало от из-
вестного метода Luminescent Oxygen Channeling 
Immunoassay (LOCI), или иммунолюминесцентный 
анализ, индуцируемый кислородом. В основе ана-
лиза лежит взаимодействие двух типов сферических 
микрочастиц (битсов). Один тип частиц (донор), при 
облучении светом, продуцирует синглетный кисло-
род, который в свою очередь является хромогенным 
субстратом для хемилюминесценции в акцепторном 
типе частиц [17].

Данный метод впервые был описан Эдвином Уль-
маном и его коллегами в 1994 году. В дальнейшем метод 
был запатентован и получил развитие в компании 
Perkin Elmer как технология Alpha.

В 2001–2003 годах были опубликованы работы, где 
была описана технология Alpha (Amplified Luminiscent 
Proximity Homogeneous Assay). В работах измеряли 
концентрацию cAMP [18], и фосфорилирование AMPK 
(5′-AMP-activated protein kinase) [19]. 

В дальнейшем при развитии метода технологию 
Alpha применяли для изучения траскрипционных 
факторов, киназ, однонуклеотидного полиморфизма 
(SNP, Single Nucleotide Polymorphism) и прочее.

Рис. 1. Принцип работы метода Alpha 
Fig. 1. The principle of operation of the Alpha method
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Сравнение AlphaLISA с другими методиками / 
Comparison of AlphaLISA with other techniques

В исследованиях, проведённых учёным Prabhu L и 
его коллегами [20] было проведено сравнение методик 
AlphaLISA и TR-FRET, которое показало, что первая 
обладает большей чувствительностью, меньшей из-
менчивостью, а также способна автоматизироваться 
для крупномасштабного скрининга.

Для визуализации сравнительных характеристик 
методов ниже приведена табл. 1.

В последние годы технология Alpha стала довольно 
популярной в связи с универсальностью для мно-
гих методов. Она является очень чувствительной и 
эффективной на значительных расстояниях между 
донорными и акцепторными частицами (200 нм, по 
сравнению с TR-FRET 10–20 нм). После сравнения 
методов FRET, TR-FRET и AlphaScreen Glickman JF  
и соавт.[21] были сделаны выводы о том, что метод 
AlphaScreen обладает максимальной чувствительностью 
и динамическим диапазоном.

Этот анализ является простым, быстрым и более 
применимым к высокопроизводительным системам 
анализа, по сравнению с обычными методами для 
идентификации белок-белковых взаимодействий.

Применение Alpha метода при разработке лекар-
ственных средств / Application of the Alpha method 

in the development of medicines

Метод Alpha используется в исследованиях таких 
молекулярных взаимодействий, как белок–белок, 
белок–лиганд, ДНК/РНК–белок. Он позволяет из-
учать передачу сигнала в клетках, изучать состав и 
работу молекулярных машин, искать перспективные 
лекарственные молекулы и многое другое. В таких 
исследованиях принципиальна высокая пропускная 
способность метода [22].

Высокопроизводительный скрининг (HTS) также 
необходим для эффективного отбора ингибиторов на 
основе малых молекул против специфичных мише-
ней. Ингибиторы, идентифицированные с помощью 
данной технологии, служат не только бесценным 
инструментом для изучения важных мишеней в кан-
церогенезе, но также обеспечивают перспективны-
ми кандидатами для терапии многих других болез-
ней. Идеальный скрининг с высокой пропускной  
способностью должен быть легко воспроизводи-
мым, чувствительным, масштабируемым, экономи- 
чески незатратным и, самое важное, эффектив- 
ным [23].

Таблица 1

Сравнительная таблица (преимущества/недостатки методов)

Table 1

Comparative table (advantages/disadvantages of the methods)

Параметр /Метод FP Elisa/Delfia FRET AlphaScreen/AlphaLISA

Размер белка и/или 
комплекс

Меченый лиганд 
должен быть <1500 кDa 
и белок должен быть 

>10 000 Da

Без ограничений

Дистанция между 
донором и акцепто-
ром должна состав-
лять не менее 9 нм

Дистанция между 
донором и акцептором 
должна составлять не 

менее 200 нм

Нижний предел 
чувствительности

nM; определяется с 
помощью Kd До фемтограмм Зависит от Kd, 

обычно 1–100 nM До фемтограмм

Краситель

В основном органика 
флуоресцентные 

красители; 
предпочтительно 

красные (Alexa Fluor)

Лантаноиды (Delfia) 
или ферменты 

(пероксидаза хрена, 
щелочная фосфатаза)

Донор: Al. 
Fluor 488 
Al. Fluor 

594 
Европий
Тербиум

Акцеп-
тор: Al. 

Fluor 555 
Al. Fluor 

647
XL665 
Флюо-

ресцеин

Донорные шарики 
производят синглетный 

кислород, который 
возбуждает акцептор-
ные шарики с органи-
ческим или лантаноид-

ным красителем

Дополнительные 
промывки Нет Да Нет Нет

Диапазон сигнала 
(высокий /низкий) 3–5 раз 4–5 порядков <10 раз 2–3 порядка

Стоимость анализа Низкая Низкая Средняя Высокая 

Примечания: * – фемтограммы – единица измерения массы, дольная по отношению к единице системы СГС грамму и единице системы 
СИ килограмму. 1 фг = 10-15 г = 10-18 кг. 
Notes: * – femtograms – a unit of mass measurement, divided in relation to the unit of the СГС system gram and the unit of the СИ system kilogram. 
1 фг = 10-15 г = 10-18 кг.

Arkin MR, 2012.Assay Guidance Manual
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Одним из примеров подавления опухолей при 
раковых заболеваниях являются деубиквитиназы или 
ДУБы. Деубиквитиназы связаны со многими болезня-
ми человека, включая неврологические расстройства, 
опухолевые заболевания и вирусные инфекции, что 
делает их превосходными кандидатами для фарма-
кологического вмешательства. Многие ДУБы — это 
мультидоменные белки, которые очень трудно полу-
чить рекомбинантным путём в достаточных количе-
ствах. В этой связи необходим метод, исключающий 
необходимость получения рекомбинантного белка и 
подбор физиологически релевантной среды. Такой 
метод мог бы ускорить разработку терапевтически 
эффективных препаратов.

Применение Alpha технологии в сочетании с ак-
тивной меткой гемагглютинина (HA) деубиквити-
назы обеспечивает хорошую платформу для поиска 
малых молекул деубиквитиназных ингибиторов в 
клеточном лизате. Деубиквитиназа (UCHL-1 убикви-
тин С-концевая гидролаза-1) содержит С-концевую 
человеческую метку гемагглютинина (HA), которая 
позволяет ему связываться с акцепторными гранулами 
AlphaLISA, покрытые анти-HA антителами. В при-
сутствии же цистеина и малых молекул в активном 
центре деубиквитиназы — переноса синглетного кис-
лорода не происходит. Малые молекулы, способные 
ингибировать мечение деубиквитиназы — уменьшают 
альфа-сигнал, что подтверждает рабочую схему для 
разработки низкомолекулярных ингибиторов для 
терапевтического вмешательства [24].

Другой пример разработки новой иммунной тех-
нологии с высокопроизводительным скринингом на 
основе метода AlphaLISA описана в работе Muneoka S 
и соавт. [25]. Авторы данной работы задались це-
лью установить платформу скрининга для выделе-
ния моноклональных антител, которые направлены 
напрямую против интактных мембранных белков, 
экспрессируемых на поверхности клеток. Была раз-
работана клеточная система AlphaLISA для обнару-
жения взаимодействия между антиникотиновыми 
рецепторами ацетилхолина и никотиновыми рецеп-
торами ацетилхолина, экспрессирующиеся на клетках.  
В принципе, разработанный формат анализа может быть 
дополнительно применён для оценки антител, нацелен-
ных на любые виды интактных рецепторов клеточной 
поверхности, такие как GPCR и ионные каналы, любых 
видов с подходящей комбинацией гранул и лигандов. 

Методы AlphaScreen/AlphaPlex используются в 
основном при поиске новых фармакологических 
препаратов или при изучении взаимодействий между 
биомолекулами. AlphaLISA использует хелат европия с 
гораздо более узким спектром эмиссии в 605–623 нм, 
что позволяет использовать метод в сложных матри-
цах (например сыворотка или плазма крови), где есть 
вещества со спектром поглощения для AlphaScreen/
AlphaPlex. Таким образом, AlphaLISA больше исполь-
зуется как метод для определения концентраций раз-

ных веществ, в том числе терапевтически значимых 
метаболитов или белков, инфекционных агентов и пр., 
а также для изучения различных заболеваний и фар-
макокинетических исследований новых препаратов.

Применение метода AlphaLISA при изучении раз-
личных заболеваний / Application of the AlphaLISA 

method in the study of various diseases

На сегодняшний день метод AlphaLISA приме-
няется при изучении заболеваний, включающих рак 
[26], атеросклероз [27], нейродегенеративное заболе-
вание, характеризующееся нарушением двигательного 
контроля (болезнь Паркинсона) [28] и клеточную 
лейкемию (лимфома) [29].

Одним из направлений является изучение белков, 
выступающих в роли опухолевых супрессоров. Так, в 
статье Xiong Y [30], описан метод на основе AlphaLISA 
для поиска ингибиторов взаимодействий между бел-
ком p53 и его негативно регулирующими лигандами, 
например, такими как MDM2 и MDM4. Белок р53, 
как хранитель генома, играет важную роль в регуля-
ции клеточного цикла, апоптоза и репарации ДНК, 
защищая клетки от различных клеточных стрессов, 
таких как гипоксия и повреждение ДНК [31, 32]. 
Поэтому неудивительно, что белок р53 тесно связан 
с возникновением и ростом опухоли человека.

Целью работы Nakahata S и его коллег [29] было 
создание универсального анализа AlphaLISA для вы-
явления взаимодействий между белком р53 и его 
негативно-регулирующими лигандами. Донорные и 
акцепторные частицы соединяли между собой с по-
мощью иммобилизованных антител против His-тага и 
антител анти-p53 к белку p53-His, соответственно, на 
донорных и акцепторных частицах. Эти антитела через 
молекулу p53 формируют мостик между донорными 
и акцепторными частицами. Однако, если в растворе 
присутствуют такие белки, как MDM2, конкурирую-
щие с анти-p53-антителом за взаимодействие с TAD-
доменом p53, связь между акцепторными и донорными 
частицами пропадает. В качестве модельной системы 
были выбраны белки MDM2 и MDM4, так как данные 
белки являются онкогенами, вследствие негативной 
регуляции активности p53. При связывании ингибито-
ра (например, нитулина) с MDM2 или MDM4, данные 
белки не смогут продолжать связываться с белком p53, 
и флуоресцентный сигнал будет восстанавливаться. 
Таким образом, в данном методе можно находить 
ингибиторы взаимодействий между онкогенными 
белками MDM2 или MDM4 и белком p53.

Ишемическая болезнь сердца также является од-
ной из основной причин смертности, первопричиной 
которой является атеросклероз. В статье Yoshida Y и 
его коллег [27] было проанализировано содержание 
антитела bRPA2, специфичного к белку RPA2-132, в 
сыворотке от пациентов с ишемической болезнью/
сахарным диабетом и по сравнению с сывороткой 
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здоровых доноров. Метод AlphaLISA был использован в 
данной работе для оценки уровня антител в сыворотке 
и показал статистически значимый более высокий уро-
вень. Для этого в анализе использовали акцепторные 
гранулы, конъюгированные с иммуноглобулинами 
(G) человека и донорные гранулы конъюгированные 
с глутатионом. В результате данного исследования 
методом AlphaLISA было выявлено статистически 
значимые более высокие уровни антител у пациентов 
с ишемической болезнью сердца/сахарным диабетом 
по сравнению со здоровыми донорами. 

Возможности метода AlphaLISA / Features of the 
AlphaLISA method

С помощью метода AlphaLISA могут быть разра-
ботаны несколько видов анализов:

1. Детекция и количественная характеристика 
нескольких молекул в различных образцах (биомар-
керы в сыворотке или плазме, фосфорилирование 
внутриклеточных белков в клеточных суспензиях и 
выделение белков из клеточного супернатанта).

2. Характеристика возможных белок-белковых 
взаимодействий, особенно в больших комплексах.

3. Измерения активности ферментов.
4. Детекция полноразмерных вирусов (прокариот/

эукариот).
5. Промышленные процессы (скрининг примесных 

белков в производстве), для оценки чистоты биоте-
рапевтических препаратов (белки клеток хозяина и 
остаточный белок-А).

6. Анализы иммунногенности [33].
7. Характеристика специфичности терапевтиче-

ских ингибиторов.

Использование технологии AlphaLISA в фармако-
кинетических исследованиях / The use of AlphaLISA 

technology in pharmacokinetic research

Создание новых лекарственных препаратов пред-
полагает обязательное проведение фармакокине-
тических исследований. В настоящее время в ряде 
медицинских центров созданы специальные подраз-
деления для проведения фармакокинетических иссле-
дований с целью решения прикладных медицинских 
задач. Главной задачей фармакокинетики является 
проведение научно-обоснованной эффективной и 
безопасной фармакотерапии. Фармакологические ис-
следования проводятся на различных этапах создания 
лекарственных средств (рис. 2): на стадии доклини-
ческого экспериментального изучения на животных, 
при ограниченных и расширенных клинических ис-
пытаниях, а также после внедрения лекарственного 
средства в медицинскую практику.

Большое внимание при исследовании фармакоки-
нетики новых препаратов следует уделить разработке 
чувствительного и специфического метода определе-

ния концентрации препарата в биологических про-
бах. Чувствительность в идеале должна обеспечивать 
возможность устойчиво и достоверно определять 
концентрации, по крайней мере, в 20 раз меньше, чем 
средние максимальные уровни, наблюдаемые после 
приёма однократной дозы. Специфичность метода 
необходима для чёткого определения неизменённого 
препарата в присутствии его метаболитов и эндогенных 
соединений. Для отработки специфичности метода не-
обходима его проверка в экспериментах на животных 
после установления структуры основных метаболитов, 
а также проверка воспроизводимости результатов 
анализа in vitro, когда к интактной сыворотке крови 
добавляют препарат в разных концентрациях [34].

Так как метод AlphaLISA зарекомендовал себя как 
чувствительный метод, то его использование было бы 
логичным в диагностике лекарственных препаратов 
при использовании малых доз. Однако анализ ра-
бот по фармакокинетике лекарственных препаратов 
(Pharmapendium, Pubmed), имеющих отношение к 
данному методу показал, что количество фармакоки-
нетических исследований при клинических испыта-
ниях не превышало 10. В табл. 2 приведены данные 
клинических испытаний на основе метода AlphaLISA.

В лаборатории авторов обзора были разработаны 
две методики на основе AlphaLISA для оценки концен-
трации двух разных терапевтических моноклональных 
антител в доклинических и клинических испытаниях. 
Исследователям удалось достигнуть валидированный 
нижний предел количественного определения (НПКО) 
в образцах сыворотки крови крыс, который составил 
160 пг/мл, а в сыворотке крови человека – 62,5 пг/мл 
[неопубликованные данные].

Рис. 2. Схема разработки лекарственных препаратов
Fig. 2. Drug development scheme
Примечание: https://www.nebiolab.com/drug-discovery-and-development-
process/
Note: https://www.nebiolab.com/drug-discovery-and-development-process/
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 Таблица 2

Фармакокинетические исследования с использованием метода AlphaLISA

Table 2

Pharmacokinetic studies using the AlphaLISA method

Наименование / год Описание лекарства
Дозировка / Способ введения / 

Стадии исследований
Характеристики

Кризанлизумаб 
(Crizanlizumab)  2019

Chemistry Review 761128/S-
000 Part 04 PDF 1274k
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Crizanlizuma
b/29903dd4d5e2fbd38ba4eaf1f
8377408?query=alphalisa&inc
ludeSynonyms=true 

Моноклональное антитело; 
предложено для лечения 
серповидно-клеточной 
анемии за счёт ингибирова-
ния опосредованных 
P-селектином клеточных 
адгезивных взаимодействий

100 мг/10 мл (10 мг/мл)
Внутривенное введение
Метод AlphaLisa был 
разработан для детекции 
анти–SelG1 в сыворотке 
клинических исследова-
ний A2101(ФК, PD 
здоровые волонтеры) и 
A2201 (пациенты с SCD)

Метод Alphalisa в данном 
исследовании не был 
валидирован

Тепротумумаб 
(Teprotumumab) 2020
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Teprotumum
ab/5b9480da06771e53cb29ff87
04e6a74d?query=alphalisa&in
cludeSynonyms=true Summary 
Review 761143/S-000 PDF 3791k

Моноклональное антитело; 
инсулин подобный фактор 
роста (IGF-1R) ингибирует 
развитие тиреоидной 
офтальмопатии

10 мг/кг начальная доза,  
в последующем 20 мг/кг 
каждые 3 недели. Реко-
мендуемый курс терапии  
8 введений
Внутривенное введение 

Находится на стадии 
валидации 

Бевацизумаб (Bevacizumab) 
(схож с продуктом Авастин) 
2017
Chemistry Review 761028/S-
000 Part 01 PDF 347k

Моноклональное антитело, 
присоединяется к изофор-
мам VEGFA, которые были 
идентифицированы как 
регуляторы физиологиче-
ской, патологической 
неоваскуляризации разви-
тия, поддерживающие рост 
опухоли и метастазирование

100 мг/4 мл и 400 мг/16 мл
Внутривенное введение

Валидирован метод для 
определения бевацизума-
ба, не использующий 
клетки, такой как анти-
пролиферационный метод. 
Это позволяет значительно 
ускорить анализ

Секукинумаб (Secukinumab)
 2015
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Secukinuma
b/87ddf2615188f51b1f3a3d3ee
b2e5c6f?query=alphalisa&incl
udeSynonyms=true
Approval Package 
125504/S-001 Part 06 PDF 
1650k
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Secukinuma
b/2b5bc7274221783476b42d6a
86d480f2?query=alphalisa&in
cludeSynonyms=true

Человеческое моноклональ-
ное антитело взаимодейству-
ет с Интерлейкином 17А 
(IL-17A), ингибируя взаимо-
действия с рецепторами, в 
последующем c высвобожде-
нием противовоспалитель-
ных цитокинов, хемокинов и 
медиаторов повреждённых 
тканей

150 мг – доза
Внутривенное введение
52 недели испытаний,  
из которых доступны 12 
недель исследований 
Всего 2751 пациентов 
получали Cекукинумаб  
в течение, как минимум,  
6 месяцев

Супернатанты культур 
(Человеческие фибробла-
стоподобные синовиоци-
ты), предварительно 
стимулированные TNF в 
комбинации с IL-17A, 
IL-17 A/F или IL-17 F 
секукинумабом, собирали 
после инкубации в ночь, и 
уровни ММР-3 определя-
ли с помощью метода 
Alpha в анализе ELISA

Трастузумаб (Trastuzumab)
 2019
https://www.pharmapendium.
com/browse/fda/Trastuzumab
/06fa09ff76ad05c720edd01378
43224f?query=alphalisa&inclu
deSynonyms=true

Рекомбинантное гуманизи-
рованное моноклональное 
антитело, производное ДНК, 
относится к IgG1, содержит 
рамочные регионы человека 
и комплементарно-опреде-
ляющие регионы мышиных 
антител р185 HER2. Антите-
ла селективно взаимодей-
ствуют с внеклеточным 
доменом белка-рецептора-2 
к эпидермальному ростовому 
фактору человека (HER2) на 
поверхности злокачествен-
ных клеток и тормозят их 
пролиферацию

420 мг на флакон;
Внутривенная инъекция
Фаза I сравнительного 
фармакокинетического 
исследования (однократ-
ная доза в течение  
8 недель);
Фаза III сравнительная 
эффективность (54 недели 
активной терапии)

Валидирован метод для 
определения трастузумаба 
не использующий клетки, 
такой как антипролифера-
ционный метод. Это 
позволяет значительно 
ускорить анализ [35]
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Наименование / год Описание лекарства
Дозировка / Способ введения / 

Стадии исследований
Характеристики

Инфликсимаб 
(Infliximab)  2015

Моноклональное антитело, 
состоящее из вариабельной 
(Fv) области высокоаффин-
ных нейтрализующих 
мышиных моноклональных 
антител к фактору некроза 
опухоли-альфа и фрагмента 
молекулы IgGl человека

100 мг лиофилизата 
инфликсимаба 
восстановленный в 15 мл 
флаконе для инъекций
Внутривенная инъекция

TRPT-030698 квалифика-
ция TP-001698 
FcGammaRIA присоедине-
ние с помощью метода 
AlphaLISA для ABP710 и 
инфликсимаба. Результаты 
подтверждают то, что 
метод AlphaLISA подходит 
для оценки диапазона 
привязывания (присоеди-
нения) [35]

Фаза I сравнительного 
фармакокинетического 
исследования (время 
исследования 12 недель); 
151
Фаза III сравнительного 
клинического исследова-
ния (общая продолжитель-
ность исследования  
78 недель); 1216

Адалимумаб (Adalimumab) 
2016

Рекомбинантное монокло-
нальное антитело, пептидная 
последовательность которого 
идентична IgG1 человека. 
Препарат используется для 
лечения ревматоидного артри-
та, псориатического артрита, 
анкилозирующего спондили-
та, болезни Крона, язвенного 
колита, псориаза, гнойного 
аденита, увеита и ювенильно-
го идиопатического артрита. 
Адлимумаб является селектив-
ным иммунодепрессантом

Фармакокинетическое 
сходство –
однократная доза (40 мг)
Идентификационный 
номер исследования- 
20120262

  

Сравнительные клинические 
исследования – III фаза – 
каждую неделю (40 мг)
Продолжительность курса – 
26 недель
Идентификационный 
номер исследования- 
20120262
Сравнительные клиниче-
ские исследования –  
III фаза – первый день 
первой недели – 80 мг, 
затем 40 мг со второй 
недели, каждую неделю
Продолжительность курса – 
52 недели
Идентификационный номер 
исследования – 20120263

В ходе исследований при разработке метода были 
отмечены важные аспекты, которыми являются под-
бор условий сорбции частиц (антигенов, антител), 
выбор соотношения испытуемой матрицы (сыворот-
ки, плазмы крови и пр.) к количеству реакционной 
смеси (суспензии частиц). Кроме того, проведённые 
эксперименты показали влияние состава буфера для 
разведения матрицы на неспецифическую агрегацию 
частиц. Немаловажным фактором для получения до-
стоверного результата является и оптимизация тем-
пературы, времени инкубации на различных стадиях 
реакции и пробоподготовки.

В сравнении с другими высокочувствительны-
ми иммунологическими методами чувствительность 
AlphaLISA достигает фемтомолярных концентраций 
и сравнима с чувствительной ИФА (High Sensitivity 

ELISA), при этом уступая методам на основе элек-
трохемилюминисценции (ECL, V-plex™) или флуо-
ресцентным методам на отдельных частицах на 1–2 
порядка (Simoa, Erenna) [36].

Дискуссия / Discussion

Методы семейства Alpha – группа методов из-
учения межмолекулярных взаимодействий, успешно 
используемых в разных областях (изучение внутрикле-
точных взаимодействий, медицинская диагностика, 
эпидемиология, разработка лекарственных средств) 
как более быстрая и производительная, не требую-
щая стадии отмывки альтернатива ИФА. Главным 
преимуществом AlphaLISA является возможность 

Окончание табл. 2
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автоматизации и миниатюризации метода за счёт 
небольшого числа стадий, возможности гомогенного 
протокола, небольшого объёма образца и широкого 
аналитического диапазона. Метод используется для 
создания быстрых скрининговых систем, в том числе 
полностью роботизированных. Ниже перечислены 
достоинства и недостатки методов Alpha.

Положительные качества метода AlphaLISA / 
Positive qualities of the AlphaLISA method:

1. Малое количество образца, необходимого для 
анализа;

2. Широкий диапазон измеряемых концентраций;
3. Сравнимая или более высокая чувствитель-

ность, до 10 раз выше по сравнению с аналогичным 
методом ИФА;

4. Отсутствие стадии отмывки от несвязавшихся 
компонентов исключает необходимость использования 
промывочных станций (вошеров) и, как следствие, хо-
рошая масштабируемость для большого количества об-
разцов при использовании роботизированных станций.

Недостатки AlphaLISA в диагностических иссле-
дованиях и фармакокинетике / Disadvantages of 

AlphaLISA in diagnostic studies and pharmacokinetics:
1. Специализированное, дорогостоящее оборудо-

вание (спектрофотометр с фильтрами определённой 
длины волны); 

2. Стоимость и доступность реактивов; 
3. Временные затраты для подбора условий и ва-

лидации метода;
4. Отсутствие стадии отмывки, с другой стороны, 

приводит к тому, что компоненты матрицы, тем не 
менее, могут отрицательно влиять на чувствительность 
метода, как в случае работы с сывороткой, что приво-
дит к длительному подбору условий и концентраций 
компонентов для достижения хорошей чувствитель-
ности и воспроизводимости;

5. В фармакокинетических исследованиях клиниче-
ских испытаний зачастую не приводятся характеристики 
использования данного метода, что указывает на суще-
ствование проблем в воспроизведении данного метода;

6. Фоточувствительные компоненты.

Анализ по применению данного метода в клини-
ческих испытаниях показывает небольшое количество 
фармакокинетических исследований терапевтических 
биопрепаратов. Учитывая тот факт, что с каждым го-
дом требования, установленные GLP / GCLP и GCP, 
к биоаналитическим методам становятся все строже, 
далеко не каждый метод, использующийся в научных 
исследованиях, может быть применим и валидирован 
в клинических исследованиях.

ИФА как классический метод используется более 
40 лет в фармакокинетических исследованиях. Однако 

ИФА часто требует большого количества образца, 
плохо масштабируем и более продолжителен по вре-
мени проведения анализа вследствие гетерогенного 
подхода. Несомненно, классические методы, такие 
как ИФА, для исследования фармакокинетики име-
ют преимущество т. к. метод хорошо изучен, есть 
инструментальная база для работы с ИФА в большом 
количестве лабораторий. Однако там, где существуют 
ограничения ИФА, следует применять более чувстви-
тельные, производительные методы или основанные 
на других физико-химических подходах.

Валидированные методы AlphaLISA применяются в 
анализе фармакодинамики различных биологических 
маркеров в доклинических и клинических исследо-
ваниях [37]. Для AlphaLISA разработаны методы для 
определения TNFa [38], CD80 [39], цитокинов (IL2, 
IL6, IL17) [36, 37], иммуноглобулинов G1 и G4 классов 
[40–42], интерферон гамма [43] и много другое. Это 
свидетельствует о том, что для известных аналитов 
метод AlphaLISA хорошо валидируется и разработан-
ные наборы пользуются популярностью.

Заключение / Conclusion

Как и в любой технологии, в методе Alpha суще-
ствуют свои преимущества и ограничения. Основными 
недостатками данной технологии является фото-
чувствительность, влияние компонентов матрицы 
(например, поглощение синглетного кислорода), 
трудности с разработкой и валидацией метода. Ос-
новные преимущества этой технологии заключаются 
в том, что она применима к очень широкому спектру 
анализируемых веществ. Методика имеет возмож-
ность использовать маленькие количества образца и 
применять гомогенные, быстрые и чувствительные 
протоколы, в отличии от классических методов имму-
ноанализа. Кроме того, Alpha технологии не требуют 
введения больших флуоресцентных меток, которые 
могут стерически препятствовать биомолекулярным 
взаимодействиям.

Методы Alpha широко используются для обнару-
жения новых кандидатов для терапевтических пре-
паратов, изучения межбелковых взаимодействий и 
многое другое, где требуется скринировать большое 
количество молекул на взаимодействие. 

Несмотря на некоторые недостатки, AlphaLISA 
ограниченно используется в фармакокинетических 
исследованиях. AlphaLISA применяют для рутинных 
анализов в фармакодинамических исследованиях био-
логических и терапевтических маркеров, где разрабо-
танная методика может быть валидирована согласно 
требованиям регуляторов, и при наличии приборной 
базы стоимость одного анализа становится конкурен-
тоспособной при сохранении высокой чувствитель-
ности количественных методов. 
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