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药物免疫原性研究技术指导原则

[bookmark: _Toc48833477]一、概述
本指导原则中，药物的免疫原性是指药物和/或其代谢物诱发对自身或相关蛋白的免疫应答或免疫相关事件的能力。免疫反应的影响广泛，从无临床意义抗药抗体的暂时出现，到严重危及生命。不必要或非预期的免疫反应可能导致中和药物的生物学活性，或与对应的内源性蛋白产生交叉免疫反应，也可能导致过敏反应和细胞因子释放综合征等不良事件的发生，对患者的安全性和药物的有效性均有重要影响。
对于大多数药物，不良免疫反应一般由体液免疫机制介导的免疫应答所致，因此抗药抗体一直是定义该类药物免疫原性的主要标准。但近年来随着免疫调节类药物在重大疾病中更加广泛的应用，细胞免疫机制介导的不良免疫反应也应得到重视。药物的免疫原性受到多种因素的影响，患者自身和药物相关因素均可能影响药物的免疫原性。患者和疾病相关因素包括患者的免疫状态和免疫能力、遗传因素、预存抗体、给药途径、剂量和频率等。药物相关因素包括产品来源、结构、聚合物的形成、糖基化/聚乙二醇化、杂质、处方、包装和储存等。建议在药物开发的全生命周期中始终关注免疫原性研究，应基于药物作用机制，产品相关因素，以及拟用适应证等因素预测免疫原性风险，基于免疫原性风险设计相应的研究进行风险识别。在药物的开发中，一方面应尽量选择免疫原性潜在风险较小的候选药物，另一方面应探索如何减少和控制在临床研发中观察到的免疫原性的不良影响。
本指导原则适用于蛋白质、多肽及其衍生物，以及含有此类组分的药物，例如偶联药物。
[bookmark: _Toc48833478]二、免疫原性研究内容
 免疫原性研究主要聚焦在抗药抗体的检测和表征上，应获得抗药抗体的发生率、滴度、存续时间和中和能力数据。有些情况下，需要对抗药抗体进一步进行表征，如同种型和IgG亚型或者与相关内源性蛋白的交叉反应。应始终考察抗药抗体生成与药代/药效动力学、疗效、以及安全性之间的相关性。免疫原性风险识别中，细胞介导的免疫反应也很重要，应在适用的情况下考虑对其进行评估。如果观察到临床相关的免疫反应，应对其潜在机制进行研究，并确定关键的影响因素。这些研究有助于制定和实施控制和缓解策略，包括修改产品处方和筛查高风险患者。
大多数情况下治疗性蛋白药物具有种属差异，基于动物免疫原性研究结果预测人体免疫原性具有局限性。但是，在非临床研究中进行免疫原性评价仍然具有一定意义。免疫原性相关的反应可导致非临床研究结果复杂化、并难以解释，因此免疫原性研究始终是治疗性蛋白药物非临床安全性研究证据链的重要组成部分。应考虑将新技术（新兴的生物信息学、体外和体内模型）用于开发过程中。对于细胞因子释放综合征、自身免疫反应等免疫相关不良反应，应在药物的开发早期进行风险评估。除了常规的动物体内毒性试验中进行细胞因子相关检测外，应进行体外细胞因子释放试验（具体试验方法见附录三）。当治疗性蛋白药物对应的内源蛋白具有不可替代的生理功能时，应充分评估潜在自身免疫反应介导的安全性风险。通常基于对内源性蛋白生理功能的已有了解，安全性风险是可以预估的，因此不必为了确定这些安全性风险而专门进行动物试验。但是，如果缺乏足够的认知，并且理论上提示存在安全性风险，则应考虑对治疗性蛋白药物（或针对动物的替代分子）进行动物免疫试验，以便于了解不良免疫反应的潜在影响。
生物类似药需要进行免疫原性比较试验, 生物类似药和参比制剂应采用同样的测定条件和采样计划，需符合现行的所有标准。分析方法最好能同时检测生物类似药和参比制剂的抗药抗体，至少应能检测到针对生物类似药的所有抗药抗体。通常，应对抗药抗体生成和性质（如，交叉反应，靶抗原表位和中和活性）以及抗体滴度进行检测和描述，并应评估和解释对临床有效性和安全性指标的潜在影响。
当生产工艺变更需要临床试验支持时，免疫原性的研究应与药代动力学，安全性和有效性试验相结合，应优先选择变更前后药品的头对头试验。
免疫原性研究涉及多学科，免疫原性相关数据分散在上市申请的多个部分。建议提交免疫原性综合概述，可将其放于CTD2.7.2.4的特殊研究中，总结应简明扼要，并包含详细研究报告的链接。
[bookmark: _Toc47601587][bookmark: _Toc48833479]三、抗药抗体检测
制定与预期治疗计划相关的综合分析策略对于阐明免疫原性数据的临床相关性至关重要。应在临床试验开展之前选择和/或开发用于评估免疫原性检测方法和检测策略。考虑到与临床安全性和疗效的相关性，对免疫原性的检测通常集中在对抗药抗体的检测和表征研究上。抗药抗体检测需要进行谨慎、且前瞻性地设计和计划，以保证临床评价开始之前所有关键程序都准确到位。这包括分析方法的选择、评价、特征分析、合适的采样点（包含能够确定预存抗体的基线样品）、充足的采样体积、样品采集的流程及储存方法、以及分析数据选用的统计学方法。
[bookmark: _Toc47601588][bookmark: _Toc48833480]（一）试验设计考虑
[bookmark: _Toc48833481][bookmark: _Toc47601589]1. 检测策略
抗药抗体的检测通常应采用一种多层级分析方法，首先对所有样品进行筛选试验，其次对疑似抗体阳性样品的特异性进行确证试验，对已确定抗体阳性的样品进行滴度试验，以及通过功能性试验对抗体中和活性进行检测。其中在已确定抗体阳性的样品中，有时还应考虑确定抗体同种型、亚型和结合表位的检测。免疫原性多层级检测决策树参见附录一。
在多层级的分析方法中，筛选试验又称结合抗体试验，用于检测所有与药物结合的抗体。确证试验用于确定药物结合抗体的特异性。滴度和中和抗体试验用于进一步分析抗药抗体。滴度试验用于检测抗药抗体产生的强度。中和抗体是指能够干扰药物与其靶点相互作用的抗药抗体。中和活性试验评估抗药抗体对药物的中和程度。抗药抗体滴度、持续周期、以及中和活性检测信息对于判断抗药抗体对药代动力学、药效动力学、安全性和有效性的影响非常重要，这些信息比抗药抗体阳性率信息更为重要。在非临床免疫原性研究中，通常根据非临床药效动力学、药代动力学和安全性的表现决定是否需要进行除抗药抗体阳性率以外的研究确证。
其他分析试验，如抗体同种型、亚型、抗原表位鉴定以及与内源性靶点或其他产品的交叉反应性评价也具有重要的作用。初步的筛选试验应尽可能检测到所有相关的免疫球蛋白（Ig）同型抗体，但筛选试验无需进行同型抗体的进一步确定。在某些情况下，应该建立可区分同型抗体的分析方法。例如，对于过敏性反应风险较高或观察到过敏性反应的药物，则需要进行抗原特异性的IgE检测。因此，根据临床需要，可能需要评估特定的同型或亚型。在有些情况下，可能需要进行与其他蛋白交叉反应的试验，如检测抗药抗体与相应的内源性蛋白质的交叉反应性。例如，当治疗性蛋白药物在体内具有一个高同源性的蛋白家族，那么为了了解抗药抗体是否影响蛋白家族中其它蛋白时，往往需要评估抗药抗体的交叉反应性。
对于多结构域治疗性蛋白药物，如聚乙二醇化蛋白、抗体偶联药物和双特异性抗体，建议针对整个治疗性蛋白药物进行初步筛选试验和确证试验，对确证为阳性的样本进一步进行域特异性评价。
[bookmark: _Toc47601590][bookmark: _Toc48833482]2. 分析方法的选择
对于抗药抗体检测可以采用不同的方法和仪器，包含但不局限于以下这些：直接法，桥联法和均相结合法。每种分析方法均有其优点和不足，包括检测速度、灵敏度、选择性、方法的响应范围、检测不同免疫球蛋白的能力、检测快速游离出的抗体的能力（如IgM，在免疫反应的早期出现），以及试剂的可获得性。所有的分析方法都应该考虑其检测快速游离出的抗体的能力。如果无法检测到此类免疫反应早期出现的抗体，易造成真正阳性的抗体样品未被检出的情况。在分析中也要重点考虑表位的暴露情况，如果表位与固相载体或者其他报告试剂（如荧光染料、酶或生物素）结合，将导致抗原的构象变化，这将掩盖、暴露、改变或破坏与治疗性蛋白药物相关的抗体的结合位点，从而影响最后的检测结果。
[bookmark: _Toc47601591][bookmark: _Toc48833483]3. 试剂的选择
用于抗药抗体检测的许多试剂可以是标准化的或从商业来源获得，例如，市售试剂。然而，特定方法可能需要其他特定试剂，包括阳性对照抗体、阴性对照和系统适用性对照。在方法设计中需要对所用到的试剂进行合适的选择。根据所选择的检测方法选择合适的检测试剂。通过试剂的选择来最小化非特异性信号并维持足够的灵敏度。阳性对照和阴性对照的选择见附录二。
[bookmark: _Toc47601592][bookmark: _Toc48833484]（二）方法学开发与验证
方法学验证的程度主要取决于药物的开发阶段以及潜在的免疫原性风险。对于大多数治疗性蛋白产品，在药品开发的早期阶段（如非临床、临床I期和II期），主要涉及临界值、灵敏度，选择性和精密度，而弱化稳健性、重复性和稳定性。对于高风险产品，可能需要在临床研究之前就进行全面验证。对于关键性临床试验以及上市后研究，抗药抗体检测方法需进行全面的方法学验证。药物开发全生命周期中，有可能会根据研究需要进行检测方法参数的调整，在此情况下，应合理追加相关的补充验证内容；对于生物类似药，免疫原性是可比性研究的一部分，需要增加额外的验证内容。此外，对于某些技术平台，需增加对其他参数的验证，如采用表面等离子共振平台时，需验证表面再生稳定性、芯片基线标准、标记试剂的效能及稳定性等。具体的验证方法参见附录二。
[bookmark: _Toc8922318][bookmark: _Toc8922525][bookmark: _Toc47601593][bookmark: _Toc48833485]（三）试验内容
[bookmark: _Toc48833486][bookmark: _Toc47601594]1. 筛选试验
筛选试验是抗药抗体检测的第一步。所采用的检测方法应该具有较高灵敏度，能够同时检测出样本中各种类型的低亲和力和高亲和力的抗药抗体。该方法应具有一定的假阳性率（通常为5%），以增大真实阳性样本的检出率；但不期望出现假阴性。
方法建立时应尽可能地选择与待测样本相同或相近的自然样本群。所选择的方法应根据需求进行优化。样本（通常是血清或血浆）中含有可能影响检测的成分，可导致假阳性或假阴性结果的产生和/或对抗体含量的错误评估。例如补体成分或补体受体、甘露糖结合蛋白、Fc受体、可溶性的靶分子及类风湿因子。应采用经证实合理的方法以减少基质效应的潜在影响。
此外，待测样本中的残留药物可能与抗药抗体结合，从而使检测到的抗体数量降低。这种干扰分析带来的影响取决于分析模式和抗体的特性。可通过多种经验证的方法规避或解决，如酸解离、通过固相吸附除去过量的药物、延长孵育时间和/或使用允许充分稀释样本的方法。在某些情况下，可通过调整给药间隔和抗体采样时间来降低残留药物的干扰。但该方法必须不能显著地影响抗体的检测或患者的治疗。在任何情况下，应证明分析方法的药物耐受水平超过待测样本中药物的浓度(一般为药物的谷浓度)。
[bookmark: _Toc48833487][bookmark: _Toc47601595]2. 确证试验
确证试验是为了排除筛选试验中的假阳性样本。筛选试验中检测为阳性的样本，需进一步进行确证试验以证明抗药抗体的特异性。
确证试验应与筛选试验具有可比的灵敏度，但需要注意的是，两个试验的假阳性率不同，且确证试验有更高的特异性，并至少具有与筛选试验相当的选择性以识别假阳性样本。通常情况下，确证试验会选择与筛选试验相同的方法与平台，采用结合竞争抑制法进行检测，即在样本中加入过量的药物分子，随后同时检测加入药物分子和未加入药物分子样本的信号值，若样本中含有抗药抗体，游离的药物分子将竞争结合抗药抗体，从而造成检出的信号值下降。也可采用与筛选试验不同的方法与平台进行确证试验，这种情况下，两种方法的灵敏度都需要用质量单位确定，并使用系统适用性对照，确保方法的灵敏度。
若选择竞争性抑制方法，则建议使用抗体阴性、未给予治疗性蛋白的受试者的样本，加入抑制剂（通常是治疗性蛋白）后，所产生的信号的数据来确定临界值。在这种情况下，用于测定临界值的治疗性蛋白的竞争浓度应与将用于样本检测的浓度一致。这种方法可能不适用于在未给药受试者中存在预存抗体的情况。在这种情况下，建议从临界值的评估中找出疑似阳性结果并予以剔除。在特殊情况下，当没有本底水平的阴性对照样本时，应采用滴度的改变或正交方法对筛选试验中呈阳性的样本进行确认。对于确证为阳性的样本，在某些情况下，需要对其特异性进行检测，以区分抗体的结合是针对药物相关成分还是工艺相关成分（如宿主细胞蛋白）。在这种情况下，应开发并验证针对样本中杂质诱导产生抗体的检测方法。
[bookmark: _Toc47601596][bookmark: _Toc48833488]3. 滴度试验
滴度定义为样品检测值高于临界值时的最大稀释倍数。滴度检测常与筛选试验使用相同的平台。一般采用连续稀释方法或通过量效曲线的线性部分外推来确定滴度。
通常情况下，沿用筛选临界值作为滴度临界值。但当存在预存抗药抗体时，则应根据给药后滴度的提升判断经治疗后抗药抗体的升高。可使用给药后增强的信号值作为临界值。例如，当使用两倍的稀释倍数进行滴度测定时，可采用高于给药前信号值的两倍滴度作为临界值。如果滴度采用临界值进行滴度曲线回算得到，治疗引起的免疫原性反应应结合方法变异进行确定。
[bookmark: _Toc48833489][bookmark: _Toc47601597]4. 中和活性试验
[bookmark: _Toc8922526][bookmark: _Toc8922319]中和活性是指抗药抗体具有抑制药物生物学活性的能力。中和抗体可以通过阻断产品到达其靶标或干扰受体/配体结合的作用，从而干扰药物的体内活性。
中和活性检测方法的分析模式的选择需要基于多种因素进行考虑，包括但不限于药物本身的作用机制、检测方法与体内真实情况的相关性、方法本身的选择性、生物基质的干扰程度、灵敏度和稳健程度等。对分析模式进行选择时，建议将测定方法与药物体内作用机制的相关性作为首要考虑因素。通常建议采用基于细胞的中和活性检测方法。但是，当药物在体内的作用机制与细胞关系较小，例如体液中游离靶点的拮抗反应、酶反应等，或者由于生物基质干扰等因素，细胞学方法的变异程度、定量范围、灵敏度等难以满足中和抗体方法学验证和样本分析的需要时，可能需采用基于非细胞的试验方法（配体结合分析、酶反应等）。在某些特殊情况下，结合高度灵敏的药效动力学或/和药代动力学数据可以判断抗药抗体对临床药效的影响，这些试验和指标有可能代替中和抗体试验，这些数据的可替代性应与监管当局沟通交流。
采用基于细胞法的中和活性检测方法，通常是在产品活性测定方法的基础上进行开发，这些方法的形式和测定终点因产品而异。中和活性检测方法开发时，应对基质效应、药物浓度、配体浓度等予以考察，并对临界值、精密度、选择性、灵敏度等进行验证。中和活性分析方法一般不具有很好的药物耐受，因此应在采样时间点设计上予以考虑。此外，还应该针对不同分析模式的特殊性，考察方法的稳健程度，例如细胞代次等。
通常，基于细胞的中和活性检测方法采用特定浓度的阳性抗体及特定浓度的治疗性蛋白药物。因此，应对治疗性蛋白药物的浓度进行筛选，使其对细胞的效应对中和作用足够灵敏。如果治疗性蛋白药物的浓度在反应曲线的下半部分，可能没有足够的动态范围响应以达到中和效果。如果试验是在接近剂量-反应曲线的平台浓度下进行，对于中和抗体含量低的样本，可能鉴别不出阳性结果。建议治疗性蛋白药物浓度应在曲线的线性范围下进行中和反应试验。
样品基质可干扰中和反应试验，特别是基质组分，在基于细胞的检测中可能增强或抑制药物的活性。例如，来自患有特定疾病受试者的血清中可能含有高水平的细胞因子，这些因子可能激活细胞，增加对原有刺激因子或药物的应答，从而掩盖中和抗体的检测。因此，应了解这些试验中的基质影响并选择可以被药物特异性激活的细胞系。还可通过特异性抗体抑制或耗竭干扰因子。
与所有试验一样，中和活性试验需采用来自未给药受试者的样本，通过试验变异性来确定临界值。如果对在筛选和确证试验中检测为阳性的样品进行中和活性测定，通常采用1%的假阳性率。在极少数情况下，当使用中和活性筛选试验时，应使用5%的假阳性率。如果样本变异程度导致中和抗体活性难以评估，可考虑其他方法，或开发能使变异性降低并获得更准确的临界值的方法。通常，中和活性试验采用固定临界值，基于药物作用的机制可采用信号抑制或刺激阈值百分比来表示，也可使用浮动临界值。
中和反应试验一般仅对抗原特异性抗药抗体进行检测，通常不需要特异性验证。由于生物活性检测具有一定的复杂性，在某些情况下，为确定受试者是否已经产生了真正的中和抗体，进行特异性确证具有一定作用。应该考虑以下方面：（1）不相关的抑制分子可能引起中和活性，有时并不清楚所观察到的中和活性是由中和抗体或是其他抑制分子导致。对给药前样本进行检测是有意义的。若担心存在非特异性抑制，应进行抗体竞争试验评估中和活性是否确实由抗药抗体引起，而不是由其他抑制性分子导致。（2）除了治疗性蛋白药物，细胞系可能对多种刺激产生应答。在这种情况下，可在治疗性蛋白药物存在时检测中和抗体，此时中和抗体应答会被特异性阻断，而不会阻断其它刺激引起的应答。（3）基质含有的可溶性受体或内源性药物类似物可能会导致错误结果的产生。在这种情况下，直接进行基质样本的检测或封闭基质因子（若已知）有助于了解试验结果。


[bookmark: _Toc8922332][bookmark: _Toc8922539][bookmark: _Toc47601600][bookmark: _Toc48833490]四、附录
[bookmark: _Toc48833491]（一）免疫原性多层级检测策略示意图
[image: C:\Users\闫莉萍\Desktop\决策树-2.JPG]

[bookmark: _Toc48833492]
（二）抗药抗体检测方法的开发与验证
[bookmark: _Toc48833493][bookmark: _Toc47601601]1. 阳性对照抗体
作为评估方法学性能的关键试剂，阳性对照抗体直接影响检测方法的灵敏度。理想状况下，阳性对照抗体应能够反映药物在受试个体中的免疫应答情况。因此，选择合适的阳性抗体对抗药抗体检测方法学的开发和验证是非常关键的。
阳性对照抗体可通过免疫动物或从商业公司购买获得。一般选择免疫动物制备多克隆抗体作为阳性对照抗体。对于临床研究，如可获得人的抗药抗体，则建议优先采用。如对于治疗性单克隆抗体，应特别考虑阳性对照抗体的代表性，建议首先根据抗体的结构类型（如嵌合、人源化或全人源）评估其在受试动物或人体中可能产生的抗体所针对的结构域或抗原表位，然后选择合适的免疫原针对性地制备阳性对照抗体。作为备选，有时也可选用单个或多个单抗的组合作为阳性对照抗体。如面临无法制备阳性对照抗体的特殊情况，应与监管机构讨论以何种替代手段进行方法学开发和验证。当检测模式为桥连法时（如对于单抗类药物），阳性对照抗体理论上无种属限制和免疫球蛋白亚类限制，但应注意IgG4亚类不适用。
阳性对照抗体一经确定，即可用于评价灵敏度、选择性、特异性、重现性等方法学特性。在方法开发和验证过程中，采用阳性对照抗体制备高、中、低不同浓度的质控或系统适用性对照样品，以考察能否满足检测较宽抗药抗体浓度范围的需要。在常规方法学评价与监测时，可只使用高、低浓度质控样本，而不使用中浓度质控样本。应制备低、中、高浓度阳性对照样品，进行系统适用性考察。对于非临床研究，可根据灵敏度确定试验的标准曲线，采用1.5~2倍阴性对照或1.5~2倍筛选临界值仪器响应值或其转换值对应的浓度作为低浓度阳性对照样品。在临床研究中，建议采用统计的方式确定低浓度阳性对照样品的浓度，一般以1%的分析批拒绝率来进行计算。中浓度阳性对照应选择标准曲线中段浓度点。建议高浓度阳性对照选择没有钩状效应的信号曲线高端对应的浓度，或者模拟样本中预期最高浓度水平。
[bookmark: _Toc47601602][bookmark: _Toc48833494]2. 阴性对照
为评价非特异性本底水平，方法学验证和样本检测中均需设置阴性对照。阴性对照为来自多个代表性未给药个体基质的混合物。由于分析前的变量可能对阴性对照的检测结果带来影响，应尽可能模拟待测样本的基质特点，如基质种类（一般为血清或血浆）、种属、性别、年龄和疾病背景等，并采用与待测样本相同的预处理方式，如相同的抗凝剂、采样体积、相似的制备方法和相同的储存条件等。如在方法开发和早期验证试验阶段暂时无法获得符合上述条件的基质，可以采用健康个体的基质，但应在获得与待测样本相同的未给药群体的基质后，对临界值、灵敏度和选择性等重要方法学参数进行确认。此外，应对基质中可能含有的预存抗体、可发生结合的蛋白、可溶性受体等因素进行评估。
阴性对照样本的信号值应当低于但接近于筛选临界值，并且能够代表临界值确定试验中个体样本的信号波动情况，如阴性对照的信号值远低于个体信号的均值，则不能用于监测方法的适用性。
[bookmark: _Toc48833495][bookmark: _Toc47601603]3. 临界值
临界值是将样本定义为阳性或阴性结果的响应水平。建立合适的临界值可使产生假阴性结果的风险最小化。
临界值可能受多种干扰物或基质成分的影响，应在方法开发早期考虑上述因素。由于来源于不同目标人群和疾病状态的样本中含有的引起背景信号发生变化的因素各有不同，可能需要分别制定不同的临界值。
如果可行，应采用未经治疗的受试者的样本通过重复试验对检测的变异程度进行考察，并基于统计学方法对临界值进行计算。在计算临界值时应考虑统计离群值和真实阳性样本的影响，并提供剔除任何数据点的理由和用于确定离群值的判断方法。
[bookmark: _Toc47601604]3.1 筛选临界值 
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK2][bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK7]筛选临界值用于初步判定待测样本为阴性或潜在阳性。筛选临界值的确定应基于多个空白个体基质的响应值，从科学和生物统计的角度进行综合考虑。用于计算筛选临界值的空白个体基质的来源应尽量来自给药前的受试者或动物，如选择来源于其它群体的空白个体基质应进行合理性论证。通常，非临床研究应选择不少于15个，临床研究应选择不少于50个空白个体基质。临床研究中至少对分析人员、日期、仪器、固相载体等进行考察，临床前至少考察两个实验变量，分析时各样本均设置复孔。
[bookmark: OLE_LINK6]在进行筛选临界值计算时，如果采用参数方法，需首先对响应值（或基于阴性对照校正后的数值）进行正态分布评估，若为非正态，应将数据进行对数转换（或其他形式的转换）；然后进行离群值判断，各分析批内的分析离群值和生物离群值不参与计算，将离群值剔除后的所有个体用于筛选临界值的计算。如采用非参数法，无需进行数据正态分布评估和数据转换，但仍需剔除异常值。非临床研究中，筛选临界值的确定应基于在至少3天进行的3个分析批的响应值（或基于阴性对照校正后的数值）进行的统计分析结果。临床研究中，应考察至少2名分析员在至少3天进行的6个分析批。建议采用空白个体95%百分位数的单侧90%置信区间下限计算筛选临界值。例如，正态分布的95%的百分位数可通过个体均值加上1.645倍的标准差计算；也可用其他方法计算95%的百分位数值，如使用中位数及中位数的绝对偏差代替均值与标准差，但应说明计算方法选择的依据。
不同批次间，阴性对照样品的平均信号值可能是恒定的，也可能在不同的分析批、孔板或分析人员之间变化。当这之间的平均值不同时，但平均值的方差恒定时，可以运用一种标准化因子来计算并用于检测中。这种方式获得的临界值称为浮动临界值，是最常用的临界值类型。对于正态分布数据，当均值为常数时，可以在试验验证过程中建立一个临界值，该临界值可直接用于研究中的检测。这就是所谓的固定临界值。通常不鼓励采用固定临界值，因为它无法对研究中阴性对照可能的变化进行监测。当平均值和方差均不同时，可能需要为每个分析批、孔板或分析人员计算临界值。这就是动态临界值。然而，这种方法通常不实用，因为这需要包含更多的阴性对照样品。如果数据显示需要使用动态临界值时，应考虑进一步开发试验方法，而不是使用动态临界值。
[bookmark: _Toc47601605]3.2 确证临界值 
由于筛选临界值通常允许至少5%的假阳性率，因此经筛选试验判定为“潜在阳性”的样本可能是非特异性的，需进一步通过确认试验考察对药物的特异性，并基于确证临界值（以百分比抑制率表示）确定是否为阳性。在确证临界值确定试验中，通常将某一特定浓度的受试药物加入空白个体基质，通过加入药物的空白个体基质复孔信号值与未加药物空白个体基质复孔信号值计算信号抑制率。在剔除离群值后，选择信号抑制率的99%分位数的80%单侧置信区间的下限（即允许1%假阳性）作为确证临界值。
建议确证临界值确定试验与筛选临界值确定试验在同一个分析批或分析板上进行。对空白基质数量、考察变量和复孔检测的要求与筛选临界值确定试验相同。
[bookmark: _Toc47601606][bookmark: _Toc48833496]4. 灵敏度
方法灵敏度是指阳性对照样本检测结果持续为阳性或读数等同于该检测方法临界值的最低浓度。为了在抗药抗体水平达到对药代动力学、药效动力学、安全性或有效性产生影响之前被检测到，分析方法应具有足够的灵敏度。值得注意的是，方法灵敏度是通过阳性对照抗体建立的，可能不能完全代表特定受试者体内的抗药抗体应答情况。阳性对照抗体通常为高亲和力抗体，该抗体可能会使灵敏度被高估。因此，方法灵敏度并不是为了确定受试者体内抗药抗体的绝对量，而是为了更全面地理解检测方法的性能。由于灵敏度可能受样本中残留药物的影响，因此考察在预期药物浓度下的灵敏度是非常重要的。
[bookmark: _Toc47601607]4.1 方法灵敏度
确定方法灵敏度通常有两种方法。一种方法是在混合空白生物基质中按照不高于2~3倍的梯度稀释阳性对照样品（应采用经亲和层析纯化后的多抗或单抗）至系列（至少5个）已知浓度，在至少满足一个浓度的响应值低于筛选临界值的情况下，高于筛选临界值的最低浓度即为方法灵敏度；另一种方法是使用混合空白生物基质稀释阳性对照样品至系列已知浓度，对各浓度的响应值和浓度进行曲线拟合，根据筛选临界值计算的阳性对照抗体浓度即为方法灵敏度。
建议以阳性对照抗体的加样浓度乘以最小稀释倍数后进行灵敏度的报告。如果采用了一个以上的阳性对照抗体，建议分别报告灵敏度。对于非临床研究，方法灵敏度一般需达到250~500 ng/mL；对于临床研究，在筛选和确证试验中，IgG和IgM 型抗药抗体的检测灵敏度应至少达到100 ng/mL。在某些特定情况下，基于风险评估和以往的数据，灵敏度大于100 ng/mL也是可以接受的；有文献报道，低至100 ng/mL的抗药抗体水平也会与临床反应相关，此时可考虑更低的灵敏度。IgE型抗药抗体的检测灵敏度需达到几百pg/mL或几ng/mL级别。对于中和活性试验的检测可能无法达到该灵敏度水平。值得注意的是，方法灵敏度高度依赖于所采用的阳性对照抗体，不一定能直接反映待测样本中的最低检出水平；但方法灵敏度提供了分析方法的性能指标，有助于在开发阶段选择最优的抗药抗体检测方法。
[bookmark: _Toc47601608]4.2 药物耐受水平
生物样本中可能含有高浓度的游离受试药物，可以与捕获试剂/检测试剂竞争结合抗药抗体，进而干扰抗药抗体检测导致假阴性结果。因此，在方法学早期开发过程中，应评估游离受试药物对方法学的干扰，即药物耐受水平，并在方法学验证中进行考察。
药物耐受水平需要结合待测样本中的药物浓度进行考察。一般使用混合空白基质稀释受试药物至合适系列浓度，用该系列稀释样本与不同浓度阳性对照抗体样本（至少包含低浓度阳性对照抗体或者100ng/mL浓度的阳性对照抗体）混合后进行检测。响应值高于筛选临界值所对应的最高受试药物浓度即为该浓度阳性对照抗体能够耐受的最大药物浓度。值得注意的是，药物耐受水平数据仅代表某特定浓度的阳性对照抗体样本对药物的耐受特性，由于阳性对照抗体样本与待测样本中抗药抗体的亲和力存在差异，可能与待测样本中抗药抗体的药物耐受性水平有所不同。
在方法开发时，需对可能影响药物耐受性的选择性、靶点的性质及阳性对照类型进行考量。如对于不耐酸的抗体或可溶性靶点，酸解离可能并不适用。可通过采集当受试者体内药物浓度达到谷浓度时的样本来尽量降低药物的干扰。
[bookmark: _Toc48833497][bookmark: _Toc47601609]5. 精密度
待测样本的检测通常是在不同的分析时间、分析批（板）、分析仪器及分析员之间进行的，因此分析方法应满足相应的精密度要求，并分别考察筛选试验精密度和确证试验精密度。
临床、非临床对精密度的考察类似，但临床研究中的批间精密度考察会纳入更多变量与分析批数量；非临床至少纳入2个变量，临床至少会纳入4个变量。
批内精密度来源于一个含至少6套独立配制的系统适用性对照样品的分析批数据，其通过系统适用性样品(阴性对照、低浓度阳性对照、中浓度阳性对照、高浓度阳性对照)的变异系数(%CV)来呈现，其中阳性对照样品需要采用与分析方法相同的数据转换方式来计算，其不宜高于20%。批间精密度通过所有可报道的验证分析批系统适用性样品(阴性对照、低浓度阳性对照、高浓度阳性对照)的变异系数(%CV)来呈现，其中阳性对照样品需要采用与分析方法相同的数据转换方式来计算，其不宜高于20%；若高于20%需要优化分析方法或提供合理性说明；对于阴性对照样品或高变异度的细胞学试验，其接受标准可适度放宽。
[bookmark: _Toc47601610][bookmark: _Toc48833498]6. 特异性
特异性是指某种方法对于某一目标分析物的专属检测能力，特异性较低可能导致假阳性结果。所开发的分析方法应能够特异性地检测抗药抗体，而非单抗药物、可溶性靶点、非特异性内源性抗体或方法中使用的抗体试剂。类似地，对于类风湿因子高发的人群，应证明类风湿因子不会干扰分析方法或该方法能够区分出类风湿因子和特定抗体。如果抗药抗体可与宿主细胞蛋白或其他产品相关杂质发生交叉反应，可能需要对这些反应的特异性进行评估。
应根据非临床与临床试验不同阶段的具体情况考察方法特异性。考察指标包括但不限于血清因子（如类风湿因子、脂质和血红蛋白等）、预存抗体和/或合并用药等对方法的干扰作用。应采用添加或未添加受试物相关物质的高浓度和低浓度阳性对照样本进行特异性考察。所有阴性对照样本响应值或其转换值应小于筛选临界值；80%阳性对照样本响应值或其转换值应不小于筛选临界值且满足精密度要求。
[bookmark: _Toc47601611][bookmark: _Toc48833499]7. 选择性
选择性是指分析方法能够在样本中存在其他成分的情况下检出特异性针对该药物的抗药抗体的能力。待测基质中往往含有大量的不同大小和不同电荷的蛋白质，可能对抗药抗体的检测造成干扰。如未对分析方法的选择性进行验证易造成非特异性信号，从而导致阳性样本无法被正常检出。
通常需要对待测样本进行稀释处理以获得较为理想的抗药抗体检测能力。最小稀释倍数有多种定义，包括：产生最高信噪比的样本稀释倍数，产生最接近稀释液的信号的样本稀释倍数，以及导致最高信号变量比的样本稀释倍数，可使用上述定义中的任何一种，但是为了有效计算方法的灵敏度，最小稀释倍数应该考虑待测样本的最终稀释程度，通常为1:5至1:100 （即1/5到1/100）。建议最小稀释倍数不要超过1:100，因为过高的最小稀释倍数可能导致假阴性结果。在某些情况下，如采用了更高的最小稀释倍数，应充分考虑其对检测灵敏度的影响以及产品的免疫原性风险。建议通过对一定数量的未给药受试者样本来确定最小稀释倍数。最小稀释倍数的确定通常需要连续稀释不含药的抗药抗体阴性样本，或者通过将已知浓度的阳性对照抗体经系列稀释后加入基质配制至高、中、低浓度，与使用稀释液配制的相同浓度的阳性对照抗体进行对比。最小稀释倍数应使用适当数量的个体血清样本来计算，样本的数量取决于个体样本的变异性等多种因素；一般推荐至少采用10个样本。
方法学验证时，采用至少10个空白个体基质，2个浓度水平的阳性对照样本考察选择性，并设置不添加阳性对照抗体的空白基质对照。要求所有空白基质对照的响应值或其转换值均应小于筛选临界值；至少80%的空白基质配制的阳性对照样本的响应值或其转换值高于筛选临界值且满足精密度要求。
[bookmark: _Toc47601612][bookmark: _Toc48833500]8. 钩状效应
钩状效应是指由于存在高浓度的特异性的被分析物或者抗体，出现信号值减少，从而可能导致假阴性信号。非临床研究和临床研究中，应考察是否出现钩状效应。一般，通过在混合基质中加入阳性对照抗体进行一系列稀释的方法来进行评估。
[bookmark: _Toc47601613][bookmark: _Toc48833501]9. 其他验证内容
[bookmark: OLE_LINK5]在某些特定条件下尚需对试验重复性、重现性、稳健性、稳定性进行验证。
[bookmark: _Toc47601614]9.1 重现性
如果在研究期间样本会由两个或多个独立实验室进行检测，重现性则是一个重要的考量因素，并且应保证不同实验室产生的数据的可比性。应在实验室之间建立可比较的方法性能，包括灵敏度，药物耐受性和精密度。
[bookmark: _Toc47601615]9.2 稳健性和样品稳定性
方法稳健性表明了试验在正常使用期间的可靠性，应不受方法中有意的微小变化及仪器性能的的影响，这些变化是模拟在日常实验室实际操作中可能遇到的情况。例如，温度、孵育时间的变化都会影响测定结果。生物学分析方法的复杂性使其特别容易受到测定条件变化的影响，因此评估和优化细胞传代数、孵育时间和培养基成分等参数至关重要。应该在开发阶段检测方法稳健性，如果分析中特定步骤中的微小变化影响结果，则应该采取预防措施来控制该步骤。
样品稳定性有时也需要包括在验证中。由于考察受试者样本的稳定性通常是不可行的，建议在测试时采用和保留阳性抗体活性方式一致的方式存储受试者样本。建议通过对受试者的样本适当分装来减少冻融循环，因为这些样本的冻融可能影响检测结果。评估短期稳定性的研究，包括相关的冻融循环和阳性对照抗体的冰箱中和室温条件下的稳定性，可能是有用的。
[bookmark: _Toc48833502]（三）体外细胞因子释放试验
细胞因子释放综合征为靶向免疫细胞过度活化，促炎性因子快速释放而导致的一组临床综合症，是免疫调节类药物普遍的不良反应。对于免疫调节类药物，完整的非临床评价需要整合所有可用的体内和体外试验数据。除了常规的动物体内毒性试验中进行细胞因子相关检测外，应进行体外细胞因子释放试验。采用人全血细胞或人外周血单个核细胞体外评价细胞活化和细胞因子的释放可在一定程度上帮助克服因种属差异导致的动物模型无法完全模拟人体免疫激发过程的缺陷。当体内试验结果阴性时，体外试验结果阳性可以作为潜在临床毒性风险的提示。建议基于细胞因子释放机制进行适合的体外细胞因子释放试验设计。通常应考虑采用液相和固相两种孵育系统。如果直接靶向T细胞的单抗或者靶聚集可能参与细胞因子释放，可仅采用外周血单个核细胞进行试验。如果机制可能与FcγRs结合相关，则更适合在包含表达FcγRs的细胞的全血细胞中进行试验，试验中应考虑加入补体。如果靶抗原仅在疾病状态（例如在肿瘤细胞或活化的效应细胞或自发致病性细胞上）表达，或者细胞因子释放机制涉及在全血或者外周血单个核细胞中不存在的细胞类型之间的相互作用，可以考虑在检测系统中引入诸如肿瘤细胞、成纤维细胞、内皮细胞或在活化时过度表达靶标的细胞系或原代细胞。体外细胞因子释放试验应设置阳性对照和阴性对照的分析，阳性对照应为在测试体系中细胞因子释放明显的已知药物，与受试药细胞因子释放的预期机制类似者优选。细胞因子的检测项目应与受试药临床安全性考虑密切相关，一般情况下，无论采用哪种方法，IL-2、IL-8、IL-6、IFN-γ和TNF-α是基本的观察指标。
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