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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

МЕТОД ЭКСКЛЮЗИОННОЙ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ 
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Описание приготовления растворов испытуемых и 
стандартных образцов, подвижной фазы и требо-
вания к пригодности хроматографической системы 
и расчёты разработанной универсальной методики 
определения содержания высокомолекулярных приме-
сей

Описание приготовления подвижной фазы, пробопод-
готовка образцов МАТ и стандартных образцов

Пробоподготовка образцов ЛС

Подвижная фаза (ПФ). В мерную колбу вместимостью 
1000 мл помещали 10,5 г калия гидрофосфата, 19,1 г 
калия дигидрофосфата и 18,6 г калия хлорида, рас-
творяли в 800 мл воды и доводили объем водой до 
метки (рН 6,2 ± 0,1); фильтровали через мембранный 
фильтр с размером пор 0,45 мкм или менее. Срок 
годности раствора – 7 сут при комнатной температу-
ре или 14 сут при хранении при температуре 2–8 °С.

Испытуемый раствор. Готовили раствор испытуемого 
образца с конечной концентрацией МАТ 10 мг/мл. В 
качестве растворителя использовали ПФ. В случаях, 
когда концентрация белка в испытуемом препарате 
была менее 10 мг/мл, увеличивали объем вводимой 
пробы. 

Раствор сравнения 1. Готовили раствор СО МАТ с ко-
нечной концентрацией 10 мг/мл. В качестве раство-
рителя использовали ПФ. Содержание ВМС находи-
лось в диапазоне от предела количественного опре-
деления до нормируемой концентрации содержания 
ВМС в ЛС. 

Раствор для оценки чувствительности хроматогра-
фической системы. В мерную колбу вместимостью 
25 мл помещали 25 мкл раствора сравнения 1 и 
доводили объем подвижной фазой до метки (кон-
центрация МАТ в растворе соответствовала 0,1 % от 
его концентрации в испытуемом растворе). Срок год-
ности раствора – 8 ч при хранении при температуре 
2–8 °С. 

Раствор сравнения 2 (раствор стандартов-маркеров 
молекулярной массы). Готовили раствор сравнения 
маркеров молекулярной массы из веществ-маркеров 
молекулярной массы в воде. Раствор, содержащий 
5 стандартов-маркеров, готовили в следующей их 
концентрации: тиреоглобулин (около 5 мг/мл), бычий 
гамма-глобулин (около 5 мг/мл), куриный овальбу-
мин (около 5 мг/мл), лошадиный миоглобин (около 
2,5 мг/мл) и витамин В12 (около 0,5 мг/мл). К 50 мкл 
полученного раствора добавляли 950 мкл подвиж-
ной фазы, перемешивали. 

Сроки годности испытуемого раствора, растворов 
сравнения 1 и 2, раствора плацебо составляли 1 сут 
при хранении при температуре 2–8 °С. Срок годно-

сти, превышающий указанное время, устанавливали 
в ходе верификации и/или валидации методики для 
конкретного МАТ.

Контрольный раствор. В качестве контрольного рас-
твора использовали подвижную фазу.

Раствор плацебо. В качестве раствора плацебо ис-
пользовали рецептурный буферный раствор, содер-
жащий все компоненты готового нерасфасованного 
продукта или АФС или ЛП (за исключением МАТ) и 
разведенный аналогично испытуемому раствору.

Расчеты содержания высокомолекулярных соединений 
в испытуемом образце

Содержание высокомолекулярных соединений в 
образце (Х, %) вычисляли по формуле (1):

                                                                                                    

где ΣSi – сумма площадей пиков, отнесенных к вы-
сокомолекулярным соединениям, на хроматограмме 
испытуемого раствора; ΣS – сумма площадей всех 
аналитически значимых пиков на хроматограмме 
испытуемого раствора

Содержание мономера в образце (Х, %) вычисляли 
по формуле (2):

 

где Sy – площадь пика мономера на хроматограмме 
испытуемого раствора; ΣS – сумма площадей всех 
аналитически значимых пиков на хроматограмме 
испытуемого раствора.

Требования к пригодности хроматографической си-
стемы при определении содержания высокомолеку-
лярных соединений в образцах МАТ с использованием 
метода эксклюзионной высокоэффективной жид-
костной хроматографии

Хроматографический профиль раствора сравнения 2 
(порядок элюирования пиков и их относительные 
высоты) визуально должен соответствовать типичной 
хроматограмме, представленной на рис. 5 (Приложе-
ние 1). Оценка разделительной способности и вос-
производимости используемой хроматографической 
системы выполняется с использованием раствора 
сравнения 1. Примеры хроматограмм растворов 
сравнения 1 для оценки разделительной способно-
сти различных МАТ приведены на рис. 6 и 7 (Прило-
жение 

1) На хроматограмме контрольного раствора и 
раствора плацебо должны отсутствовать значимые 
пики со временем удерживания меньше, чем время 
удерживания пика витамина В12 на хроматограмме 
раствора сравнения 2 и пиков компонентов плацебо. 
Значимым считается пик с площадью ≥ 0,1% от сред-
ней общей площади всех оцениваемых (аналитиче-

X = 
ΣSi × 100

ΣS
, (1) 

X = 
Sy  × 100

ΣS
, (2) 
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ски значимых) пиков на хроматограммах раствора 
сравнения 1.

2) На хроматограмме раствора для оценки чувстви-
тельности хроматографической системы отношение 
сигнал/шум для пика мономера должно составлять 
не менее 10.

3) На хроматограмме раствора сравнения 1:

- хроматографический профиль раствора сравнения 
1 должен содержать пик мономера и предшествую-
щий ему пик (пики) высокомолекулярных соедине-
ний;

- относительное стандартное отклонение (RSD) вре-
мени удерживания пика мономера для трех после-
довательных вводов раствора сравнения 1 в начале 
хроматографической последовательности должно 
быть не более 2,0%;

- RSD времени удерживания пика мономера для всех 
вводов раствора сравнения 1 должно быть не более 
3,0%;

- RSD площади пика мономера для трех последова-
тельных вводов раствора сравнения 1 в начале хро-
матографической последовательности должно быть 
не более 2,0%;

- RSD площади пика мономера для всех вводов рас-
твора сравнения 1 должно быть не более 3,0%;

- отношение пик/долина (p/v), рассчитанное для пика 
мономера и предшествующего ему пика, – не менее 
1,05. В случае, если разделение пиков наблюдается 
до базовой линии, то вместо p/v оценивают разре-
шение между пиком агрегатов и пиком мономера, 
которое должно быть не менее 1,5;

- фактор асимметрии пика мономера – не менее 0,8 
и не более 2,0.

4) На хроматограмме раствора сравнения 2 (раство-
ра стандартов-маркеров молекулярной массы):

- на хроматограмме раствора сравнения 2 присутст-
вуют все пики, соответствующие используемым мар-
керам молекулярных масс;

- все стандарты-маркеры должны элюироваться в 
порядке уменьшения их молекулярных масс;

- в случае использования набора из пяти стандартов-
маркеров (тиреоглобулин, бычий гамма-глобулин, 
куриный овальбумин, лошадиный миоглобин и ви-
тамин В12) хроматографический профиль раствора 
сравнения 2 (порядок элюирования пиков и их от-
носительные высоты) визуально должен соответст-
вовать типичной хроматограмме, представленной на 
рис. 5 (Приложение 1);

- разрешение между пиками гамма-глобулина и 
овальбумина – не менее 2,5;

число теоретических тарелок (N), рассчитанное для 
пика витамина В12 – не менее 20000;

- фактор асимметрии пика, соответствующего мио-

глобину – не менее 0,8 и не более 1,5.

Приведенные требования к критериям пригодности 
хроматографической системы являются минималь-
ными и могут быть ужесточены в случае получения 
в ходе верификации данной методики лучших, по 
сравнению с приведенными, значений.

Оценка пригодности хроматографической колонки 
для целей методики и оценка эффективности колон-
ки выполняется с использованием раствора сравне-
ния 2 (раствор стандартов-маркеров молекулярной 
массы). Оценка разделительной способности и вос-
производимости используемой хроматографической 
системы выполняется с использованием раствора 
сравнения 1 (рис. 6 и 7, Приложение 1).

МЕТОД КАПИЛЛЯРНОГО ГЕЛЬ-ЭЛЕКТРОФОРЕЗА

Описание приготовления растворов испытуемых и 
стандартных образцов в невосстанавливающих и 
восстанавливающих условиях, программы предвари-
тельного кондиционирования капилляра, разделения, 
промывки капилляра после проведения анализа, тре-
бования к пригодности электрофоретической систе-
мы и расчёты в невосстанавливающих и восстанав-
ливающих условиях, разработанной универсальной 
методики определения содержания низкомолекуляр-
ных примесей (фрагментов) и негликозилированных 
частей молекул

Описание приготовление растворов реактивов, про-
боподготовка образцов МАТ и стандартных образ-
цов

SDS буфер для образцов. Готовили раствор, содержа-
щий 100 мМ трис(гидроксиметил)аминометана ги-
дрохлорида, рН 9,0 и 1% натрия додецилсульфата.

S D S  г е л е в ы й  б у ф е р .  Б у ф е р н ы й  р а с т в о р 
трис(гидроксиметил)аминометана с рН 8,0, содержа-
щий 0,2% натрия додецилсульфата, 10% глицерина, 
2 мМ ЭДТА и борат-связанный полимер декстрана 
(например, декстан 2000000).

Раствор для алкилирования 1. 250 мМ йодацетамида 
в воде, приготовленный непосредственно перед ис-
пользованием. 

Раствор для алкилирования 2. 500 мМ йодацетамида 
в воде, приготовленный непосредственно перед ис-
пользованием. 

Внутренний раствор сравнения 5 мг/мл. Раствор 
внутреннего СО, представляющий собой белок с мо-
лекулярной массой 10 кДа в воде, содержащей 0,5% 
натрия додецилсульфата и 0,2% натрия азида.

Раствор плацебо. В качестве раствора плацебо ис-
пользовали рецептурный буферный раствор, содер-
жащий все компоненты готового нерасфасованного 
продукта или АФС или ЛП, за исключением МАТ.

Невосстановленный испытуемый раствор. Аликвоту 
раствора исследуемого образца (или предваритель-
но подготовленного исследуемого образца), содер-
жащего 100 мкг МАТ, разбавляли с использованием 



Vaganova O.A., Smirnov R.S., Lenin S.A., Funtashev K.S., Kostromskih A.A., Peregudova A.S., Kadykova D.A., Merkulov V.A. 

Monoclonal antibodies: use of universal (platform) methods for the assessment of high-molecular impurities and fragment 
impurities by size-exclusion chromatography and capillary gel electrophoresis 

Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2025. Vol. 15, No. 3

50–94 мкл SDS буфера для образцов до получения 
конечного объема 95 мкл, для получения раствора, 
содержащего МАТ в концентрации 1 мг/мл (в случае 
выявления недостаточной чувствительности элек-
трофоретической системы итоговая концентрация 
раствора может быть увеличена до 2 мг/мл, для чего 
используют аликвоту раствора исследуемого образ-
ца, содержащего 200 мкг МАТ). При приготовлении 
указанного раствора аликвота испытуемого образца 
должна быть не менее 1 мкл, прибавляемый объем 
SDS буфера для образцов должен составлять не ме-
нее 50% общего приготовляемого объема раствора. 
К 95 мкл полученного раствора добавляли 2 мкл 
внутреннего раствора сравнения и 5 мкл раствора 
для алкилирования 11. Перемешивали и нагревали 
смесь при температуре 70 °С в течение 3 мин2. Охла-
ждали в течение 3 мин при комнатной температуре, 
центрифугировали при 300×g в течение 1 мин и по-
мещали по 100 мкл во флаконы для автоматического 
отбора проб.

Восстановленный испытуемый раствор. Аликвоту 
раствора исследуемого образца (или предваритель-
но подготовленного исследуемого образца), содер-
жащего 100 мкг МАТ, разбавляли с использованием 
50–94 мкл SDS буфера для образцов до получения 
конечного объема 95 мкл, для получения раствора, 
содержащего МАТ в концентрации 1 мг/мл (в случае 
выявления недостаточной чувствительности элек-
трофоретической системы итоговая концентрация 
раствора может быть увеличена до 2 мг/мл, для чего 
используют аликвоту раствора исследуемого образ-
ца, содержащего 200 мкг МАТ).

При приготовлении указанного раствора аликвота 
испытуемого образца должна быть не менее 1 мкл, 
прибавляемый объем SDS буфера для образцов 
должен составлять не менее 50% общего приготов-
ляемого объема раствора. К 95 мкл полученного рас-
твора добавляли 2 мкл внутреннего раствора срав-
нения и 5 мкл 2-меркаптоэтанола. Перемешивали и 
нагревали смесь при температуре 100 °С в течение 
3 мин3. Охлаждали в течение 3 мин при комнатной 
температуре, центрифугировали при 300g в течение 
1 мин и помещали по 100 мкл во флаконы для авто-
матического отбора проб.

Невосстановленный раствор сравнения. Разбавля-
ли СО, содержащий 100 мкг МАТ, с использованием 
50–94 мкл SDS буфера для образцов до получения 
конечного объема 95 мкл для получения раствора, 
содержащего МАТ в концентрации 1 мг/мл (в случае 
выявления недостаточной чувствительности элек-
трофоретической системы итоговая концентрация 

раствора может быть увеличена до 2 мг/мл, для чего 
используют аликвоту раствора исследуемого образ-
ца, содержащего 200 мкг МАТ).

При приготовлении указанного раствора аликво-
та СО должна быть не менее 1 мкл, прибавляемый 
объем SDS буфера для образцов должен составлять 
не менее 50% общего приготовляемого объема рас-
твора. К 95 мкл полученного раствора добавляли 
2 мкл внутреннего стандартного раствора и 5 мкл 
раствора для алкилирования 14. Перемешивали и 
нагревали смесь при температуре 70 °С в течение 3 
мин5. Охлаждали в течение 3 минут при комнатной 
температуре, центрифугировали при 300g в течение 
1 мин и помещали по 100 мкл во флаконы для авто-
матического отбора проб.

Невосстановленный раствор для проверки пригодно-
сти электрофоретической системы. Разбавляли СО 
с помощью SDS буфера для образцов до концент-
рации белка, соответствующей невосстановленному 
раствору сравнения. К 95 мкл полученного раствора 
добавляют 2 мкл внутреннего стандартного раствора 
и 5 мкл раствора для алкилирования 16. Переме-
шивали и нагревали смесь при температуре 70 °С 
в течение 60 мин7. Охлаждали в течение 5 мин при 
комнатной температуре, центрифугировали при 300g 
в течение 1 мин и помещали по 100 мкл во флаконы 
для автоматического отбора проб.

Восстановленный раствор сравнения. Разбавляют 
СО, содержащий 100 мкг МАТ, с использованием 
50–94 мкл SDS буфера для образцов до получения 
конечного объема 95 мкл для получения раствора, 
содержащего МАТ в концентрации 1 мг/мл (в случае 
выявления недостаточной чувствительности элек-
трофоретической системы итоговая концентрация 
раствора может быть увеличена до 2 мг/мл, для 
чего использовали аликвоту раствора исследуемого 
образца, содержащего 200 мкг МАТ).

При приготовлении указанного раствора аликвота 
раствора СО должна быть не менее 1 мкл, прибав-
ляемый объем SDS буфера для образцов должен 
составлять не менее 50 % общего приготовляемого 
объема раствора.  К 95 мкл полученного раствора 
добавляют 2 мкл внутреннего раствора сравнения и 
5 мкл 2-меркаптоэтанола. Перемешивали и нагрева-
ли смесь при температуре 100 °С в течение 3 мин8. 
Охлаждали в течение 3 мин при комнатной темпера-
туре, центрифугировали при 300g в течение 1 мин и 
помещали по 100 мкл во флаконы для автоматиче-
ского отбора проб.

Раствор для оценки чувствительности в невосста-

1 Для конкретных объектов может быть использован раствор для алкилирования 2.
2 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
3 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
4 Для конкретных объектов может быть использован раствор для алкилирования 2.
5 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
6 Для конкретных объектов может быть использован раствор для алкилирования 2.
7 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
8 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
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навливающих условиях. Разбавляли СО, содержащий 
МАТ, SDS буфером для образцов до концентрации 
МАТ составляющей 0,5% от концентрации испы-
туемого раствора. К 95 мкл полученного раствора 
добавляют 2 мкл внутреннего раствора сравнения 
и 5 мкл раствора для алкилирования 19. Перемеши-
вали и нагревали смесь при температуре 70 °С в те-
чение 3 мин10. Охлаждали в течение 3 мин при ком-
натной температуре, центрифугировали при 300g в 
течение 1 мин и помещали по 100 мкл во флаконы 
для автоматического отбора проб.

Раствор для оценки чувствительности в восста-
навливающих условиях. Разбавляли СО, содержащий 
МАТ, SDS буфером для образцов до концентрации 
МАТ, составляющей 0,75% от концентрации испы-
туемого раствора. К 95 мкл полученного раствора 
добавляли 2 мкл внутреннего раствора сравнения и 
5 мкл 2-меркаптоэтанола. Перемешивали и нагрева-
ли смесь при температуре 100 °С в течение 3 мин11. 
Охлаждали в течение 3 мин при комнатной темпера-
туре, центрифугировали при 300g в течение 1 мин и 
помещали по 100 мкл во флаконы для автоматиче-
ского отбора проб.

В некоторых случаях при приготовлении испытуе-
мого раствора, раствора сравнения и раствора для 
оценки чувствительности в невосстанавливающих 
и восстанавливающих условиях до этапа аликво-
тирования образца, содержащего необходимое 
количество МАТ, и разбавления его с помощью SDS 

буфера для образцов требовалась предварительная 
подготовка. Если исследуемый образец представлял 
собой лиофилизат, его восстанавливали, как описано 
в инструкции по медицинскому применению. Если 
исследуемый образец представлял собой концен-
трированный раствор, при необходимости, прово-
дили его предварительное разбавление водой для 
получения раствора оптимальной концентрации. 
Если исследуемый образец содержал МАТ в низкой 
концентрации, при необходимости, проводили его 
концентрирование подходящим валидированным 
способом до получения оптимальной концентрации.

Невосстановленный холостой раствор. К 95 мкл SDS 
буфера для образцов добавляли 2 мкл внутреннего 
раствора сравнения и 5 мкл раствора для алкили-
рования 112. Перемешивали и нагревали смесь при 
температуре 70°С в течение 3 мин13. Охлаждали в 
течение 3 мин при комнатной температуре, центри-
фугировали при 300g в течение 1 мин и помещали 
по 100 мкл во флаконы для автоматического отбора 
проб.

Восстановленный холостой раствор. К 95 мкл SDS 
буфера для образцов добавляли 2 мкл внутренне-
го раствора сравнения и 5 мкл 2-меркаптоэтанола. 
Перемешивали и нагревали смесь при температуре 
100°С в течение 3 мин. Охлаждали в течение 3 мин 
при комнатной температуре, центрифугировали при 
300g в течение 1 мин и помещали по 100 мкл во 
флаконы для автоматического отбора проб.

9 Для конкретных объектов может быть использован раствор для алкилирования 2.
10 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
11 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.
12 Для конкретных объектов может быть использован раствор для алкилирования 2.
13 Для конкретных объектов могут быть подобраны иные оптимальные условия температурной обработки.

Таблица 1. Программа предварительной промывки капилляра (кондиционирование)

Действие Значение Время Флакон на входе Флакон на выходе Примечание

Промывание под 
давлением 20 psi 10 мин 0,1 М раствор натрия гидроксида Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 20 psi 5 мин Раствор 0,1 М хлористоводородной 

кислоты Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 20 psi 2 мин Вода Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 70 psi 10 мин SDS-гель буферный раствор Вода (слив) Прямой режим

Разделение под 
напряжением и 
давлением

15 кВ (Ramp time 1 
мин), 20 psi на оба 
конца капилляра

10 мин SDS-гель буферный раствор SDS-гель буферный 
раствор

Обратная 
полярность
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Таблица 2. Программа разделения в невосстанавливающих и восстанавливающих условиях

Действие Значение Время Флакон на входе Флакон на выходе Примечание

Промывание под 
давлением 70 psi 3 мин 0,1 М раствор натрия 

гидроксида Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 70 psi 1 мин

Раствор 0,1 М 
хлористоводородной 
кислоты

Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 70 psi 1 мин Вода Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 70 psi 10 мин SDS-гель буферный раствор Вода (слив) Прямой режим

Ожидание – 0 мин Вода Вода Очистка концов 
капилляра

Ввод пробы под 
напряжением 5 кВ 20 с Анализируемый образец SDS-гель 

буферный раствор
Обратная 
полярность

Ожидание – 0 мин Вода Вода Очистка концов 
капилляра

Разделение под 
напряжением и 
давлением

15 кВ (Ramp time 1 мин), 
20 psi на оба конца капилляра, 
автообнуление на 5 мин

30 мин14 SDS-гель буферный раствор SDS-гель 
буферный раствор

Обратная 
полярность

Таблица 3. Программа промывки капилляра после завершения анализа

Действие Значение Время Флакон на входе Флакон на выходе Примечание

Промывание под 
давлением 70 psi 10 мин 0,1 М раствор натрия 

гидроксида Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 50 psi 5 мин

Раствор 0,1 М 
хлористоводородной 
кислоты

Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 50 psi 2 мин Вода Вода (слив) Прямой режим

Промывание под 
давлением 70 psi 10 мин SDS-гель буферный раствор Вода (слив) Прямой режим

Разделение под 
напряжением и 
давлением

15 кВ (Ramp time 1 мин), 20 psi 
на оба конца капилляра 10 мин SDS-гель буферный раствор SDS-гель 

буферный раствор
Обратная 
полярность

Ожидание – 0 мин Вода Вода Очистка концов 
капилляра

Выключение лампы – – – – –

Расчеты

Невосстанавливающие условия

Содержание основного пика (Х, %) вычисляли по 
формуле (3):

где Sоп – скорректированная площадь основного 
пика на электрофореграмме невосстановленного 
испытуемого раствора; ΣS – сумма скорректирован-
ных площадей всех пиков, принимаемых в расчет, на 
электрофореграмме невосстановленного испытуе-
мого раствора.

Содержание любой единичной примеси (Y, %) вычи-
сляли по формуле (4):

где  Si – скорректированная площадь пика i-ой при-
меси на электрофореграмме невосстановленного 
испытуемого раствора; ΣS – сумма скорректирован-
ных площадей всех пиков, принимаемых в расчет, на 
электрофореграмме невосстановленного испытуе-
мого раствора

Сумма примесей определяется как арифметическая 
сумма содержания всех единичных примесей.

Восстанавливающие условия

Суммарное содержание легкой и тяжелой цепи 
образца (Х, %) вычисляли по формуле (5):

где SЛЦ – скорректированная площадь пика легкой 
цепи на электрофореграмме восстановленного 
испытуемого раствора; SТЦ – скорректированная 

(3) 

14 Изначальные параметры программы разделения в невосстанавливающих и восстанавливающих условиях

X = 
Sоп  × 100

ΣS
,

X = 
Si  × 100

ΣS
, (4) 

X = 
SЛЦ + SТЦ

ΣS
× 100 , (5) 
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площадь пика тяжелой цепи на электрофореграмме 
восстановленного испытуемого раствора; ΣS – сумма 
скорректированных площадей всех пиков, принима-
емых в расчет, на электрофореграмме восстановлен-
ного испытуемого раствора.

Содержание любой единичной примеси образца (Y, 
%) вычисляли по формуле (6):

где Si – скорректированная площадь пика i-ой при-
меси на электрофореграмме восстановленного ис-
пытуемого раствора; ΣS – сумма скорректированных 
площадей всех пиков, принимаемых в расчет, на 
электрофореграмме восстановленного испытуемого 
раствора.

Сумма примесей определялась как арифметическая 
сумма содержания всех единичных примесей. 

Требования к пригодности электрофоретической 
системы при определении содержания низкомолеку-
лярных соединений (фрагментов) и негликозилиро-
ванных частей молекул в образцах МАТ с использова-
нием метода капиллярного гель-электрофореза в не-
восстанавливающих и восстанавливающих условиях

Невосстанавливающие условия

• на электрофореграмме невосстановленного холо-
стого раствора отсутствуют пики в интервале времен 
миграции целевых пиков (от пика внутреннего СО 
10 кДа);

• на электрофореграмме невосстановленного рас-
твора для проверки пригодности электрофоретиче-
ской системы:

- отношение пик/долина (p/v) между основным пи-
ком и ближайшим к нему пиком примеси должно 
быть не менее 1,1;

• на электрофореграмме невосстановленного рас-
твора сравнения:

- должен обнаруживаться пик внутреннего СО 10 кДа 
со временем миграции менее 14,0 мин;

- относительное стандартное отклонение скорректи-
рованной площади основного пика для всех вводов 
невосстановленного раствора сравнения должно 
быть не более 5,0%;

- относительное стандартное отклонение времени 
миграции основного пика для всех вводов невос-
становленного раствора сравнения должно быть не 

более 5,0%;

- фактор симметричности основного пика должен 
быть не более 4,5;

- кажущееся число теоретических тарелок, рассчи-
танное по пику тяжелой цепи, должно быть не менее 
10000;

• на электрофореграмме раствора для оценки чувст-
вительности в невосстанавливающих условиях:

- отношение сигнал/шум для основного пика должно 
быть не менее 10.

Восстанавливающие условия

• на электрофореграмме восстановленного холосто-
го раствора отсутствуют пики в интервале времен 
миграции целевых пиков (после пика внутреннего 
СО 10 кДа);

• на электрофореграмме восстановленного раствора 
сравнения:

- должен обнаруживаться пик внутреннего СО 10 кДа 
со временем миграции менее 14,0 мин;

- относительное стандартное отклонение скорректи-
рованной площади пика тяжелой цепи для всех вво-
дов восстановленного раствора сравнения должно 
быть не более 5,0%;

- относительное стандартное отклонение времени 
миграции пика тяжелой цепи для всех вводов вос-
становленного раствора сравнения должно быть не 
более 5,0%;

- разрешение между пиками тяжелой и легкой цепи 
должно быть не менее 7,0;

- разрешение между пиками тяжелой цепи и пиком 
тяжелой негликозилированной цепи должно быть не 
менее 1,5 (дополнительный критерий оценки разде-
лительной способности системы, используется при 
необходимости);

- фактор симметричности пика тяжелой цепи должен 
быть не более 4,5.

- кажущееся число теоретических тарелок, рассчи-
танное по пику тяжелой цепи, должно быть не менее 
10000.

• на электрофореграмме раствора для оценки чувст-
вительности в восстанавливающих условиях:

- отношение сигнал/шум для пика тяжелой цепи 
должно быть не менее 10.

X = 
Si  × 100

ΣS
, (6) 


