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Введение. Использование европейского стандартно-
го образца с подтвержденной структурой СRS Нuman 
coagulation factor в качестве образца сравнения по-
зволяет подтвердить подлинность первичной структуры 
вновь производимой серии рекомбинантного белка. 
Ввиду высокой коммерческой стоимости европейского 
образца, а также с целью обеспечения независимости 
отечественного продукта от зарубежного референс-
ного образца производители традиционно используют 
производственный стандартный образец (СО). Норма-
тивные требования к порядку аттестации СО и полноте 
его характеристики отсутствуют.
Материалы и методы. В качестве кандидата в СО 
была выбрана серия препарата рекомбинантно-
го активированного фактора свертывания крови VII 
(rFVIIa) (Эптакога альфа) «Коагил  VII». В ходе анали-
за применена схема оптимизированного протеолиза 
с предварительным дегликозилированием молекулы.  
В качестве референсной аминокислотной последова-
тельности использована последовательность рекомби-
нантного фактора свертывания VII (rFVII), приведенная 
в монографии 01/2015:2534 Европейской Фармако-
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the known structure (СRS Нuman coagulation factor) as a 
reference allows to confirm identity of the primary structure 
of new batches of the recombinant protein. Manufactures 
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monograph 01/2015:2534 of European Pharmacopoeia 
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mass-spectrometric assay were used in the study.
Results. Qualification procedure of industry standard sam-
ple of rFVIIa was developed. The standard sample was 
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пеи (издание 9.0). Исследование проводилось с приме-
нением методов пептидного картирования и масс-спек-
трометрического анализа.
Результаты. Разработан порядок аттестации произ-
водственного СО rFVIIa. Образец предназначен для 
подтверждения подлинности rFVIIa методом пептидно-
го картирования с последующим детектированием ре-
зультатов методом обращенно-фазовой высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. Представленный 
порядок аттестации производственного СО rFVIIa по-
зволяет получить полностью охарактеризованный об-
разец сравнения с подтвержденной первичной структу-
рой. Применение данного СО гарантирует достоверную 
оценку подлинности методом пептидного картирования 
вновь производимого rFVIIa, как при наличии европей-
ского образца CRS, так и при его отсутствии.
Заключение. Исследование позволило подтвердить 
аминокислотную последовательность тяжелой и легкой 
цепей rFVIIa. Для кандидата в СО, в сравнении с об-
разцом CRS и оригинальным препаратом «НовоСэвен», 
получена характерная пептидная карта и обоснован 
выбор опорных пиков.
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sample of rFVIIa allows to obtain fully characterized refe- 
rence sample with the established structure. The use of this 
standard sample guarantees accurate assessment of the 
identification by peptide mapping of the new batches of 
rFVIIa with or without European reference standard.
Conclusion. Peptide mapping and mass-spectrometric as-
say allows us to confirm amino acid sequence of light and 
heavy chains of rFVIIa with 100 % coverage. The peptide 
map was established for the candidate material in compa- 
rison with the original drug NovoSeven and the selection 
of сharacteristic peaks was justified. These peaks were cha- 
racterized by stability and symmetry factors. Amino acid 
sequence of peptides corresponding to the reference peaks 
and their primary localization in the molecule were estab-
lished by the use of tandem mass-spectrometry.
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Введение
Рекомбинантный активированный фактор свертыва-
ния крови VII (rFVIIa) (международное непатенто-
ванное название – Эптаког альфа [активированный]) 

представляет собой сложный двухцепочечный глико-
зилированный белок с молекулярной массой около 
50 кДа, получаемый с помощью технологии рекомби-
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Поскольку коммерческая стоимость образца CRS 
достаточно высока, а зависимость отечественного 
продукта от зарубежного референсного образца не-
желательна, производители традиционно используют 
производственный стандартный образец для прове-
дения рутинного анализа подтверждения подлинно-
сти очередной серии рекомбинантного белка, в том 
числе методом пептидного картирования. В качестве 
производственного стандартного образца, как прави-
ло, используют серию субстанции или готового лекар-
ственного препарата (при отсутствии в его составе ме-
шающих веществ).

В настоящее время нормативные международные и 
отечественные документы содержат общие требования 
к процедуре аттестации СО и не отражают специфику 
биологических лекарственных средств, которая требу-
ет индивидуального подхода, зависящего от природы 
биологического объекта, в том числе порядок аттеста-
ции СО для оценки подлинности рекомбинантных 
белков [7-13]. 

Цель работы – стандартизация метода пептидно-
го картирования, применяемого для подтверждения 
подлинности rFVIIa, состоящая в разработке порядка 
аттестации производственного СО, с учетом струк-
турных особенностей данного белка, и установлению 
аттестованной характеристики СО в конкретных ме-
тодических условиях.

Материалы и методы
- метод пептидного картирования с использовани-
ем обращенно-фазовой высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ОФ ВЭЖХ): хроматограф 
Nexera X2 с детектором SPD M-30A (Shimadzu) и 
масс-детектором 6500 iFunnel QTOF LC/MS (Agilent 
Technologies);
-  метод оптимизированного протеолиза: испытуемый 
образец в количестве 500 мкг помещают в устройство 
для ультрафильтрации, добавляют денатурирующий 
буфер (8М мочевина, 4мМ ЭДТА, 0.36М Трис-HCL, 
8.6pH) и проводят ультрафильтрацию в течение 
10 минут. Процедуру повторяют трижды. По оконча-
нии объем доводят до 0,5 мл. Затем к образцу добав-
ляют 5 мкл 1 М раствора дитиотреита и инкубиру-
ют при 50 °С в течение 1 ч. После этого охлаждают 
пробирку до комнатной температуры и вносят 5 мкл 
2,5 М раствора йодуксусной кислоты, перемешивают 
и оставляют при комнатной температуре в темноте 
на 1 ч. Полученный раствор помещают в ультра-
фильтрационную пробирку, прибавляют 50 мМ би-
карбонат аммония до метки и центрифугируют при 
13400 об/мин в течение 10 мин. Процедуру повторяют 
четыре раза. После окончания центрифугирования 
супернатант переносят в пробирку вместимостью до 
1,5 мл, доводят его объем 50 мМ бикарбонатом аммо-
ния до 500 мкл и добавляют 10 ед пептид-N-гликози-
дазы F в 5 мкл воды. Инкубируют при 37 °С в течение 

нантной ДНК и обладающий коагуляционной актив-
ностью фактора свертывания крови VII, выделяемого 
из плазмы крови человека [1]. В фармакологических 
дозах Эптаког альфа без участия тканевого фактора 
переводит фактор свертывания крови X в активную 
форму Xа на поверхности активированных тромбоци-
тов в зоне повреждения, что в свою очередь иницииру-
ет механизм образования тромбина из протромбина. 
Таким образом, фармакодинамический эффект Эпта-
кога альфа заключается в усиленном местном образо-
вании фактора свертывания крови Xa с последующим 
ускорением каскада ферментативных реакций сверты-
вающей системы крови [2].

Кальцийзависимая активация рекомбинантного 
белка происходит в результате внутримолекулярного 
расщепления связи Arg 152 и Ile 153 c образованием 
легкой (около 20 кД) и тяжелой (около 30 кД) цепей, 
соединенных дисульфидной связью, и осуществляется 
после всех стадий выделения и очистки целевого бел-
ка от компонентов, присутствующих в составе культу-
ральной жидкости.

Аминокислотная последовательность и посттрансля-
ционные модификации Эптакога альфа известны и под-
робно изложены в Европейской Фармакопеи (ЕФ) [1].

Согласно современным международным и отече-
ственным регуляторным требованиям, основным кри-
терием эффективности и безопасности лекарственно-
го средства, полученного с применением технологии 
рекомбинантной ДНК, является подтверждение  под-
линности очищенного белка, основанное на изучении 
биологической активности и структуры белковой мо-
лекулы в сравнении со стандартным образцом [3,4,5].

Классическим методом подтверждения первичной 
структуры белка является пептидное картирование, 
подразумевающее анализ продуктов ферментативного 
гидролиза с помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ). Метод предполагает 
использование стандартного образца сравнения при 
оценке качества каждой вновь производимой серии 
субстанции. Данный подход позволяет подтвердить 
первичную последовательность белка, обнаружить на-
личие изменений в структуре, оценить устойчивость 
технологического процесса и генетическую стабиль-
ность [6]. Условием соответствия анализируемого бел-
ка заявленной структуре является принципиальное 
совпадение пептидных карт испытуемого и стандарт-
ного образцов (СО), а также наличие на хроматограм-
мах испытуемого и стандартного образцов опорных 
(характеристических) пиков, совпадающих по време-
ни удерживания. Согласно ЕФ физико-химические 
показатели качества rFVIIa, подтверждающие подлин-
ность рекомбинантного белка, оценивают в сравнении 
с европейским образцом СRS Нuman coagulation factor 
(rDNA) [1]. Отечественный СО для оценки подлинно-
сти препаратов rFVIIa методом пептидного картиро-
вания отсутствует.
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Рисунок 1. Карта аминокислотной последова-
тельности испытуемого образца. Подтвержденные 
участки выделены зеленым цветом. Заливкой обо-
значены области, охарактеризованные дополни-
тельно тандемными масс-спектрами. LC — легкая 
цепь; НС — тяжелая цепь.
Figure 1. Map of the amino acid sequence of the 
candidate material sample. Confirmed areas are 
highlighted in green. The areas characterized by 
additional tandem mass-spectrometric assay are 
indicated by the fill. LC — light chain; HC — heavy 
chain.

Рисунок 2. Типичная сводная хроматограмма 
пептидного картирования. Черная линия — плаце-
бо, красная линия — испытуемый образец (кан-
дидат в СО), синяя линия — образец CRS rFVIIa, 
коричневая линия — «НовоСэвен».
Figure 2. Summary of the typical chromatogram 
of peptide mapping. The black line is placebo; the 
red line is Candidate material (test sample), blue 
line — sample standard CRS rFVIIa, brown line — 
NovoSeven.

16 ч. Затем к раствору добавляют 5 мкл раствора вы-
сокочистого трипсина. Инкубируют смесь при 38 °С 
в течение 6 ч. Реакцию останавливают добавлением 
2 мкл трифторуксусной кислоты; 
- колонка Acquity UPLC peptide BEH C18, 130 Å, 2,1 × 
100 мм, 1,7 мкм, кат. № 02513608316819 (Waters);
- программное обеспечение MassHunterQualitativeAna- 
lysis в. B.07.00 SP2 с модулем BioConfirm B.08.00 (Agi-
lent Technologies); 
- исследуемый образец – кандидат в СО: препарат 
«Коагил-VII» производства АО «Генериум», Россия, 
серия 050614, дозировка 1,2 мг;
- стандартный образец EDQM Human coagulation 
factor VIIa (rDNA) CRS (1,37 мг/0,8 мл), Y0001663;
- препарат РФСК VIIa «НовоСэвен» производства ком-
пании «Ново Нордиск А/С», Дания, серия DU60473, 
дозировка 1 мг;
- трипсин бычий производства Sigma-Аldrich, кат. № 
T1426, серия SLB F1700V;
- трипсин бычий высокочистый производства Promega, 
кат. № V511A, серия 0000143194.

Результаты
В результате исследования была достоверно под-
тверждена полная аминокислотная последователь-
ность rFVIIа (рис. 1). Таким образом, была показана 
пригодность выбранной схемы оптимизированного 
протеолиза с применением высокочистого трипсина 

для полного подтверждения аминокислотной последо-
вательности кандидата в СО. 

Для установления аттестованной характеристики 
были проведены испытания образцов — CRS, испытуе-
мого (кандидата в СО) и препарата НовоСэвен (в трех 
повторах каждый) (рис. 2) методом, описанным в ЕФ [1].

Как следует из рис. 2, пептидные карты всех образ-
цов имеют сходные профили, совпадают по основным 
пикам и не имеют принципиальных расхождений в ча-
сти минорных пиков.

На всех хроматограммах можно выделить три от-
дельные области: до 20 мин, 20—27,5 мин и больше 
27,5 мин. Первая и третья области содержат хоро-
шо разрешенные пики, в то время как в средней ча-
сти наблюдается их сильное перекрывание. При хро-
мато-масс-спектрометрическом изучении состава 
пептидных гидролизатов (рис. 3) было установлено, 
что в области от 27,5 мин все основные пики соответ-
ствуют пептидным конъюгатам, содержащим внутри- 
и межмолекулярные дисульфидные связи. То есть для 
данных пиков невозможно установить соответствие 
отдельным пептидным фрагментам, образованным в 
результате расщепления молекул rFVIIa трипсином. 
Кроме того, наблюдаемые в этой области пептидные 
конъюгаты демонстрируют более широкие пики по 
сравнению с областью до 20 мин. Поэтому далее в каче-
стве потенциальных опорных рассматривались пики в 
интервале с 10 до 20 мин, как наиболее разрешенной 
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Рисунок 3. Хроматограмма выделенных токов 
компонентных ионов испытуемого образца, иденти-
фицированных в порядке принадлежности пептидным 
фрагментам rFVIIа.
Figure 3. Chromatogram of isolated currents of 
component ions of the candidate material (test sample) 
identified in the order of belonging to peptide fragments 
of rFVIIа. 

Критерий (среднее значение при n = 3)
Criterion (mean value at n = 3)

Образец СRS
СRS standard

Образец кандидат в СО
Candidate material

Время удерживания пика, мин
The retention time of the peak, min

10 10,4 14,3 15,1 19 10 10,4 14,3 15,1 19

RSD по времени, %
RSD at the time, %

0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

RSD по площади, %
RSD by area, %

3,1 5,2 2,1 1,3 1,3 1,1 3,8 1,8 0,6 0,7

Фактор симметрии
Symmetry factor

1,55 1,06 1,1 1,06 1,4 1,9 1,06 1,19 1,06 1,1

Соответствует, да/нет
Аnswer, yes/no

Нет
No

Нет
No

Да
Yes

Да
Yes

Да
Yes

Нет
No

Нет
No

Да
Yes

Да
Yes

Да
Yes

RSD — относительное стандартное отклонение.
RSD — relative standard deviation.

Таблица 1. Оценка стабильности предполагаемых опорных пиков
Table 1. Evaluation of stability of probable reference peaks

области пептидной карты. В качестве наиболее интен-
сивных были выбраны пики с временами удерживания 
около 10; 10,4; 14,3; 15,1; 19 мин. В результате трех экс-
периментов, проводимых в условиях воспроизводимо-
сти [ГОСТ Р ИСО 5725], для указанных пиков был 
проведен анализ следующих хроматографических па-
раметров [6, 15, 16]:
- стабильность удерживания пика по времени выхода 
(RSD не более 2 %);
- стабильность удерживания пика по площади (RSD 
не более 2 %);
- фактор симметрии пика (не более 1,5) (табл. 1).

Из представленных в табл. 1 данных следует, что 
установленным критериям соответствовали три наи-
более стабильных пика с временами удерживания 
14,3, 15,1 и 19 мин.

Представленные на рис. 4 и 5 данные показывают, 
как соотносятся между собой хроматограммы ультра-
фиолетового (УФ) поглощения и выделенные токи ком-

понентных ионов продуктов расщепления трипсином 
кандидата в СО. Видно, что каждый из трех отобран-
ных пиков соответствует либо простому пептиду, 
либо их смеси, т. е. имеет известный и определяемый 
состав. Также среди этих пептидов отсутствуют про-
пущенные сайты протеолиза, что говорит о полноте и 
специфичности расщепления. Кроме того, выбранные 
пики соответствуют пептидам, содержащим участки 
последовательностей для обеих цепей белка.

 Три пика (около 14,3, 15,1 и 19 мин) на хромато-
грамме гидролизата кандидата в СО соответствуют 
всем обозначенным требованиям. При этом пик око-
ло 19 мин обладает наибольшей интенсивностью и 
может рассматриваться в качестве основного пика, 
охарактеризованного по абсолютному времени удер-
живания.

Хроматограммы, полученные в результате шести 
экспериментов по пептидному картированию канди-
дата в СО, проведенные в условиях воспроизводимо-
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Рисунок 4. Хроматограмма выделенных токов 
компонентных ионов испытуемого препарата, 
идентифицированных в порядке принадлежности 
пептидным фрагментам rFVIIа после обработки 
трипсином. Одновременно наложена хромато-
грамма УФ-поглощения.
Figure 4. Chromatogram of selected currents of the 
component ions of Candidate material (test sample) 
identified in order of belonging to peptide fragments 
of rFVIIa after treatment with trypsin. At the same time 
imposed chromatogram of UV-absorption.

Рисунок 5. Типичные данные структурного анализа.
Figure 5. Typical structural analysis data.

Рисунок 6. Хроматографические профили. Харак-
терные пептидные пики — a,b и c — приведены на 
верхней хроматограмме.
Figure 6. Chromatographic profiles. Characteristic 
peptide peaks — a, b and c — are shown on the 
upper chromatogram.
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Пик
Peak

Диапазон абсолютного 
времени удерживания, мин

The range of absolute 
retention time, min

Диапазон относительного 
времени удерживания, мин

The range of relative 
retention time, min

a 14,4—15,5 0,68—0,75

b 15,7—16,7 0,73—0,82

c 19,15—22,8 —

Таблица 2. Диапазоны абсолютного и относительного времен удер-
живания опорных пиков
Table 2. Ranges of absolute and relative retention times of reference peaks

Рисунок 7. Покрытие аминокислотной последова-
тельности. Зеленым цветом выделены подтвержден-
ные участки. Красным цветом выделены модифициро-
ванные остатки легкой цепи.
Figure 7. The coating amino acid sequence. Confirmed 
areas are highlighted in green. Modified light chain 
residues are highlighted in red.

сти, имели одинаковый профиль, а соответствующие 
времена удерживания опорных пиков совпадали меж-
ду собой (рис. 6). На основании этих данных были 
рассчитаны диапазоны абсолютного и относительно-
го времен удерживания опорных пиков, как среднее 
арифметическое (при n = 6) ±2 CКО (табл. 2).

Видно, что наблюдаемый разброс времен удержи-
вания пиков a, b и с лежит в допустимых пределах 
(<10%).

Было выявлено практически полное (без восьми АК) 
покрытие последовательности тяжелой цепи rFVIIa и 
около 40% легкой цепи молекулы (рис. 7), что суммарно 
составило 76,1% от общей последовательности белка.

 В результате проведенных исследований раз-
работан следующий порядок аттестации СО, под-
тверждающий подлинность rFVIIa:
1. Оценка качества кандидата в СО по всем показате-
лям спецификации. Перечень показателей качества, 
приведенный в спецификации на кандидат в СО, дол-
жен соответствовать требованиям монографии ЕФ 
01/2015:2534;
2. Подтверждение подлинности структуры молеку-
лы белка с применением протокола пробоподготовки, 
включающего стадии восстановления, дегликозилиро-
вания и последующего трипсинолиза для обеспечения 
покрытия аминокислотной последовательности не ме-
нее, чем на 95%;
3. Получение не менее 3 пептидных карт кандидата 
в СО в условиях воспроизводимости в сравнении со 
стандартным образцом СRS rFVIIa;

4. Выбор опорных пиков на основании анализа данных 
МС-картирования и хроматограммы УФ-поглощения в 
соответствии с установленными критериями стабиль-
ности и разрешения, а также локализации соответству-
ющих пептидов в аминокислотной последовательности. 
5. Подтверждение наличия  опорных пиков, установ-
ленных для белка rFVIIa и соответствующих  крите-
риям стабильности и разрешения при воспроизведе-
нии методики рутинного анализа.

Обсуждение
В качестве кандидата в производственный СО (далее 
СО) была выбрана серия лекарственного препарата 
Коагил VII с дозировкой 1,2 мг. Качество серии было 
подтверждено по всем показателям спецификации, 
в том числе по основному показателю, подтвержда-
ющему эффективность препарата, – специфической 
активности методом коагулометрии в сравнении с 
международным стандартным образцом активности 
фактора VIIa (2nd International Standard, 2008 NIB-
SC) [1, 14].

Подтверждение аминокислотной последовательно-
сти является независимым доказательством подлинно-
сти  на уровне первичной структуры белковой молеку-
лы и обеспечивает прослеживаемость к стандартному 
образцу EDQM CRS. В соответствии с требованиями 
монографии 2.2.55 «Пептидное картирование» ЕФ 9.0 
аминокислотная последовательность белка должна 
быть подтверждена не менее чем на 95% [6]. 

С этой целью было проведено испытание по уста-
новлению аминокислотных последовательностей лег-
кой и тяжелой цепей молекулы rFVIIa — кандидата в 
СО. Для чего смесь пептидов, полученная в результате 
простого триптического расщепления, проведенного 
по протоколу ЕФ [1], была проанализирована методом 
хромато-масс-спектрометрии. В качестве референс-
ной была взята аминокислотная последовательность 
rFVII, приведенная в разделе 01/2015:2534 ЕФ (изда-
ние 9.0). Перечень модификаций белка учитывал воз-
можность: дезаминирования глутамина, образования 
пироглутаминовой кислоты, окисления метионина, 
N-гликозилирования (145Asn легкой и 170Asn тяже-
лой цепей), O-гликозилирования (52Ser и 60Ser легкой 
цепи), гидроксилирования 63Asp и гамма-карбокси-
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Опорный пик
Reference peak

Положение
Position

Пептид
Peptide

Время удерживания, мин
Retention time, min

Вид пика
Type of peak

a A (138—143)
B (241—250)

IPILEK
SEPRPGVLLR

Около 15
About 15

Относительный
Relative

b B (120—125) TLAFVR Около 16
About 16

Относительный
Relative

c B (228—237) VSQYIEWLQK Около 20
About 20

Абсолютный
Absolute

Таблица 3. Перечень опорных пиков
Table 3. List of reference peaks

лирования глутаминовой кислоты (положения 6, 7, 14, 
16, 19, 20, 25, 26, 29, 35 лёгкой цепи).

Выявлено почти полное покрытие последователь-
ности тяжелой цепи rFVIIa и около 40% легкой цепи 
молекулы.

Поскольку рассмотренная процедура протеолиза 
подразумевает обработку интактной молекулы rFVIIа 
без дополнительной подготовки, внутрицепочечные 
дисульфидные связи легкой цепи или присутствующие 
олигосахариды могли послужить препятствием для 
взаимодействия с активным центром трипсина. Таким 
образом,  рекомендованный ЕФ протокол можно рассма-
тривать только в качестве этапа при рутинном подтверж-
дении подлинности методом пептидного картирования.

Для обеспечения полного покрытия аминокислот-
ной последовательности был рассмотрен метод опти-
мизированного протеолиза, для чего проводили пред-
варительное восстановление и дегликозилирование 
белка rFVIIа пептид-N-гликозидазой F и использова-
ли высокочистый трипсин. 

При интерпретации хромато-масс-спектрометри-
ческих данных помимо описанных выше модифика-
ций были также учтены возможности алкилирования 
остатков цистеина и дезаминирования 145Asn легкой и 
170Asn тяжелой цепей.

Применение СО rFVIIa для пептидного картирова-
ния при рутинном контроле выпускаемых серий пре-
парата предполагает воспроизведение аттестованной 
характеристики СО: характерной пептидной карты с 
установленными опорными пиками в заданном диапа-
зоне времен удерживания. Соответствующее испыта-
ние  проводится по методике, используемой при кон-
троле качества готового лекарственного средства или 
субстанции. Испытание также предполагает использо-
вание международного и/или европейского стандарт-
ного образца и оригинального препарата (если атте-
стуется препарат воспроизведенный) [6].

Вместе это позволяет сформировать итоговый пере-
чень опорных пиков пептидной карты кандидата в СО, 
характеристики которого представлены в табл. 3.

На основании полученных результатов можно уста-
новить следующие критерии отбора опорных пиков:

- соответствие пика простому пептиду либо их смеси;
- отсутствие среди пептидов неспецифических про-
дуктов гидролиза;
- наличие подтвержденных участков аминокислотной 
последовательности для каждой из цепей. 

Выбираемое количество опорных пиков достаточно 
индивидуально и зависит от типа рассматриваемого 
белка. Нередки ситуации, когда сам отбор представля-
ет собой компромисс между степенью сложности мето-
да и полнотой подтверждения структуры, что прини-
мается во внимание в разделе 2.2.55 монографии [6]. 
На практике наличие хотя бы двух опорных пиков 
облегчает оценку эффективности метода пептидного 
картирования, поскольку позволяет количественно 
оценивать стадии гидролиза и хроматографического 
разделения. 

Три пика (около 14,3, 15,1 и 19 мин) на хрома-
тограмме гидролизата кандидата в СО соответству-
ют всем обозначенным требованиям. При этом пик 
около 19 мин обладает наибольшей интенсивностью 
и может рассматриваться в качестве основного пика, 
охарактеризованного по абсолютному времени удер-
живания.

Видно, что наблюдаемый разброс времен 
удерживания пиков a, b и с лежит в допустимых 
пределах (<10%).

Заключение
Представленный порядок аттестации производствен-
ного СО rFVIIa позволяет получить полностью оха-
рактеризованный образец сравнения с подтвержден-
ной первичной структурой. Установленная для СО 
пептидная карта соответствует пептидным картам 
европейского образца CRS и оригинального препа-
рата «НовоСэвен». Выбор характеристических пиков 
обоснован экспериментальными данными по стабиль-
ности, фактору симметрии и аминокислотной после-
довательности пептидов. Применение данного СО га-
рантирует достоверную оценку подлинности методом 
пептидного картирования вновь производимого rFVIIa 
как при наличии европейского образца CRS, так и при 
его отсутствии. 
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