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Контроль качества фармацевтических препаратов на основе белков и пептидов необходим для обеспечения безопасности и эффективности биоподобных лекарственных препаратов. Одним из важных параметров, характеризующим данные препараты, является аминокислотный состав. Для количественного определения аминокислотного состава проводят кислотный гидролиз с последующим СВЭЖХ анализом и пред- или пост-колоночной дериватизацией. В качестве детектора чаще всего используют флуориметрический или спектрофотометрический детектор в УФ/видимой области [1-3].
В нашей работе мы предлагаем использование предколоночной дериватизации и масс-спектрометрического детектирования в режиме мониторинга выбранных селективных реакций (ACQUITYUPLC/XevoTQ-SmicroIVD), которое позволяет проводить высокочувствительное и селективное определение аминокислот.
Методика была отвалидирована по критериям специфичности, линейности, правильности, прецизионности (повторяемость, внутрилабораторная прецизионность).
Для подтверждения селективности методики проводили анализ ресуспензионного буфера для приготовления раствора для инфузий исследуемого препарата. Было показано, что на масс-хроматограммах, полученных при анализе ресуспензионного буфера, отсутствуют пики со временами удерживания и ионными переходами, соответствующими дериватизатам аминокислот, входящих в состав исследуемого моноклонального антитела.
Для проведения теста на линейность готовили серию из семи калибровочных растворов смеси аминокислот с их последующей дериватизацией и инструментальным анализом. В качестве внутренних стандартов использовали изотопно-меченые стандарты аминокислот, а также другие вещества, сходные по химической структуре определяемым аминокислотам. Коэффициент корреляции (r) для каждой градуировочной кривой составил не менее 0.9900.
Для проведения тестов на правильность и прецизионность готовили три контрольных раствора с концентрацией аминокислот на нижнем, среднем и верхнем уровне. Было показано, что истинные значения трех уровней концентраций лежат внутри доверительных интервалов соответствующих средних результатов анализов, полученных экспериментально. Относительное стандартное отклонение для серии из пяти параллельных измерений не превышало 10 %. Различие средних значений результатов и их стандартных отклонений, полученных независимо один от другого двумя специалистами, было статистически незначимо (соблюдение критериев Фишера и Стьюдента). Критерии приемлемости отвечали требованиям Фармакопеи [4].
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