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Аннотация
Цели. Разработать технологию хроматографической очистки для препаратов на основе модифицированных однодоменных ан-
тител, специфичных к вирусу SARS-CoV-2. Подобрать оптимальные параметры процесса очистки и масштабировать данную 
технологию на производстве.
Методы. Исследование проводилось на культуре клеток яичников китайского хомячка CHO GAMP2C5  клон 78, СНО B5 клон 4, 
СНО B10 клон 4, продуцирующих модифицированные однодоменные антитела GAMP2C5, GAMB5, GAMB10 соответственно. 
Хроматографическая очистка проводилась с применением хроматографов AKTA Pure 25 и AKTA Pilot 600s. Контроль качества 
полученных препаратов был осуществлен при помощи высокоэффективной жидкостной хроматографии, капиллярного гель-
электрофореза, динамического рассеяния света, иммуноферментного анализа, полимеразной цепной реакции.
Результаты. Мультимодальная хроматография с  применением сорбента Ca++Pure-HA (TOSOH, Япония) на  основе керами-
ческого гидроксиапатита 1 типа позволяет эффективно избавляться от агрегированных форм антитела. Препараты, получен-
ные после хроматографии с применением сорбента Ca++Pure-HA на основе керамического гидроксиапатита 1, имеют чистоту 
более 97%. Разработанная технология очистки была масштабирована до очистки объемом 200 л культуральной жидкости после 
культивирования в биореакторе STR 200.
Выводы. Разработана технология очистки модифицированных однодоменных антител с применением мультимодального сор
бента Ca++Pure-HA на основе керамического гидроксиапатита 1 типа, позволяющая эффективно избавляться от низкомолеку-
лярных примесей и агрегированных форм антитела. Полученные с помощью разработанной технологии антитела характери-
зуются высокой степенью чистоты, отсутствием различных примесей (остаточного белка штамма продуцента, остаточного 
белка А и остаточного ДНК штамма продуцента), а также обладают гидродинамическим радиусом молекул, соответствующим 
теоретическому значению мономерной форм антител.
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Abstract
Objectives. The work set out to develop a chromatographic purification technology for drugs based on modified single-domain antibodies 
specific to the SARS-CoV-2 virus, as well as to select the optimal parameters for the purification process and scale up this technology 
for production.
Methods. The study was conducted on a culture of Chinese hamster ovary (CHO) cells GAMP2C5  clone 78, CHO B5 clone 4, and 
CHO B10 clone 4, which were used to produce modified single-domain antibodies GAMP2C5, GAMB5, and GAMB10, respectively. 
Chromatographic purification was performed using AKTA pure 25 and AKTA Pilot 600s chromatographs. Quality control of the obtained 
drugs was carried out using high-performance liquid chromatography, capillary gel electrophoresis, dynamic light scattering, enzyme-
linked immunosorbent assay, and polymerase chain reaction.
Results. Multimodal chromatography using CA++Pure-HA (TOSOH, Japan) resin based on  type  1  ceramic hydroxyapatite can 
be effectively used for the removal of aggregated antibody forms. The drugs obtained after chromatography using CA++Pure-HA resin 
based on type 1 ceramic hydroxyapatite have a purity of more than 97%. The developed purification technology was scaled up to purify 
200 L of culture fluid after cultivation in an STR 200 bioreactor.
Conclusions. The described technology developed for purifying modified mono-domain antibodies using the CA++Pure-HA multimodal 
resin based on type 1 ceramic hydroxyapatite allows for the effective removal of low-molecular-weight impurities and aggregated forms 
of the antibody. The antibodies obtained using the developed technology are characterized by a high degree of purity and the absence 
of various impurities (residual protein of  the producer strain, residual protein A, and residual DNA of  the producer strain), as well 
as offering a hydrodynamic molecular radius corresponding to the theoretical value of monomeric forms of antibodies.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время многие фармацевтические компа-
нии имеют в своем портфеле разработки ряда моно-
клональных антител, поскольку они находят широкое 
применение в терапии и профилактике различных за-
болеваний. Помимо 100 зарегистрированных препа-
ратов на основе антител, около 250 находятся на раз-
личных этапах клинических исследований  [1–11]. 
Поскольку терапевтические антитела востребованы 
в  клинической практике и  подходы их  применения 
постоянно расширяются, целесообразным являет-
ся оптимизация и  усовершенствование технологии 
их  получения. Технология производства монокло-
нальных антител включает 2 основных этапа: куль-
тивирование клеток и хроматографическая очистка. 
Пример разработки технологии культивирования 
клеток был описан ранее  [12]. Процесс очистки 
антител начинается с  фильтрации культуральной 
жидкости с  использованием глубинных и  мембран-
ных фильтров для отделения среды, содержащей 
моноклональные антитела, от  клеток хозяина  [13]. 
Классическая технология хроматографической 
очистки стоит из  3-х  этапов. Стандартным первым 
этапом при очистке моноклональных антител явля-
ется аффинная хроматография на белке А или реже 
белке  G, которая позволяет избавиться от  большей 
части примесей за счет высокой селективности сор
бента. Принцип метода основан на взаимодействии 
Fc-фрагмента антитела с белком А с высокой селек-
тивностью. Таким образом, моноклональные анти-
тела, находящиеся в  культуральной жидкости, свя-
зываются с  белком  А и  остаются на  сорбенте, в  то 
время как все примесные компоненты остаются 
в несвязанном виде и вытесняются при промывке ко-
лонны. Одним из возможных этапов промежуточной 
очистки антител является анионообменная хромато-
графия. Данный этап необходим для высокоэффек-
тивной очистки препаратов от ДНК, вирусов, эндо-
токсинов и кислых белков клеток-хозяина. Процесс 
осуществляется за счет взаимодействия зарядов мо-
лекул разделяемых веществ и противоположных за-
рядов активных групп сорбента, ковалентно связан-
ных с хроматографической матрицей [14].

Для того чтобы провести финальную стадию 
«полировки» от близкородственных примесей (агре-
гатов, протеолитических расщепленных фрагмен-
тов антитела, заряженных форм целевого антитела) 
обычно применяют эксклюзионную или мультимо-
дальную хроматографии. Данный метод разделяет 
антитела в  зависимости от  их размера и  позволя-
ет выделить мономерную фракцию, отделенную 
от  агрегатов, а  также от  расщепленных фрагмен-
тов антител. Однако данный тип хроматографии 

(эксклюзионная хроматография) является трудно 
масштабируемым в рамках производства. При мас-
штабировании технологии очистки обычно приме-
няют мультимодальные сорбенты. Одним из  наи-
более интересных сорбентов является Ca++Pure-HA 
(TOSOH, Япония) на основе керамического гидрок-
сиапатита, который позволяет разделять агрега-
ты от  мономеров на  основании их  заряда, а  также 
ван-дер-вальсовых сил.

В Национальном исследовательском центре эпи-
демиологии и  микробиологии им.  Н.Ф.  Гамалеи 
Министерства Здравоохранения Российской 
Федерации (НИЦЭМ им.  Н.Ф.  Гамалеи Минздрава 
России) были получены различные однодоменные 
антитела, слитые с  Fc-фрагментом человеческого 
иммуноглобулина класса  G1, обладающее широ-
ким спектром вируснейтрализующей активности 
в  отношении различных вирусов  [15–23]. В  дан-
ной статье описана разработка технологии хрома-
тографической очистки для антител специфичных 
к  вирусу SARS-CoV-2. Были подобраны оптималь-
ные условия для отделения целевой фракции анти-
тела от  примесей и  разработана система проверки 
чистоты полученных препаратов. Разработанная 
технология хроматографической очистки может 
быть применима для разных однодоменных антител, 
содержащих вариабельные домены с разными спец-
ифичностями. Благодаря технологии очистки три 
различных препарата против вируса SARS-CoV-2 
показали чистоту более 98% и находятся на различ-
ных стадиях клинических испытаний.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная линия

В работе были использованы следующие клеточные 
линии:
•	 культура клеток яичников китайского хо-

мячка (Chinese hamster ovary  (CHO) cells) 
GAMP2C5 (клон 78), продуцирующая однодомен-
ное антитело, слитое с Fc-фрагментом IgG1 чело-
века P2C5;

•	 культура CHO  cells GAMB5  (клон  04), про-
дуцирующая однодоменное антитело, слитое 
с Fc-фрагментом IgG1 человека B5;

•	 культура CHO  cells GAMB10  (клон  12), про-
дуцирующая однодоменное антитело, слитое 
с Fc-фрагментом IgG1 человека B10.
Все три клеточные линии получены в  ла-

боратории иммунобиотехнологии НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России на основе кле-
ток CHO-K1  (Коллекция культур и тканей НИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи Минздрава России).
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Хроматография

Для буферов были взяты следующие вещества: хло-
рид натрия, хлорид кальция, глицин, трис и трис-HCl 
(Neofroxx, Германия); монофосфат натрия, дигидро-
фосфат натрия, полисорбат  80  (PanReac, Испания). 
Буферы для различных типов хроматографии указа-
ны в табл. 1. 

Аффинная хроматография: для проведе-
ния хроматографии в  лабораторных условиях 

использовали хроматограф AKTA  Pure  25  (Cytiva, 
Швеция). Культуральную жидкость объемом 1  л 
осветляли путем центрифугирования при 200g в те-
чение 10  мин и  последующего центрифугирования 
5000g в  течение 20  мин. Далее супернатант пропу-
скали через шприцевые фильтры с  диаметром пор 
0.8  мкм. Перед нанесением рН  осветленной куль-
туральной жидкости составлял  7.1. Образец нано-
сили на  колонну XK  16/20  (Cytiva, Швеция), сор-
бент RUselect-P (Гринвэн, Россия) объемом 20  мл.  

Таблица 1. Буферы для различных этапов хроматографической очистки

Table 1. Buffers for different stages of chromatographic purification

Название
Designation

рН
Состав

Compound
Виды хроматографии

Types of chromatography
Функции
Functions

Буфер А
Buffer A

7.2

Хлорид натрия 150 мМ 
Монофосфат натрия 15 мМ 

Дигидрофосфат натрия 5 мМ 
Полисорбат 80 0.01%

Sodium chloride 150 mM 
Monosodium phosphate 15 mM 

Sodium dihydrogen phosphate 5 mM 
Polysorbate 80 0.01%

Аффинная 
Эксклюзионная

Affinity  
Size exclusion

Связывание 
Элюция
Binding 
Elution 

5.0
Катионообемнная 
Cation exchange

7.2

Хлорид натрия 1000 мМ 
Монофосфат натрия 15 мМ 

Дигидрофосфат натрия 5 мМ 
Полисорбат 80 0.01%

Sodium chloride 1000 mM 
Monosodium phosphate 15 mM 

Sodium dihydrogen phosphate 5 mM 
Polysorbate 80 0.01%

Гидрофобное 
взаимодействие

Hydrophobic interaction 

Связывание 
Элюция
Binding 
Elution 

Буфер Б
Buffer B

3.0

Глицин 200 мМ 
Хлорид натрия 150 мМ 
Полисорбат 80 0.01%

Glycine 200 mM 
Sodium chloride 150 mM 

Polysorbate 80 0.01%

Аффинная
Affinity 

Элюция
Elution

Буфер В
Buffer C

8.5
Трис-HCl 1 М
Tris-HCl 1 M

Аффинная
Affinity 

Доведение рН
Adjusting pH

Буфер Г
Buffer D

6.8

Трис 20 мМ 
Хлорид натрия 150 мМ

Tris 20 mM 
Sodium chloride 150 mM

Анионообменная  
Мультимодальная

Anion exchange 
Multimodal

Уравновешивание 
Промывка

Equilibration 
Flushing

Буфер Д
Buffer E

7.5

Монофосфат натрия 75 мМ 
Дигидрофосфат натрия 25 мМ 

Хлорид кальция 4 ppm
Monosodium phosphate 75 mM 

Sodium dihydrogen phosphate 25 mM 
Calcium chloride 4 ppm

Мультимодальная
Multimodal 

Заряд 
Элюция

Molecule charge 
Elution
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Перед нанесением образца колонну уравновешивали 
5 колоночными объемами (далее по тексту КО) буфе-
ра А. Хроматографию проводили в режиме нанесе-
ния-снятия со скоростью 2 мл/мин. После нанесения 
образца колонну промывали 5 КО буфера А. Далее 
образец элюировали с помощью буфера Б с кислым 
рН. После элюции проводили вирусную инактива-
цию полупродукта аффинной хроматографии в виде 
инкубации в  течение 30  мин при низком значении 
рН (рН 3.0), затем доводили pH с помощью буфера В 
до значения 6.8–6.9.

При масштабировании технологии культураль-
ную жидкость предварительно фильтровали при 
помощи глубинной и  осветляющей фильтрации. 
Объем культуральной жидкости до  фильтрации 
составлял 200  л. Для проведения хроматографии 
в  производственных условиях использовали хро-
матограф AKTA  Pilot  600s (Cytiva, Швеция) и  ко-
лонну AxiChrom 100/300 (Cytiva, Швеция), сорбент 
RUselect-P (Гринвэн, Россия) объемом 1  л. Объем 
осветленной культуральной жидкости после филь-
трации и  промывки фильтров буферным раство-
ром для вытеснения остаточного объема матери-
ала составлял около 230  л. Полученный материал 
разделяли на  две партии в  равных соотношениях 
и  проводили аффинную хроматографию последо-
вательно. Хроматографию проводили в  подобных 
лабораторным условиях за  исключением объема 
и  скорости нанесения (табл.  2). Максимально до-
пустимая нагрузка на сорбент, рассчитанная исхо-
дя из экспериментальных данных (в данной статье 
не представлены) составляла 30 г/л. После прове-
дения аффинной хроматографии проводили вирус-
ную инактивацию (рН 3, 30 мин). Далее обе партии 
полупродукта объединяли и  проводили следую-
щую стадию очистки.

Анионообменная хроматография: в лаборатор-
ном масштабе процесс проводился на хроматографе 
AKTA Pure 25 (Cytiva, Швеция). Для данной хромато-
графии использовали колонны Cytiva XK16/20 с сор-
бентом Q Sepharose™ Fast Flow (Cytiva, Швеция) объ-
емом 5 мл. Колонну уравновешивали 5 КО буфера Г. 
Хроматографию проводили в  проскоковом режиме. 
Образец наносили со скоростью 0.5 мл/мин. При зна-
чении оптического поглощения 20  mAU на  280  нм 
начинался сбор фракции. По  окончании нанесения 
образца колонну вновь промывали буфером Г до па-
дения пика оптического поглощения до 20 mAU. 

Для проведения хроматографии в  произ-
водственных условиях использовали хромато-
граф AKTA  Pilot  600s (Cytiva, Швеция) и  колон-
ны AxiChrom  70/300  (Cytiva, Швеция), сорбент 
Q  Sepharose™  Fast  Flow (Cytiva, Швеция) объе-
мом 1  л. Хроматографию проводили в  подобных 

лабораторным условиях за  исключением объема 
и скорости нанесения (табл. 2). 

Эксклюзионная хроматография: процесс хрома-
тографии в лабораторных условиях проводили с по-
мощью хроматографа AKTA Pure 25 (Cytiva, Швеция) 
с  использованием колонны XK26/100  (Cytiva, 
Швеция), заполненной сорбентом Superdex™  200 
(Cytiva, Швеция), хроматография проводилась в про-
скоковом режиме. Образец наносили со  скоростью 
5 мл/мин. В качестве основного буфера использовали 
буфер А.

Хроматография гидрофобного взаимодей-
ствия: процесс проводился в лабораторных услови-
ях на системе AKTA Pure 25 (Cytiva, Швеция) с ис-
пользованием колонны XK 16/20 (Cytiva, Швеция), 
сорбент Phenyl Sepharose™ (Cytiva, Швеция) объе-
мом 5 мл. В образцы объемом 30, 34 и 35 мл анти-
тел GAMP2C5, GAMB5, GAMB10 соответственно, 
которые прошли стадию анионообменной хромато-
графии, добавляли хлорид натрия до концентрации 
1 М для обеспечения лучшего связывания с сорбен-
том. Хроматографию проводили в  режиме нанесе-
ния-снятия на скорости 1 мл/мин. Колонну уравно-
вешивали 5 КО буфера А с концентрацией хлорида 
натрия 1 М. Далее наносили образец и снова промы-
вали колонну с помощью буфера А с концентрацией 
хлорида натрия 1  М до  падения оптической плот-
ности до 10 mAU. После этого проводили элюцию 
в линейном градиенте до 100% концентрации буфе-
ра А без хлорида натрия в течение 10 мин. Целевой 
белок (мономерная форма) выходил в первых фрак-
циях, затем по  мере увеличения концентрации бу-
фера А выходили олигомерные и агрегатные формы 
антител. Объемы целевых фракций составили 17.0, 
27.5  и 19.8  мл для антител GAMP2C5, GAMB5, 
GAMB10 соответственно.

Катионообменная хроматография: про-
цесс проводился на  хроматографической системе 
AKTA  Pure  25  (Cytiva, Швеция) с  помощью ко-
лонны XK  16/20  (Cytiva, Швеция) с  сорбентом 
SP  Sepharose™ (Cytiva, Швеция) в  объеме 5  мл. 
Хроматографию проводили в  проскоковом режиме 
со  скоростью 1  мл/мин. Колонну уравновешивали 
5 КО буфера А с пониженным pH (pH 5). После это-
го наносили на колонну образцы антител GAMP2C5, 
GAMB5, GAMB10, переданные с  анионообменной 
хроматографии, объемом 40  мл каждый; pH  образ-
цов также понижали до  значения  5. Целевая фрак-
ция содержала мономерные формы антител. Далее 
использовали буфер А с pH 5 и концентрацией хло-
рида натрия 1  М для снятия агрегатных форм ан-
тител. Объемы целевых фракций составили 18.0, 
35.5  и 23.0  мл для антител GAMP2C5, GAMB5, 
GAMB10 соответственно.
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Мультимодальная хроматография: хроматогра-
фию проводили на хроматографе AKTA Pure 25 (Cytiva, 
Швеция) с помощью колонны Cytiva XK16/20, упако-
ванной 5 мл сорбента Ca++Pure-HA (TOSOH, Япония) 
в  лабораторном масштабе. Оптимальной нагрузкой 
для очистки в  лабораторном масштабе является ко-
личество полупродукта анионообменной хромато-
графии, соответствующего 100  мл культуральной 
жидкости на 1 мл сорбента. Колонну уравновешивали 
буфером  Д, далее промывали буфером  Г. Доводили 
рН образца до значения 6.8, затем наносили образец 
на колонну в режиме нанесения-снятия со скоростью 
2 мл/мин. После нанесения образца колонну промыва-
ли буфером Г, затем для элюции мономерной формы 
антител использовали буфер А. 

В производственном масштабе хроматографию 
проводили с  использованием хроматографа AKTA  
Pilot 600s (Cytiva, Швеция) и колонны AxiChrom 140/300 
(Cytiva, Швеция), упакованной сорбентом Ca++Pure-HA  
(TOSOH, Япония). Хроматографию проводили в ана-
логичных условиях за исключением объема и  скоро-
сти нанесения. Параметры процессов хроматографии 
указаны в табл. 2.

Масштабирование

Глубинная фильтрация проводилась на  установ-
ке для глубинной фильтрации 3M™  Zeta  Plus™ 

Encapsulated  System  EZP (3М, США) с  фильтра-
ми 3M™  Zeta  Plus™ Encapsulated  System  Capsule 
1.6 м2 (3М, США).

Осветляющая фильтрация проводилась с  ис-
пользованием аппарата стального фильтрационного 
АСФ-006 (ЗАО «Владисарт», Россия) с осветляющи-
ми капсульными фильтрами Sartoguard  PES 0.2  µm 
(1.6 м2) (Sartorius, Германия).

Концентрирование и  диафильтрация: кон-
центрирование полученного фильтрата прово-
дилось методом фильтрации в  тангенциальном 
потоке. Фильтрацию проводили на  установке 
AKTA Flux 6 (Cytiva, Швеция) с ультрафильтрацион-
ным картриджем SARTOCON  Slice  Cassette 30  кДа 
(Sartorius, Германия). 

Противовирусная фильтрация: для процесса 
использовали противовирусный фильтр Virosart  HF 
200 см2 (Sartorius, Германия).

Аналитические методы

Концентрация антител в  культуральной жидкости 
и  полупродуктах определяли методом биослойной 
интерферометрии как описано ранее [12]. 

Высокоэффективная жидкостная хрома-
тография  (ВЭЖХ): определение подлинности 
исследуемого образца проводили методом экс-
клюзионной ВЭЖХ. Для анализа использовали 

Таблица 2. Параметры для различных этапов хроматографической очистки (КЖ — культуральная жидкость)

Table 2. Parameters for different stages of chromatographic purification (CF — culture fluid)

Тип хроматографии
Type of chromatography

Объем КЖ, л
Volume of CF, L

Колонна
Column

Скорость, мл/мин
Speed, mL/min

Объем сорбента, мл
Resin volume, mL

Время контакта, мин
Contact time, min

Лабораторный масштаб
Laboratory scale

Аффинная
Affinity

1

XK 16/20 8 20 2.5

Анионообменная
Anion exchange

XK 16/20 0.5 5 10

Мультимодальная
Multimodal

XK 16/20 2 5 2.5

Производственный масштаб
Production scale

Аффинная
Affinity

200

Axichrom 
100/300 400 1 2.5

Анионообменная
Anion exchange

Axichrom 
100/300 100 1 10

Мультимодальная
Multimodal

Axichrom 
100/300 400 1 2.5
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хроматограф Agilent 1260 Infinity Capillary LC System 
(Agilent  Technologies, США), колонна: 
Phenomenex SEC-s3000 (размер частиц 5 мкм, размер 
пор 290 Å, геометрия 300 × 7.8 мМ). Хроматографию 
проводили в  изократических условиях. Объем вво-
димой пробы 20  мкл. Продолжительность анализа 
35 мин. Образец наносили со скоростью 0.5 мл/мин. 
УФ-детектор рассчитан на длину волны 214 нм.

Остаточный белок  А: для определения коли-
чества остаточного белка  А использовали набор 
Immunoenzymetric Assay for the Measurement of Prote
in A F400 (Cygnus Technologies, США) согласно про-
токолу производителя. 

Остаточная ДНК штамма-продуцента: для опре-
деления количества остаточного ДНК штамма-про-
дуцента использовали наборы PrepSEQ™ Residual 
DNA Sample Preparation Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США) и  resDNASEQ™ Quantitative CHO DNA Kit 
(Thermo Fisher Scientific, США), а также набор для вы-
деления ДНК согласно протоколам производителей.

Остаточный белок штамма-продуцента: для опре-
деления количества остаточного белка штамма-проду-
цента использовали наборы Immunoenzymetric Assay 
for the Measurement of Chinese Hamster Ovary Host Cell 
Proteins F550 (Cygnus, США) согласно протоколу про-
изводителя. 

Размер частиц: измерение размера частиц в рас-
творе выполняли методом динамического светорас-
сеяния с помощью оборудования Zetasizer Nano ZS 
(Malvern, Великобритания) в  соответствии с  ин-
струкцией производителя [24].

Капиллярный гель-электорфорез: данный 
анализ проводили с  помощью системы капилляр-
ного электрофореза Beckman/PA800  plus (Beckman, 
США). Испытуемый и  стандартные образцы разво-
дили водой, очищенной до  концентрации, соответ-
ствующей концентрации антитела. Для этого в  ми-
кроцентрифужную пробирку вместимостью 0.5  мл 
помещали 12 мкл образца и объем воды очищенной, 
рассчитанный по формуле: V = 1.5 × C − 12, где С — 
концентрация белка в  образце (мг/мл). Капилляр 
обрезали таким образом, чтобы общая длина состав-
ляла 30.2 см, эффективная длина должна составлять 
около 20.2 см. Капилляр устанавливали в картридж 
в соответствии с инструкцией по эксплуатации при-
бора, апертура 100 × 200 мкм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В ФГБУ  «НИЦЭМ им.  Н.Ф.  Гамалеи» Минздрава 
России на  основе гуманизированных моноклональ-
ных антител был создан лекарственный препарат 
ГамКовиМаб для ранней этиотропной терапии ко-
ронавирусной инфекции, вызываемой вирусом 

SARS-СoV-2. Действующим веществом препарата 
является тяжелоцепочечное моноклональное антите-
ло GAMP2C5, представляющее собой однодоменное 
антитело  Р2С5, слитое с  Fc-фрагментом IgG1  чело-
века  [20,  21]. В дальнейшем из-за появления новых 
вариантов вируса SARS-СoV-2  были разработаны 
2 новых тяжелоцепочечных моноклональных антите-
ла (GAMB5 и GAMB10) [12] (рис. 1).

Однодоменные антитела
Single domain antibodies

P2C5 B5 B10

Fc-фрагмент IgG1
Fc fragment of IgG1

Рис. 1. Схематичное изображение однодоменных антител, 
слитых с Fc-фрагментом IgG1 человека

Fig. 1. Schematic representation of single-domain antibodies 
fused with the Fc fragment of human IgG1

В данном исследовании была разработана и мас-
штабирована технология очистки тяжелоцепочеч-
ных антител с  использованием мультимодального 
сорбента на основе керамического гидроксиапатита. 
Культуральная жидкость для проведения хромато-
графической очистки была получена путем культи-
вирования клеток СНО, стабильно продуцирующих 
антитела GAMP2C5, GAMB5  и GAMB10. Данные 
клеточные линии культивировались по  технологии, 
разработанной ранее [12]. Изначально лабораторная 
технология хроматографической очистки состояла 
из трех этапов (рис. 2).

Аффинная хроматография
Protein A chromatography

Анионообменная хроматография
Anion exchange chromatography

Эксклюзионная хроматография
Size exclusion chromatography

Рис. 2. Лабораторная схема хроматографической очистки 
однодоменных антител, слитых с Fc-фрагментом 
IgG1 человека

Fig. 2. Laboratory scheme for chromatographic purification 
of antibodies fused with the Fc fragment of human IgG1
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Аффинная хроматография 

Классическим первым этапом для очистки монокло-
нальных антител является аффинная хроматография. 
Элюирование целевой фракции, которая содержит 
моноклональные антитела, возможно при снижении 
рН  элюирующего буфера до  3.0–4.0, в  результате 
чего происходит разрушение взаимодействия между 
Fc-фрагментом и белком А. Поскольку исследуемые 
антитела GAMP2C5, GAMB5 и GAMB10 содержат 
Fc-фрагмент IgG1 человека, при его очистке также 
возможно применение аффинной хроматографии 
на белке А. Аффинная хроматография позволяет по-
лучить препарат с 95–99% чистоты, однако в препа-
рате могут присутствовать остаточная ДНК клеток 
продуцентов, а  также белок  А, который может по-
падать в элюат в процессе элюции моноклональных 
антител. 

Суммарные количества антител с полупродуктов, 
переданных со  стадии аффинной хроматографии, 
указаны в табл. 3.

Далее полупродукты были переданы на  стадию 
анионообменной хроматографии.

Анионообменная хроматография

Процесс проходил в  проскоковом режиме. За  счет 
взаимодействия зарядов отделяемых примесей 
и  противоположных зарядов активных групп, кова-
лентно сшитых с матрицей сорбента или мембраны, 

примеси оставались связанными с активными груп-
пами, тогда как целевые белки проходили через ко-
лонну.

Суммарные количества антител с полупродуктов, 
переданных со стадии анионообменной хроматогра-
фии, указаны в табл. 4.

Далее полупродукты были переданы на  стадию 
эксклюзионной хроматографии.

Эксклюзионная хроматография

В качестве референсной стадии для отделения це-
левой фракции от  агрегатов, а  также различных 
не  полноразмерных форм, лабораторией использу-
ется эксклюзионная хроматография с  применением 
сорбента Superdex™  200. Разделение молекул хро-
матографируемой смеси происходит в соответствии 
с  их размером за  счет различия в  их способности 
проникать в поры сорбента. В первых фракциях вы-
ходят агрегатные формы, затем димерные формы, 
а целевые мономерные формы выходят последними. 
Для получения достаточного разрешения при прове-
дении эксклюзионной хроматографии образец перед 
нанесением предварительно концентрируют на цен-
трифужных фильтрах с диаметром отсечения 30 kDa 
с целью обеспечения оптимального объема образца 
не более 10% объема колонны. 

Суммарные количества антител с полупродуктов, 
переданных со  стадии эксклюзионной хроматогра-
фии, представлены в табл. 5.

Таблица 3. Суммарные количества антител после стадии аффинной хроматографии

Table 3. Total amounts of antibodies after the affinity chromatography stage

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела перед аффинной 
хроматографией, мг

Total amount of antibody before affinity chromatography, mg

Суммарное количество антитела после аффинной 
хроматографии, мг

Total amount of antibody after affinity chromatography, mg

GAMP2C5 350.0 ± 10.0  320.0 ± 10.0

GAMB5 400.0 ± 10.0 360.0 ± 10.0

GAMB10 480.0 ± 10.0 415.0 ± 10.0

Таблица 4. Суммарные количества антител после стадии анионообменной хроматографии

Table 4. Total amounts of antibodies after the anion exchange chromatography stage

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела после аффинной 
хроматографии, мг

Total amount of antibody after affinity chromatography, mg

Суммарное количество антитела после 
анионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after anion exchange 
chromatography, mg

GAMP2C5 320.0 ± 10.0 302.0 ± 10.0

GAMB5 360.0 ± 10.0 340.0 ± 10.0

GAMB10 415.0 ± 10.0 390.0 ± 10.0



Development and scaling of a chromatographic purification technology  
for single-domain antibodies fused to the Fc fragment of human IgG1

Dmitry S. Polyansky,  
et al.

196� Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2026;21(2):188–211

Поскольку лабораторная технология с  использо-
ванием эксклюзионного сорбента сложно масшта-
бируема для производственных объемов, была про-
изведена разработка технологии с  использованием 
различных сорбентов. Схема исследования представ-
лена на рис. 3.

Одним из первых исследуемых сорбентов был ги-
дрофобный сорбент Phenyl Sepharose™, принцип дей-
ствия которого основан на обратимом взаимодействии 
белков с гидрофобными лигандами, иммобилизован-
ными на  поверхности сорбента. Целевые антитела 
взаимодействует за  счет гидрофобных аминокислот. 
Для увеличения силы взаимодействия (гидрофобно-
го эффекта) была повышена концентрация хлорида 
натрия в буфере А до 1 М. Колонну уравновешивали 
3  КО буфера  А. В  испытуемом образце также дово-
дили концентрацию хлорида натрия до  1  М и  затем 
наносили на колонну. После нанесения образца сор-
бент вновь промывали буфером А с 1 М хлорида на-
трия. Далее проводили элюцию в линейном градиенте 
до 100% концентрации буфера А без хлорида натрия 
в течение 10 мин. Целевой белок (мономерная форма) 
выходил в  первых фракциях, затем с  уменьшением 
концентрации соли выходила агрегатная форма.

Суммарные количества антител с полупродуктов, 
переданных со  стадии гидрофобной хроматогра-
фии с использованием сорбента Phenyl Sepharose™, 
представлены в табл. 6.

Также для разделения мономерной фракции 
от  агрегатов мы  использовали катионообменную 
хроматографию. Для данной хроматографии свой-
ственно взаимодействие зарядов молекул разделяе-
мых веществ и противоположных зарядов активных 
групп сорбента. В нашем исследовании мы исполь-
зовали катионообменный сорбент SP  Sepharose™. 
Активной группой данного сорбента является суль-
фопропил, который заряжен отрицательно. Агрегаты 
обычно имеют суммарно больший положительный 
заряд и, соответственно, они должны связывать-
ся с  сорбентом сильнее, чем мономерная форма. 
Хромотографию проводили в  проскоковом режиме. 
В  первую очередь уравновешивали колонну буфе-
ра  А, предварительно понизив рН  раствора до  5.0. 
Затем перед нанесением образца понижали значе-
ние рН  раствора антитела до  5.0. Целевая фракция 
содержала мономерные формы антител, а затем с по-
мощью высокосолевого буфера (1 М NaCl) снимали 
агрегатные формы антител. Суммарные количества 

Таблица 5. Суммарные количества антител после стадии эксклюзионной хроматографии

Table 5. Total amounts of antibodies after the size exclusion chromatography stage

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела после 
анионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after anion exchange 
chromatography, mg

Суммарное количество антитела после эксклюзионной 
хроматографии, мг

Total amount of antibody after size exclusion 
chromatography, mg

GAMP2C5 302.0 ± 10.0 264.0 ± 10.0

GAMB5 340.0 ± 10.0 300.0 ± 10.0

GAMB10 390.0 ± 10.0 340.0 ± 10.0

Аффинная хроматография
Protein A chromatography

Анионообменная хроматография
Q Sepharose™ Fast Flow

Катионнообменная хроматография
Cation exchange chromatography

Мультимодальная хроматография
Multimodal chromatography

Гидрофобная хроматография
Hydrophobic interactin chromatography

Захват
Capture

Промежуточная очистка
Intermediate

Полировка
Polishing

Рис. 3. Схема подбора сорбента для финальной стадии «полировка» 

Fig. 3. Scheme for selecting a sorbent for the polishing final stage
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антител с полупродуктов, переданных со стадии ка-
тионообменной хроматографии с  использованием 
сорбента SP Sepharose™, представлены в табл. 7. 

Кроме того, для проведения финальной ста-
дии мы  использовали мультимодальный сорбент 
Ca++Pure-HA на основе керамического гидроксиапа-
тита 1 типа.

Гидроксиапатит 1 типа имеет три группы взаимо-
действия:
1)	 Ca2+;
2)	 фосфатные группы 3

4PO −;
3)	 гидроксидные группы ОH−.

Сахарофосфатный остов нуклеиновых кислот реа-
гирует с кальцием и гидроксильными группами, а анти-
тела взаимодействуют с кальцием через карбоксильную 

группу –OOC и  с  фосфатными группами через ами-
ногруппы +H3N. Сначала проводили хроматогра-
фию в  лабораторном масштабе с  помощью колонны 
Cytiva  XK16/20, упакованной 5  мл гидроксиапатита 
1  типа. Перед нанесением образца колонну последо-
вательно промывали буфером  Д и  буфером  Г. Перед 
нанесением рН  образца доводили до  значения  6.8, 
затем наносили образец на  колонну. Хроматографию 
проводили в режиме нанесения-снятия со  скоростью 
10 мл/мин. После нанесения образца колонну промы-
вали буфером Г. Затем для элюции мономерной формы 
антител использовали буфер  А. Суммарные количе-
ства антител с полупродуктов, переданных со стадии 
мультимодальной хроматографии с  использованием 
сорбента Ca++Pure-HA, представлены в табл. 8.

Таблица 6. Суммарные количества антител после стадии гидрофобной хроматографии с использованием сорбента 
Phenyl Sepharose™

Table 6. Total amounts of antibodies after the hydrophobic chromatography stage using Phenyl Sepharose™ resin

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела после 
анионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after anion exchange 
chromatography, mg

Суммарное количество антитела после гидрофобной 
хроматографии, мг

Total amount of antibody after hydrophobic 
chromatography, mg

GAMP2C5 302.0 ± 10.0 150.0 ± 10.0

GAMB5 340.0 ± 10.0 198.0 ± 10.0

GAMB10 390.0 ± 10.0 220.0 ± 10.0

Таблица 7. Суммарные количества антител после стадии катионообменной хроматографии с использованием сорбента 
SP Sepharose™

Table 7. Total amounts of antibodies after the cation exchange chromatography stage using SP Sepharose™ resin

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела после 
анионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after anion exchange 
chromatography, mg

Суммарное количество антитела после 
катионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after cation exchange 
chromatography, mg

GAMP2C5 302.0 ± 10.0 170.0 ± 10.0

GAMB5 340.0 ± 10.0 214.0 ± 10.0

GAMB10 390.0 ± 10.0 268.0 ± 10.0

Таблица 8. Суммарные количества антител после стадии мультимодальной хроматографии с использованием сорбента 
Ca++Pure-HA

Table 8. Total amounts of antibodies after the multimodal chromatography stage using Ca++Pure-HA resin

Антитело
Antibody

Суммарное количество антитела после 
анионообменной хроматографии, мг

Total amount of antibody after anion exchange 
chromatography, mg

Суммарное количество антитела после 
мультимодальной хроматографии, мг

Total amount of antibody after multimodal 
chromatography, mg

GAMP2C5 302.0 ± 10.0 260.0 ± 10.0

GAMB5 340.0 ± 10.0 301.0 ± 10.0

GAMB10 390.0 ± 10.0 344.4 ±10.0
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Оценка степени чистоты

Для выбора итогового сорбента для финальной ста-
дии очистки предстояло определить подлинность 
и чистоту полученных препаратов. Для подтвержде-
ния чистоты препаратов использовали аналитиче-
ские методы, включая анализ на  остаточный белок 
штамма продуцента, остаточное ДНК штамма-про-
дуцента, остаточное количество белка  А. Для под-
тверждения подлинности препарата проводили 
анализ подвижности молекул с помощью гель-филь-
трации методом ВЭЖХ, капиллярного гель-электро-
фореза белка, а также определяли размер частиц ме-
тодом динамического светорассеяния (рис. 4).

ВЭЖХ
HPLC

(Чистота
Purity)

ИФА
ELISA

(Остаточный белок
Residual protein)

ПЦР
PCR

(Остаточная ДНК
Residual DNA)

Динамическое  
светорассеяние

DLS
(Гидродинамический радиус

Hydrodynamic radius)

Капиллярный гель 
электрофорез

CGE
(Чистота
Purity)

Рис. 4. Методы оценки чистоты очищенного антитела. 
ВЭЖХ — высокоэффективная жидкостная хроматография; 
ИФА — иммуноферментный анализ; ПЦР — полимеразная 
цепная реакция; ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота

Fig. 4. Methods for assessing the purity of purified antibodies. 
HPLC — high-performance liquid chromatography; ELISA — 
enzyme-linked immunosorbent assay; PCR — polymerase 
chain reaction; DNA — deoxyribonucleic acid; CGE — 
capillary gel electrophoresis; DLS —dynamic light scattering

В результате анализа наличия остаточной ДНК 
штамма-продуцента клеток СНО методом полиме-
разной цепной реакции в  реальном времени в  об-
разцах очищенных антител GAMP2C5, GAMB5  и 
GAMB10  на трех исследуемых сорбентах было 
установлено, что количество остаточной ДНК 
не  превышает допустимых границ и  составляет 

1	 Note for Guidance on Production and Quality Control of Medicinal Products Derived by Recombinant DNA Technology, 3AB1A. Production 
and Quality Control of Medicinal Products Derived by Recombinant DNA Technology. 1995. P. 214.

не  более 10  пг/мг белка1. Иммуноферментный 
анализ образцов очищенных антител GAMP2C5, 
GAMB5 и GAMB10 на трех исследуемых сорбентах 
показал, что остаточные белки штамма-продуцента 
находятся в  пределах допустимых концентраций 
и  составляют не  более 1  мкг/мг белка, а  содер-
жание остаточного белка  А составляет не  более  
25 нг/мг белка.

Для исследования подлинности препара-
тов была проведена гель-фильтрация методом 
ВЭЖХ. Полученные результаты были экспорти-
рованы в  программное обеспечение Chromeleon 
версии  7.0  (Thermo  Fisher  Scientific, США) для 
обработки данных. В  результате установлено, 
что исследуемые антитела после хроматографи-
ческой очистки на  сорбенте Ca++Pure-HA имеют 
чистоту 99% для всех трех образцов, в  отличие 
от  антител, переданных на  анализ после сорбен-
тов Phenyl  Sepharose™: 80% для GAMB5, 94% 
для GAMB10  и 60% для GAMP2C5. Чистота по-
сле хроматографии с  использованием сорбента 
SP Sepharose™ составила 95% для GAMB5, 98% для 
GAMB10 и 79% для GAMP2C5. В препарате, полу-
ченном после очистки на  сорбенте Ca++Pure-HA, 
наблюдался преимущественно один пик и  отсут-
ствовали какие-либо значимые примеси (рис. 5).

Помимо метода гель-фильтрации для определе-
ния чистоты исследуемых антител был использован 
метод капиллярного электрофореза, который осно-
ван на разделении компонентов смеси в кварцевом 
капилляре под воздействием электрического поля. 
Полученные электрофореграммы были экспорти-
рованы в  программное обеспечение Chromeleon 
версии  7.0  для обработки данных. Для получен-
ных антител было показано, что после использова-
ния сорбента Phenyl  Sepharose™ чистота образцов 
составила 83% для GAMB5, 83% для GAMB10  и 
90% для GAMP2C5. После использования сорбента 
SP Sepharose™ чистота образцов составила 82% для 
GAMB5, 81% для GAMB10  и 86% для GAMP2C5. 
Чистота после использования сорбента Ca++Pure-HA 
составила 97% для GAMB5, 97% для GAMB10  и 
99% для GAMP2C5 (рис. 6).

После проведения очистки на различных сорбен-
тах в  качестве наиболее перспективного сорбента 
для финальной стадии очистки выбран гидрокси-
апатит 1  типа, поскольку на  других сорбентах нам 
не  удалось подобрать условия для разделения це-
левой фракции от  остаточных количеств агрегатов 
и нецелевых форм антител. 
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Рис. 5. Оценка степени чистоты методом гель-фильтрации после финальной стадии очистки

Fig. 5. Evaluation of the degree of purity by gel filtration after the final stage of purification
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Рис. 5. Оценка степени чистоты методом гель-фильтрации после финальной стадии очистки (продолжение)

Fig. 5. Evaluation of the degree of purity by gel filtration after the final stage of purification (сontinued)

Рис. 6. Оценка чистоты методом капиллярного гель-электрофореза после финальной стадии очистки

Fig. 6. Evaluation of purity by capillary gel electrophoresis after the final stage of purification
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Рис. 6. Оценка чистоты методом капиллярного гель-электрофореза после финальной стадии очистки (продолжение)

Fig. 6. Evaluation of purity by capillary gel electrophoresis after the final stage of purification (сontinued)
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Рис. 6. Оценка чистоты методом капиллярного гель-электрофореза после финальной стадии очистки (продолжение)

Fig. 6. Evaluation of purity by capillary gel electrophoresis after the final stage of purification (сontinued)
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Дополнительно для оценки качества получен-
ных антител использовали метод динамического 
рассеяния света, позволяющий определить размер 
молекул и наличие крупных агломератов частиц, ко-
торые не могут быть определены методом электро-
фореза и ВЭЖХ. Было показано, что после очистки 
всех трех антител GAMP2C5, GAMB5  и GAMB10 
на  мультимодальном сорбенте Ca++Pure-HA детек-
тируется присутствие одного основного пика, со-
ответствующего молекулам со  средним диаметром 
7.6–7.8 нм (рис. 7). 

Масштабирование 

После проведения экспериментов в  лабораторном 
масштабе и  подтверждения подлинности, а  также 
чистоты препарата было произведено масшта-
бирование данной технологии на  производстве 

в условиях надлежащей производственной практики. 
Схема очистки при масштабировании представлена 
на рис. 8. 

После проведения масштабирования процесса 
культивирования и  очистки суммарное количество 
целевого продукта осталось практически неизмен-
ным. Разница в количестве полупродукта, получен-
ного при использовании лабораторной и масштаби-
рованной производственной технологии, составила 
не более 10%. Данные представлены в табл. 9.

Также при масштабировании было проведен ана-
лиз на содержание остаточных белков штамма-про-
дуцента (содержание составило не  более 1  мкг/мг 
белка), остаточной ДНК штамма-продуцента (не 
более 10 пг/мг белка), остаточного содержания бел-
ка А (не более 25 нг/мг белка). Содержание примесей 
в  зависимости от  масштаба производства указано 
в табл. 10.

Рис. 6. Оценка чистоты методом капиллярного гель-электрофореза после финальной стадии очистки (продолжение)

Fig. 6. Evaluation of purity by capillary gel electrophoresis after the final stage of purification (сontinued)
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Рис. 7. Оценка размера частиц после финальной стадии очистки методом динамического светорассеяния в лабораторном 
масштабе: (a) GAMB5, (b) GAMP2C5 и (c) GAMB10

Fig. 7. Particle size evaluation after the final stage of cleaning using dynamic light scattering at the laboratory scale: (a) GAMB5, 
(b) GAMP2C5, and (c) GAMB10

Рис. 8. Схема технологии 
хроматографической очистки 
при масштабировании 

Fig. 8. Scheme of chromatographic 
purification technology during scaling
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Таблица 9. Суммарное количество целевого белка после трех стадий 
хроматографической очистки

Table 9. Total amount of target protein after 3 stages of chromatographic purification

Антитело
Antibody

Лабораторный масштаб 
Laboratory scale

Производственный масштаб 
Production scale

Объем 
КЖ, л

Volume 
of QF, L

Суммарное 
количество антитела 

после очистки, мг
Total amount 

of antibody after 
purification, mg

Объем  
КЖ, л

Volume 
of QF, L

Суммарное 
количество антитела 

после очистки, г
Total amount 

of antibody after 
purification, g

GAMP2C5

1.0 

260.0

200.0

46.0

GAMB5 301.0 58.0

GAMB10 344.0 64.0



Разработка и масштабирование технологии хроматографической очистки  
однодоменных антител, слитых с Fc-фрагментом IgG1 человека

Д.C. Полянский  
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2026;21(2):188–211� 205

Для подтверждения чистоты препаратов при 
масштабировании технологии была проведена 
гель-фильтрация методом ВЭЖХ. Содержание при-
месей составило не более 5%. Степень чистоты ука-
зана в табл. 11. Хроматограммы для каждого антите-
ла представлены на рис. 9.

Для исследования изменения размера и строения 
молекул при масштабировании также был проведен 
капиллярный электрофорез. Процент содержания 
целевого белка в  полупродукте указан в  табл.  12. 
Хроматограммы для каждого антитела представлены 
на рис. 10. 

Для дополнительного подтверждения успешного 
масштабирования технологии хроматографической 
очистки модифицированных однодоменных антител 
был использован метод динамического рассеяния 
света. После очистки всех трех антител GAMB5, 
GAMP2C5 и GAMB10 на мультимодальном сорбенте 
Ca++Pure-HA на производстве в соответствии с прин-
ципами GMP (Good Manufacturing Practice — надле-
жащая производственная практика) детектируются 
значения, которые соответствуют полученным ранее 
при очистке в лабораторном масштабе (рис. 11).

Таблица 10. Содержание примесей при масштабировании 

Table 10. Impurity content at scaling

Антитело
Antibody

Лабораторный масштаб 
Laboratory scale

Производственный масштаб 
Production scale

Остаточный 
белок штамма 

продуцента, мкг/мг
Residual protein 
of the producer 
strain, µg/mg

Остаточный 
белок А, нг/мг

Residual 
protein A, ng/mg

Остаточная ДНК, 
пг/мг

Residual DNA, 
pg/mg

Остаточный 
белок штамма 

продуцента, мкг/мг
Residual protein 
of the producer 
strain, µg/mg

Остаточный 
белок А, нг/мг

Residual 
protein A, ng/mg

Остаточная ДНК, 
пг/мг

Residual DNA, 
pg/mg

GAMP2C5 0.111 2.85
Не определяется

Not defined
0.241 3.29

Не определяется 
Not defined

GAMB5 0.029 4.62 3.2 0.107 2.85
Не определяется

Not defined 

GAMB10 0.036
Не определяется 

Not defined
Не определяется 

Not defined
0.022 2.0 4.0

Таблица 11. Содержание целевого белка 
в полупродукте (ВЭЖХ)

Table 11. Target protein content in the intermediate 
product (HPLC)

Полупродукт
Intermediate product 

Содержание целевого белка, %
Target protein content, %

GAMP2C5 96.1

GAMB5 98.9

GAMB10 99.89

Таблица 12. Процент содержания целевого белка 
в полупродукте (капиллярный электрофорез) 

Table 12. Percentage of target protein content in the intermediate 
product (capillary electrophoresis)

Полупродукт
Intermediate product 

Содержание целевого белка, %
Target protein content, %

GAMP2C5 92.3

GAMB5 94.0 

GAMB10 95.8



Development and scaling of a chromatographic purification technology  
for single-domain antibodies fused to the Fc fragment of human IgG1

Dmitry S. Polyansky,  
et al.

206� Tonkie Khimicheskie Tekhnologii = Fine Chemical Technologies. 2026;21(2):188–211

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 п

ог
ло

щ
ен

ия
, m

A
U

A
bs

or
pt

io
n 

in
te

ns
ity

, m
A

U

	 8.8	 12.0	 14.0	 16.0	 18.0	 20.0	 22.0	 24.0	 26.0	 28.0	 30.0	 32.0	 34.0	 36.0	 38.0	 40.0	 42.0	 43.8
Время, мин
Time, min

400

300

200

100

0

–50

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 п

ог
ло

щ
ен

ия
, m

A
U

A
bs

or
pt

io
n 

in
te

ns
ity

, m
A

U

	 0.2	 2.0	 4.0	 6.0	 8.0	 10.0	 12.0	 14.0	 16.0	 18.0	 20.0	 22.0	 24.0	 26.0	 28.0	 30.0	 32.0		  35.1
Время, мин
Time, min

714

600

500

400

300

200

100

–27

(a)

(c)

Рис. 9. Хроматограммы полупродуктов, полученных методом гель-фильтрации после финальной стадии очистки; содержание 
целевого белка: (a) 96.1% GAMP2C5, (b) 99.8% GAMB5 и (c) 99.89% GAMB10

Fig. 9. Chromatograms of semifinished products obtained by gel filtration after the final stage of purification; the target protein content: 
(a)  GAMP2C5, 96.1%; (b) GAMB5, 99.8%; (c) GAMB10, 99.89% 

1 
– 

11
.9

7

3 
– 

17
.8

5

2 
– 

m
AT

 –
 1

3.
37

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 п

ог
ло

щ
ен

ия
, m

A
U

A
bs

or
pt

io
n 

in
te

ns
ity

, m
A

U

0.4	 2.0	 4.0	 6.0	 8.0	 10.0	 12.0	 14.0	 16.0	 18.0	 20.0	 22.0	 24.0	 26.0	 28.0	 30.0	 32.0	 34.0	 35.4
Время, мин
Time, min

609

500

400

300

200

100

–47

(b)

1 
– 

12
.4

6

3 
– 

19
.9

5

2 
– 

m
AT

 –
 1

4.
58



Разработка и масштабирование технологии хроматографической очистки  
однодоменных антител, слитых с Fc-фрагментом IgG1 человека

Д.C. Полянский  
и др.

Тонкие химические технологии = Fine Chemical Technologies. 2026;21(2):188–211� 207

(a)

(a)

(b)

(c)

(b)

(c)

0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12	 13	 14	 15	 16	 17	 18	 19
Время, мин
Time, min

0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12	 13	 14	 15
Время, мин
Time, min

0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	 12	 13	 14	15	 16	17	 18	 19	 20
Время, мин
Time, min

1

1

1

2

2

3

3

4

4

5

5

6 7

7

9

98

101112

6

2 3 4 6 7

m
A

U

Ко
ли

че
ст

во
, %

N
um

be
r, 

%
Ко

ли
че

ст
во

, %
N

um
be

r, 
%

Ко
ли

че
ст

во
, %

N
um

be
r, 

%

m
A

U
m

A
U

35
30
25
20
15
10
5
0

35
30
25
20
15
10
5
0

26
24
22
20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

–2

Рис. 10. Хроматограммы полупродуктов, полученных 
методом капиллярного электрофореза после финальной 
стадии очистки; содержание целевого белка: 
(a) 92.3% GAMP2C5, (b) 94.0% GAMB5 и (c) 95.8% GAMB10

Fig. 10. Chromatograms of semifinished products obtained 
by capillary electrophoresis after the final stage of purification; 
the target protein content: (a) GAMP2C5, 92.3%;  
(b) GAMB5, 94.0%; (c) GAMB10, 95.8% 

Рис. 11. Оценка размера частиц после финальной 
стадии очистки методом динамического рассеяния 
света в производственном масштабе: (a) GAMB5, 
(b) GAMP2C5 и (c) GAMB10

Fig. 11. Evaluation of particle size after the final stage 
of cleaning using dynamic light scattering at the industry scale: 
(a) GAMB5, (b) GAMP2C5, and (c) GAMB10
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенного исследования разрабо-
тана лабораторная технология очистки для однодо-
менных антител, модифицированных Fc-фрагментом 
IgG1 человека, специфичных к вирусу SARS-СoV-2. 
На  первой стадии хроматографической очистки ис-
пользовали сорбент на основе белка А. Для проме-
жуточной стадии применяли анионообменный сор
бент на  основе четвертичного амина. В  качестве 
сорбента для финальной хроматографической стадии 
очистки был выбран керамический гидроксиапатит 

1  типа. Последний оптимально подходит для раз-
личных однодоменных антител, модифицированных 
Fc-фрагментом IgG1 человека, поскольку позволяет 
разделить фракцию целевого антитела от  остаточ-
ных примесей агрегатов и нецелевых форм антител. 
После очистки трех различных антител удалось по-
лучить препарат высокой степени чистоты. Контроль 
качества полученных препаратов методами ВЭЖХ, 
капиллярного гель-электрофореза, динамического 
рассеяния света, иммуноферментного анализа и по-
лимеразной цепной реакции показал, что был полу-
чен препарат с чистотой более 95%.

Разработанная технология хроматографической 
очистки антител CHO-GAMP2C5, CHO-GAMB5  и 
CHO-GAMB10  была перенесена на  производство. 
Данная технология позволяет получать полупро-
дукты из  культуральной жидкости объемом 200  л. 
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Для  полученных полупродуктов произведен кон-
троль качества в соответствии с нормативной доку-
ментацией. Данные препараты имели характеристики 
качества и чистоты, сопоставимые с характеристика-
ми препаратов, полученных в  лаборатории. Сделан 
вывод, что сорбент Ca++Pure-HA (TOSOH, Япония) 
на основе керамического гидроксиапатита 1 типа яв-
ляется оптимальным сорбентом для финальной ста-
дии очистки однодоменных антител, модифициро-
ванных Fc-фрагментом IgG1 человека, специфичных 
к вирусу SARS-СoV-2.
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