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Резюме.  Представлены  результаты  исследования  процесса  ферментативного

расщепления  лекарственных  средств  пептидной  и  белковой  природы  различными

специфическими протеазами – трипсином, Glu-C, Asp-N, Lys-C, Arg-C. Общие тенденции

для белковых препаратов  показаны на примере  рекомбинантного  инсулина  человека  и

хорионического гонадотропина человека. Было изучено влияние четырех параметров: pH

среды,  соотношение  фермент/субстрат,  температура  инкубации  и  время  инкубации  с

ферментом  с  целью  получения  оптимальных  условий  протеолиза  их  действующих

компонентов.
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Abstract.  Results  of  peptide  and  protein  drugs  enzymatic  degradation  study  with

different specific proteases – trypsin, Glu-C, Asp-N, Lys-C, Arg-C are reported. Recombinant

human insulin and human chorionic gonadotropin had taken as representative example. Influence

of pH, enzyme/substrate ratio, incubation temperature and incubation time was studied, optimal

conditions for proteolysis of acting components was obtained. 
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Введение.  На  сегодняшний  день  на  фармацевтическом  рынке  представлено

множество  лекарственных  средств,  действующими  компонентами  которых  являются

пептиды и белки.  При контроле качества данных препаратов одной из основных задач

является оценка подлинности активного вещества [1]. В мировой практике для этой цели

используются  следующие физико-химические методы: ИК-спектроскопия, электрофорез,

тонкослойная  хроматография,  обращено-фазовая  высокоэффективная  жидкостная

хроматография,  ионообменная  хроматография  с  пред-  или  пост-колоночной

дериватизацией исследуемого аналита в сочетании со спектрофотометрическим и масс-

спектрометрическим  детектированием,  ядерный  магнитный  резонанс  (ЯМР)  (обычно
1Н ЯМР) [2-7]. 

Для оценки подлинности лекарственных средств пептидной и белковой природы

перспективным  является  метод  масс-спектрометрии  (МС)  с  ионизацией

электрораспылением (ИЭР) [8-11] и лазерной десорбционной ионизацией в присутствии

матрицы  (МАЛДИ)  [12-14].  При  использовании  ИЭР-МС  требуется  предварительная

подготовка  проб.  Наиболее  распространен  подход,  при  котором  образец  расщепляется

одним ферментом по заранее известным аминокислотным группировкам [15-17]. Однако,

использование  нескольких  ферментов,  при  оптимальных  условиях  ферментативного

расщепления  для  каждого,  по-видимому,  позволит  получить  больше  масс-

спектрометрических  данных  и  повысить  степень  покрытия  аминокислотной

последовательности аналита. 

Цель. Целью  данной  работы  являлось  исследование  процесса  ферментативного

расщепления  действующих компонентов  лекарственных средств  пептидной и белковой

природы  на  примере  рекомбинантного  инсулина  человека  и  хорионического
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гонадотропина  человека  различными  протеолитическими  препаратами  и  выбор

оптимальных условий для получения ферментолизатов.

Материалы. Реагенты и исследуемые соединения. Для проведения исследований

использовали: рекомбинантный инсулин человека («Актрапид® НМ», производства «Novo

Nordisk»,  Дания)  и  хорионический  гонадотропин  человека  («Прегнил»,  производства

«Organon», Голландия). 

Протеолиз  проводили  с  использованием  набора  специфических  протеаз,

содержащего  эндопротеиназы  Glu-C  из  Staphylococcus  aureus V8,  Lys-C  из  Lysobacter

enzymogenes,  Asp-N  из  Pseudomonas  fragi,  Arg-C  из  подчелюстной  железы  мыши,

трипсина  из  свиной  поджелудочной  железы,  солюбилизирующего  реагента  и

реакционного буфера («Sigma», Германия).

Проведение  процедуры  ферментативного  расщепления  требует  приготовления

следующих растворов: денатурирующего буфера, восстанавливающего буфера, раствора

для алкилирования, буферного раствора для протеолиза и рабочих растворов ферментов.

Денатурирующий буфер. В полипропиленовую пробирку объёмом 15 мл вносили

1,52 г тиомочевины («Sigma», Германия), добавляли 8 мл воды, перемешивали вручную

до полного растворения.  Добавляли 49,86 мг натриевой соли дезоксихолиевой кислоты

(«Sigma»,  Германия),  9,306 мг  натрия  этиленадиаминтетраацетат  двузамещённый

(«Sigma», Германия) и 90,75 мг Tris-HCl («Sigma», Германия), перемешивали и доводили

водой  объём  раствора  до  10 мл.  Проверяли  значение  pH  в  полученном  растворе  с

помощью лакмусовой бумаги. Оно должно находиться в области 8,0.

Восстанавливающий  буфер.  К  132,95 мкл  денатурирующего  буфера,

приготовленного по описанной ранее схеме, добавляли 4 мкл трис-2-карбоксиэтилфосфин

гидрохлорида («Agilent», США) и 13,05 мкл дитиотреитола («Sigma», Германия).

Раствор  для  алкилирования. В  полипропиленовую  пробирку  объёмом  1,5 мл

вносили 10 мкл 9,2 М раствора 4-винилпиридина, разбавляли в 10 раз добавлением 90 мкл

диметилформамида («Sigma», Германия) и добавляли 100 мкл денатурирующего буфера.

Проверяли  значение  pH  в  полученном  растворе  с  помощью  лакмусовой  бумаги.  Оно

должно находиться в области 9,0.

Буферный раствор для проведения протеолиза. В полипропиленовую пробирку

объёмом  1,5 мл  вносили  40 мкл  1 М  раствора  триэтиламмоний  бикарбоната  («Sigma»,

Германия),  20 мкл  100 мМ  раствора  хлорида  кальция  («Sigma»,  Германия), добавляли

940 мкл воды и перемешивали.

Рабочие растворы ферментов.
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Трипсин  из  свиной  поджелудочной  железы:  в  виалу,  содержащую  20 мкг

лиофилизированного  фермента  добавляли  200 мкл  солюбилизирующего  реагента и

перемешивали.

Эндопротеиназа  Glu-C из  Staphylococcus aureus V8: в виалу, содержащую 25 мкг

лиофилизированного фермента добавляли 250 мкл воды и перемешивали.

Эндопротеиназа  Lys-C из  Lysobacter enzymogenes:  в  виалу,  содержащую  5 мкг

лиофилизированного фермента добавляли 50 мкл воды и перемешивали.

Эндопротеиназа  Asp-N из  Pseudomonas fragi:  в  виалу,  содержащую  2 мкг

лиофилизированного фермента добавляли 50 мкл воды и перемешивали.

Эндопротеиназа Arg-C из подчелюстной железы мыши: в виалу, содержащую 5 мкг

лиофилизированного  фермента  добавляли  50  мкл  солюбилизирующего  реагента и

перемешивали.

Подвижная фаза. Для приготовления подвижной фазы использовали ацетонитрил

«для  ВЭЖХ»  (Chromasolv®,  «Merck»,  Германия),  муравьиную  кислоту  («Fluka»,

Швейцария)  и  деионизованную  воду  с  удельным  сопротивлением  18.2 мОм×см–1,

полученную с помощью установки NANO Pure («Thermo Scientific», США).

Методы.  Оптимизация  условий  ферментативного  расщепления.  При

определении  зависимости  степени  протеолиза  от  концентрации  фермента  образец

лекарственного  средства  разводили  в  2  раза  в  восстанавливающем  буфере,  затем

полученную смесь инкубировали в течение 1 ч при температуре 42 °С для восстановления

дисульфидных  связей,  и  в  дальнейшем  подвергали  алкилированию  в  течение  1 ч  при

комнатной температуре в темноте. После алкилирования образцы разводили в буфере для

ферментативного расщепления в 10 раз и разделяли на 7 аликвотных проб. Шесть проб из

семи подвергали обработке специфическим ферментом, весовое соотношение фермента и

общего  белка  составляло  1:10000,  1:5000,  1:1000,  1:500,  1:100,  1:50,  соответственно.

Седьмую  пробу  использовали  в  качестве  отрицательного  контроля  и  инкубировали  с

остальными пробами серии в одинаковых условиях без добавления фермента в течение 6 ч

при  температуре  38 °C.  Эксперимент  проводили  в  пяти  повторах  для  каждой  серии.

Протеолиз останавливали добавлением в каждую пробу 2,5 мкл муравьиной кислоты.

Для  определения  зависимости  степени  ферментативного  расщепления  от

температуры инкубации образец лекарственного средства подвергали восстановлению и

алкилированию по методике,  описанной выше.  Затем образцы разводили в буфере для

ферментативного расщепления в 10 раз и разделяли на 7 аликвотных проб. Шесть проб из

семи подвергали обработке ферментом, весовое соотношение фермента и общего белка

составляло 1 : 50 для каждой пробы, инкубацию проводили в течение 1 ч при температуре
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5, 25, 38, 45, 50 и 80 °C. Седьмую пробу использовали в качестве отрицательного контроля

и  инкубировали  без  добавления  фермента.  Эксперимент  проводили  в  пяти  повторах.

Протеолиз останавливали добавлением в каждую пробу 2,5 мкл муравьиной кислоты.

Для определения зависимости степени протеолиза от времени инкубации образец

лекарственного  средства  подвергали  восстановлению  и  алкилированию  по  методике,

описанной выше. После алкилирования образцы разводили в буфере для ферментативного

расщепления  в  10 раз  и  разделяли  на  9  аликвотных  проб.  Восемь  проб  из  девяти

подвергали  обработке  ферментом,  весовое  соотношение  фермента  и  общего  белка

составляло 1 : 50 для каждой пробы. Инкубацию проводили в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 и

8 ч,  соответственно  при  температуре  38 °C.  Девятую  пробу  использовали  в  качестве

отрицательного  контроля  и  инкубировали  без  добавления  фермента.  Эксперимент

проводили  в  пяти  повторах.  Протеолиз  останавливали  добавлением  в  каждую  пробу

2,5 мкл муравьиной кислоты.

Для  определения  зависимости  степени  протеолиза  от  рН  среды  образец

лекарственного  средства  подвергали  восстановлению  и  алкилированию  по  методике,

описанной выше. После алкилирования образцы разводили в буфере для ферментативного

расщепления в 10 раз и разделяли на 11 аликвотных проб. Десять проб из одиннадцати

подвергали  обработке  ферментом,  весовое  соотношение  фермента  и  общего  белка

составляло 1 : 50 для каждой пробы. Инкубацию проводили при значениях рН от 1 до 10 с

шагом в 1 в течение 4 ч. Одиннадцатую пробу использовали в качестве отрицательного

контроля  и  инкубировали  без  добавления  фермента.  Эксперимент  проводили  в  пяти

повторах.  Протеолиз  останавливали  добавлением  в  каждую  пробу  2,5 мкл  муравьиной

кислоты.

Условия  хроматографического  разделения  и  спектрофотометрического

детектирования. Хроматографическое разделение проводили на колонке  Zorbax 300SB-

C18, 250 x 2,1 мм, размер частиц 5 мкм, размер пор 300 Å, («Agilent Technologies», США).

В  качестве  подвижной  фазы  использовали  0,1 %-ный  раствор  муравьиной  кислоты  в

смеси  ацетонитрил : вода  в  соотношении  5 : 95  (об.)  (А)  и  0,1 %  раствор  муравьиной

кислоты  в  ацетонитриле  (Б).  Скорость  потока  подвижной  фазы  была  постоянной  и

составляла 0,5 мл×мин–1. Состав элюата изменялся в соответствии с градиентом: 0,00 мин

– 5 % Б; 2,00-20,00 мин – 5-95 % Б; 20,00-25,00 мин – 95 % Б; 25,00-25,01 мин – 95-5 % Б;

25,01-30,00 мин  –  5  %  Б.  Время  анализа  составляло  30 мин.  Температура  термостата

колонки – 30 °С. Объем вводимой пробы – 3 мкл.

Детектирование  проводили  с  использованием  PDA детектора  Accela PDA,

соединенного  с  высокоэффективным  жидкостным  хроматографом  Accela Pump,
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оснащенного встроенным дегазатором, оборудованного системой автоматического ввода

пробы  Accela Autosampler,  и  блоком  для  термостатирования  хроматографической

колонки.  Измерения  проводили  в  диапазоне  200-900  нм.  Для  обработки  данных

использовали программное обеспечение Xcalibur 2.0.6 («Thermo Finnigan», США).

Результаты  и  их  обсуждение.  Для  получения  достоверных  результатов  при

определении  подлинности  лекарственных  средств  пептидной  или  белковой  природы,

необходимо  добиться  полноты  ферментативного  расщепления  путем  оптимизации

условий  его  проведения  по  четырем  параметрам:  pH среды,  соотношение

фермент : субстрат,  температура  инкубации  и  время  инкубации  с  ферментом.  Подбор

условий выполняли путем сравнения степени протеолиза в различных экспериментах.

Действующие  компоненты исследуемых лекарственных средств  состоят  из  двух

цепей,  соединенных  между  собой  дисульфидными  мостиками.  После  стадии

восстановления  и  алкилирования  в  растворе  присутствовали  соответствующие

субъединицы в индивидуальном состоянии. Для рекомбинантного инсулина человека А-

цепь подвергается расщеплению только при воздействии эндопротеиназой Glu-C, поэтому

определение  степени  протеолиза  проводили  по  изменению  количества  В-цепи  в  ходе

эксперимента.  Для  оценки  полноты  ферментативного  расщепления  хорионического

гонадотропина человека также исследовали изменения содержания В-цепи.

Степень протеолиза определяли по соотношению количества цепи В, подвергшейся

расщеплению к количеству этой же цепи в отрицательном контроле.  Расчет проводили

для каждой из проб во всех экспериментальных сериях по формуле (1)

,100
1

1 



S

SS
DH x

(1)

где DH – степень протеолиза (%),

S1 – площадь пика, соответствующего цепи В в отрицательном контроле,

Sx – площадь пика, соответствующего цепи В в эксперименте,

100 – коэффициент пересчета в проценты.

Рассчитанные  степени  протеолиза  проб  образцов  раствора  рекомбинантного

инсулина  человека  и  хорионического  гонадотропина  человека  в  зависимости  от

концентрации фермента графически представлены на рисунке 1.
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Рисунок 1. График зависимости степени протеолиза от соотношения массы

фермента к массе общего белка в пробе (а – для рекомбинантного инсулина человека, б –

для хорионического гонадотропина человека).

Из  экспериментальных  данных  следует,  что  максимальное  расщепление

исследуемых  аналитов  достигается  при  добавлении  фермента  в  пробу  в  соотношении

1 : 50 при температуре 38 °C для всех вышеперечисленных протеаз.

Рассчитанные  степени  протеолиза  проб  образцов  раствора  рекомбинантного

инсулина  человека  и  хорионического  гонадотропина  человека  в  зависимости  от

температуры инкубации графически представлены на рисунке 2. Оптимальный диапазон,

определяемый  экспериментальным  путем,  при  котором  степень  расщепления

максимальна, выделен на графике заштрихованной областью.

Рисунок 2. График зависимости степени протеолиза от температуры (а – для

рекомбинантного инсулина человека, б – для хорионического гонадотропина человека).

Из  экспериментальных  данных  следует,  что  температурный  оптимум

ферментативного расщепления исследуемых аналитов лежит в интервале от 38 до 45 °C

для всех вышеперечисленных протеаз при весовом соотношении фермент : субстрат 1 : 50.

Рассчитанные  степени  протеолиза  проб  образцов  рекомбинантного  инсулина

человека и хорионического гонадотропина человека в зависимости от времени инкубации

графически представлены на рисунке 3.
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Рисунок 3. График зависимости степени протеолиза от времени инкубации (а – для

рекомбинантного инсулина человека, б – для хорионического гонадотропина человека).

Анализ кинетической кривой показывает,  что наиболее интенсивно расщепление

исследуемых  аналитов  протекает  в  первые  6  ч,  затем  степень  протеолиза  меняется

незначительно  и  достигает  максимума  при  инкубации  в  течение  8  ч  для  всех

вышеперечисленных  протеаз  при  весовом  соотношении  фермент : субстрат  1 : 50.

Оптимальной продолжительностью процедуры обработки ферментом можно считать 6 ч.

Рассчитанные  степени  протеолиза  проб  образцов  рекомбинантного  инсулина

человека  и  хорионического  гонадотропина  человека  в  зависимости  от  рН  среды

графически  представлены на рисунке  4.  Оптимумы,  определяемые экспериментальным

путем, при которых степень расщепления максимальна, указаны стрелками.

Рисунок 4. График зависимости степени протеолиза от рН среды (а – для

рекомбинантного инсулина человека, б – для хорионического гонадотропина человека).

Из  экспериментальных  данных  следует,  что  максимальное  расщепление

исследуемых лекарственных препаратов достигается при добавлении фермента в пробу в

соотношении 1 : 50 в области значений рН ~ 8,0 для трипсина, в интервале 7,0-8,0 для

Asp-N и Arg-C, 8,0-9,0 для Lys-C и Glu-C, причем последний фермент имеет еще одну

точку максимума в области 5,0 рН.
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В  результате  выполненных  исследований  установлены  оптимальные  условия

ферментативного  расщепления  рекомбинантного  инсулина  человека  и  хорионического

гонадотропина  человека  с  использованием  различных  протеаз,  которые  отражены  в

таблице.

Таблица

Оптимальные  условия  протекания  процесса  ферментативного  расщепления  для

исследуемых протеаз

№ п/п Фермент
Соотношение фермента

и общего белка
Температура, °C Время, ч рН среды

1 Трипсин 1 : 50 38 – 45 6 ~ 8,0

2 Glu-C 1 : 50 38 – 45 6
~ 5,0 и

8,0 – 9,0
3 Asp-N 1 : 50 38 – 45 6 7,0 – 8,0
4 Lys-C 1 : 50 38 – 45 6 8,0 – 9,0
5 Arg-C 1 : 50 38 – 45 6 7,0 –8,0

Выводы. Таким образом, в ходе выполненных работ были исследованы процессы

ферментативного расщепления лекарственных средств пептидной и белковой природы на

примере рекомбинантного инсулина человека и хорионического гонадотропина человека

различными  специфическими  протеазами  и  установлены  оптимальные  условия  для

получения ферментативных гидролизатов.
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