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П обочные эффекты, свойствен�

ные многим лекарственным

препаратам, могут рассматриваться

как разновидность токсического

действия. Такие эффекты исключа�

ют либо ограничивают применение

огромного числа биологически ак�

тивных веществ. Среди терапевти�

ческих средств широкого спектра

действия и назначения особое место

принадлежит препаратам на основе

биологически активных белков. От�

личительная черта соединений этой

группы — зависимость функцио�

нальной активности от соответствия

конформационной структуры моле�

кулы. Обеспечение правильной ук�

ладки (фолдинга) белка, синтезиру�

емого de novo, и защита нативной

структуры от денатурирующего воз�

действия разнообразных физико�

химических факторов в процессе

очистки и выделения составляют

сложную и далекую от разрешения

проблему технологии белковых пре�

паратов. Столь же сложный комп�

лекс проблем связан с иммунологи�

ческой стороной применения бел�

ков в качестве лекарственных пре�

паратов внутримышечного и, в осо�

бенности, внутривенного введения

[1,2]. Проблема иммуногенности

вводимого белка существенно

обостряется способностью белко�

вых молекул к необратимым струк�

турным перестройкам, обусловлен�

ным образованием новых внутри� и

межмолекулярных связей как след�

ствия отличия молекулярного окру�

жения белковых молекул в составе

получаемых препаратов от нативно�

го. Формирование подобной необ�

ратимо денатурированной примеси

ведет к определенному снижению

удельной активности препарата, но

если для белков, предназначенных

для использования in vitro, примесь

нескольких процентов инактивиро�

ванной изоформы не составляет

особой проблемы и может быть

компенсирована введением соотве�

тствующих поправок в расчетные

формулы аналитических и тестовых

методов, то для фармацевтических

препаратов она составляет сущест�

венную проблему, заслуживающую

особого рассмотрения. Независимо

от уровня иммуногенности исход�

ной нативной формы вводимого

белка, присутствие примеси изо�

форм, так или иначе денатуриро�

ванных вследствие образования но�

вых внутри� и межмолекулярных

связей, неизбежно вызовет соответ�

ствующую реакцию иммунной сис�

темы. Последующее развитие ауто�

иммунной реакции на исходную

изоформу более чем вероятно, пос�

кольку увеличение иммуногенности

пептидных антигенов вследствие

конъюгации с белками�носителями

общеизвестно и относится к класси�

ческим методам иммунологии [3�5].

Развитие иммунного ответа на вво�

димые препараты не только снижает

эффективность их терапевтического

действия [1], но и чревато развитием

непредсказуемых последствий ауто�

иммунного, аллергического и ана�

филатаксического характера [2,6]. 

Предлагаемый обзор представ�

ляет собой попытку обобщения дан�

ных о молекулярных механизмах

постпрепарационных автоповреж�

дений белковых препаратов и путях

их предотвращения. 

Формирование нативной струк�

туры и поддержание белковой моле�

кулы в функционально активной

форме представляет собой исклю�

чительно сложный и динамичный

процесс, опосредованный сложней�

шим комплексом внутри� и межмо�

лекулярных взаимодействий, так

или иначе задействованных в под�

держании активной структуры бел�

ка [7]. Поддержание соответствия

молекулярного окружения белковой

молекулы условиям исходной био�

логической среды составляет важ�

нейшую предпосылку для сохране�

ния активного конформационного

состояния. Естественно, что изме�

нение таких условий приводит к бо�

лее или менее существенному сдви�

гу динамического равновесия кон�

формационных состояний белка в

сторону формирования молекуляр�

ных форм, более соответствующих

изменившемуся окружению. По�

добные трансформации зачастую

сопровождают рутинные технологи�

ческие процедуры, существенно

влияя на качество конечного про�

дукта. Так, сывороточный альбумин

человека формирует агрегаты даже

при прокачивании белкового раст�

вора плунжерным насосом [8], а ан�

титромбин человека, в зависимости

от условий обработки формирует

как минимум две мономолекуляр�

ные денатурированные формы [9],

либо образует димеры, состоящие из

активной и латентной форм инги�

битора [10]. Образование нераство�

римых агрегатов любых сколько�

нибудь сложных белков в ходе лио�

фильной сушки было и остается

постоянной проблемой приготовле�

ния и сбережения белковых препа�

ратов. Можно до бесконечности пе�

речислять случаи труднообъясни�

мой инактивации белковых препа�

ратов, однако без учета общих

структурных особенностей, прису�

щих множеству разнообразных бел�

ковых молекул, невозможно ни по�

нять молекулярные механизмы этих

нежелательных процессов, ни осоз�

нать тяжесть последствий, ни пре�

дусмотреть практические пути их

предотвращения.

Традиционно считается, что об�

ратимо денатурированные белки

при переводе их в соответствующую

среду восстанавливают исходную

конформацию. Однако следует от�

метить, что процесс обратимой де�

натурации не только способствует

сближению отдельных реакцион�

носпособных групп, экспозиции ра�

нее скрытых аминокислотные ос�

татков и связей, повышению степе�

ни напряженности последних, что

суммарно не только меняет общую

молекулярную динамику белковой

молекулы, но ведет и к образованию

новых ковалентных связей [11].

Обусловленная плотным стеричес�

ким контактом высокая локальная

плотность отдельных реакционнос�
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пособных групп позволяет говорить

об особом, предферментативном,

характере протекающих при этом

внутри� и межмолекулярных реак�

ций, проходящих как в растворе, так

и в обезвоженных препаратах. Вви�

ду очевидной практической важнос�

ти молекулярные трансформации

лиофилизированных препаратов

вызывают особый интерес и наибо�

лее изучены. С одной стороны, лио�

филизация белков создает возмож�

ности их хранения в течение прием�

лемого для лекарственных препара�

тов времени. С другой же стороны,

перевод высокоструктурированных

и динамичных молекул в условия,

ничего общего с нативными не име�

ющими, ведет к существенным из�

менениям их конформации [12]. До�

казан двустадийный характер этого

процесса, включающего конформа�

ционные изменения и ковалентную

конъюгацию [13]. Подобные про�

цессы описаны для различных форм

в той или иной мере обезвоженных

белков: аморфных, стеклующихся и

кристалличских [13,14]. Описано

несколько молекулярных механиз�

мов формирования ковалентных аг�

регатов лиофилизированных бел�

ков. При наличии в белке свобод�

ных SH�групп (бычий сывороточ�

ный альбумин, рекомбинантный

альбумин человека) возможен тиол�

дисульфидный обмен с образовани�

ем новых межмолекулярных дисуль�

фидных связей [15,16]. При отсут�

ствии свободных тиолов (инсулин)

ковалентная агрегация может про�

исходить вследствие b�элиминиро�

вания с асимметрическим расщеп�

лением исходной дисульфидной

связи и последующим образованием

дегидроаланина и тиоцистеина. Де�

гидроаланин может взаимодейство�

вать с e�аминогруппой лизина, об�

разуя ковалентную связь, тиоцисте�

ин же расщепляется с образованием

SH�групп, способных к тиол�ди�

сульфидному обмену [16]. Переами�

дирование остатков аспарагина или

глутамина e�аминогруппами лизина

или N�концевыми аминогруппами

других белковых молекул описано

для случаев ковалентной агрегации

лиофилизированных препаратов

рибонуклеазы А [17], рекомбинант�

ного соматотропина быка [18] и ин�

сулина [19]. Ковалентная агрегация

лиофилизированных белков может

рассматриваться как частный и

крайний случай трансформации

сложных макромолекул в абсолют�

но нефизиологических условиях.

Естественно, что скорость подобно�

го процесса определяется молеку�

лярным окружением белковой мо�

лекулы. Степень гидратированнос�

ти является важнейшим фактором,

определяющим динамику ковалент�

ной агрегации лиофилизированного

белка [11] и носит выраженный ко�

локолообразный характер: по мере

увеличения гидратированности бел�

ка скорость агрегации сначала резко

возрастает, выходит на плато и столь

же резко падает [15,16]. Предполага�

ется, что на восходящей ветви зави�

симости инкорпорированные моле�

кулы воды увеличивают конформа�

ционную подвижность белков и

диффузию реагирующих соедине�

ний, а также непосредственно

участвуют в процессах повреждения

белков. На нисходящей же части

кривой сказывается влияние эф�

фектов разведения и регидратации

белковых молекул [20]. Не менее

показательны и молекулярные

трансформации растворенных бел�

ков при существенном отличии ус�

ловий раствора от нативных. Так,

плазминоген человека под влияни�

ем кислой среды (рН 4 и менее)

формирует агрегаты, практически

нерастворимые в нейтральной среде

[21]. Присутствие минорных высо�

комолекулярных примесей состав�

ляет своего рода визитную карточку

этого довольно крупного (92 кДа) и

прошитого 24 дисульфидными свя�

зями белка [22]. Для белков, находя�

щихся в растворе, возрастает роль

формирования новых внутримоле�

кулярных связей. Так, ингибитор

карбоксипептидазы из картофеля в

присутствии денатурантов и тиол�

содержащих соединений формирует

от 9 до 14 различных мономолеку�

лярных изомеров [23,24]. Формиро�

вание агрегатов сопровождает инку�

бацию растворенного фибриногена

при низкой температуре, повышен�

ной или пониженной ионной силе,

присутствии чужеродных соедине�

ний. Такая агрегация носит выра�

женный зависимый от времени ха�

рактер с выходом на максимум на

третьи сутки без сколько�нибудь су�

щественного последующего накоп�

ления агрегированной формы [25],

что может рассматриваться как сви�

детельство равновесного характера

ассоциативно�диссоциативного

процесса. С другой стороны, боль�

шая продолжительность времени

как агрегирования, так и ренатура�

ции мономерной формы при пере�

воде белка в нормальные условия

позволяют усомниться в нековале�

нтном характере образуемых фиб�

риногеном ассоциатов. Не менее

показательны и молекулярные

трансформации денатурированных

изоформ ингибитора карбоксипеп�

тидазы из картофеля: при переводе

белка в нормальные условия изо�

мерные формы не ренатурируют, а

пребывают в состоянии равновесия

с нативной изоформрой [21,22].

Последнее обстоятельство позволя�

ет говорить об индуцируемом харак�

тере подобных трансформаций. Из�

вестно, что формирование b�амило�

идов — нерастворимых ассоциатов с

доминирующей долей b�укладки —

сопровождает многие нейродегене�

ративные заболевания, однако в ус�

ловиях in vitro присутствие b�струк�

турированной матрицы индуцирует

алмилоидирование ряда белков, ни�

как не связанных с какими�либо

фолдинговыми заболеваниями [26].

Многие очищенные белки в раство�

ре формируют амилоиды спонтан�

но. В частности, классическим ами�

лоидогенным белком считается ин�

сулин, что придает рассматривае�

мой проблеме особую остроту [27]. 

Приведенные данные позволяют

заключить, что очистка и сколько�

нибудь продолжительное хранение

белковых препаратов как в раство�

ре, так и в обезвоженном состоянии

сопряжены с риском формирования

стабильных моно� и олигомерных

изоформ, существенно отличных от

исходной молекулярной формы. В

случае, если функциональные груп�

пы подобной изоформы в той или

иной мере сохраняют исходную

конформацию, возможно сохране�

ние какого�то подобия функцио�

нальной активности исходного бел�

ка, однако о полноценном участии

подобного белкового образования в

сколько�нибудь сложном регуля�

торном процессе говорить не прихо�

дится. Тяжесть же иммунологичес�

ких последствий формирования по�

добных примесей в белковых препа�

ратах медикаментозного назначе�

ния не поддается даже приблизи�

тельной оценке. Понятно, что при

рассмотрении вопроса о клиничес�

ком применении подобного рода

препаратов проблема предотвраще�

ния формирования новых меж� и
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внутримолекулярных связей прини�

мает особую остроту.

Практическая важность вопроса

о мерах по предотвращению или

торможению постпрепарационных

автоповреждений белков очевидна.

Использование глубокого охлажде�

ния ограничено возможностью ис�

пользования дорогостоящего и не

всегда доступного оборудования. В

контексте рассмотренных молеку�

лярных механизмов становится оче�

видным, что лиофилизация белко�

вых препаратов лишь замедляет, но

не останавливает прохождение ас�

социативных процессов. Теми же

механизмами объясняется и наблю�

даемое при необоснованном выборе

режима интенсивной сушки форми�

рование нерастворимых агрегатов. В

качестве паллиативной меры может

быть предложено применение доро�

гостоящей, но эффективной, техни�

ки глубокого обезвоживания белко�

вых препаратов. Агрегативная инак�

тивация препаратов лабильных бел�

ков, обусловленная абсорбцией ат�

мосферной влаги при отборе образ�

цов из общей массы, хорошо извест�

на биохимикам и также может быть

отнесена к ощутимым недостаткам

лиофилизации. Явное несоответ�

ствие мизерности количества абсор�

бированной влаги и глубины степе�

ни инактивации белка может быть

объяснено сложным характером

процесса, включающего быстрое

формирование высокогидратиро�

ванного поверхностного слоя с пос�

ледующим распространением инду�

цируемой агрегации вглубь белко�

вой массы. По�видимому, схожим

образом объясняется и непредсказу�

емость последствий смешения бел�

ковых препаратов различных пар�

тий наработки. Естественно, что

достоверность результатов проводи�

мых с такого рода препаратами био�

химических, а тем более медико�би�

ологических исследований предс�

тавляется более чем дискуссионной. 

Ввиду широкого разнообразия

белковых структур возможность вы�

работки какой�либо универсальной

стратегии сохранения белковых

препаратов представляется малове�

роятной [11]. Однако понимание

молекулярных механизмов автопов�

реждения белков позволяет обосно�

вать ряд методических подходов, ос�

нованных на стабилизации исход�

ной конформации белка, предотв�

ращении тесного межбелкового

контакта и подавлении нежелатель�

ных химических реакций. Выбор тех

или иных методов и их применение

как по отдельности, так и в комп�

лексе, представляет собой важную

практическую задачу, решаемую со�

образно с индивидуальными осо�

бенностями того или иного белка.

Так, весьма эффективный подход к

решению проблемы стабилизации

белковых препаратов состоит в ис�

пользовании разного рода наполни�

телей, препятствующих межбелко�

вому контакту, обеспечивающих мо�

лекулярное окружение, в той или

иной мере имитирующее нативное,

и блокирующих протекание нежела�

тельных химических реакций. В ка�

честве наполнителей обычно ис�

пользуют гидрофильные соедине�

ния полимерной [15,28,29] или угле�

водной природы [30]. В ряду напол�

нителей углеводной природы особо�

го внимания заслуживает трегалоза,

значительно превосходящая многие

углеводы по гидратному объему и,

как следствие, способности обеспе�

чения требуемого эффекта разбав�

ления [30]. Присутствие в сформи�

рованном стеклообразном матриксе

молекул воды не только способству�

ет имитации нативного окружения

белковой молекулы, но и подавляет

формирование ковалентных связей,

обусловленных переамидированием

остатков аспарагина и глутамина

[19]. Схожий протекторный эффект

достигается формированием белок�

содержащих гелевых композиций на

основе хитозана — деацилирован�

ного производного хитина [31]. На�

равне с достигаемой защитой от

межбелковой конъюгации, немало�

важное достоинство белок�содержа�

щих гелевых линейных и попереч�

но�сшитых структур состоит в регу�

лируемости скорости высвобожде�

ния белка в раствор, позволяющее

получать медикаментозные препа�

раты с различной динамикой пос�

тупления в организм активной бел�

ковой составляющей [32].

Использование солей�стабили�

заторов относится к традиционным

подходам увеличения сохранности

белковых препаратов [33]. Не менее

эффективный подход основан на

увеличении термодинамической

стабильности белковой молекулы

вследствие связывания ею компле�

ментарных лигандов [34]. Так, пре�

параты плазминогена человека лио�

филизируют из буферных систем,

содержащих лизин — лиганд лизин�

связывающих участков плазминоге�

на, препараты же лизоцима эффек�

тивно стабилизируют этиловым

эфиром аргинина [35]. По�видимо�

му, существенный запас стабиль�

ности многих белковых препаратов

заключен в возможности их приме�

нения в форме проформ (профер�

ментов, профакторов и т.п.), как

правило значительно более устой�

чивых, чем активированные белки

[36].

Блокирование химических

реакций формирования новых меж�

и внутрибелковых ковалентных

сшивок составляет важнейшее усло�

вие стабилизации белковых препа�

ратов. Так, S�алкилирование Cys�34

альбумина эффективно препятству�

ет тиол�дисульфидному обмену и

стабилизирует белок, хранимый при

высокой температуре и влажности, а

также транспортируемый в составе

полимерных матриксов [11,15,28].

Поскольку ионогенные группы сох�

раняют ионизированное состояние

после лиофилизации белка, то про�

тонированное состояние тиоловых

групп эффективно блокирует реак�

цию тиол�дисульфидного обмена

[15,16,37]. Для белков, не содержа�

щих свободных тиолов, но подвер�

женных b�элиминированию с пос�

ледующим дисульфидным обменом,

понижение рН раствора перед лио�

филизацией уменьшает вероятность

обоих процессов, существенно по�

вышая стабильность лиофилизиро�

ванного препарата. Окисление сво�

бодных тиолов достигается введени�

ем в раствор каталитических коли�

честв ионов меди [38]. Особую груп�

пу подходов составляют реакции,

направленные на блокирование

процессов, инициируемых альдегид�

ными группами. Вопрос стабилиза�

ции формилированных белковых

препаратов со всей остротой встал

при разработке методов получения

токсоидов — используемых для по�

лучения одноразовых вакцин хими�

чески модифицированных произ�

водных соответствующих токсинов

[39, 40]. Сукцинилирование остат�

ков лизина эффективно предотвра�

щало влагоиндуцируемую агрегацию

формилированных дифтерийного и

столбнячного токсикоидов [39,40].

Стабилизирующий эффект дости�

гался и при введении в препарат ма�

лых количеств сорбитола, блокиро�

вавшего реакционную способность
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шиффовых оснований, а также при

восстановлении лабильных связей

цианборгидридом [11, 39]. Восста�

новление реакционноспособных не�

насыщенных связей давно и успеш�

но применяется в методах иммуно�

ферментного анализа [41] и, по�ви�

димому, целесообразно и для случая

иммобилизации ферментов в стан�

дартной системе белок�носитель —

глутаровый альдегид [42,43]. 

С другой стороны, химическая

модификация отдельных аминокис�

лотных остатков не может не оказы�

вать влияния на конформацию бел�

ка, обусловливая тем самым воз�

можность формирования новых ко�

валентных внутри� и межмолеку�

лярных связей. То же формилирова�

ние столбнячного и дифтерийного

токсинов инициирует агрегацию

белка с образованием отличающих�

ся между собой по стабильности и

реакционной способности ковале�

нтных связей [39,44]. Исследование

молекулярных механизмов образо�

вания инициируемых формальдеги�

дом химических связей показало

как зависимость динамики процес�

са от степени гидратированности

препаратов, так и участие в этом

процессе промежуточных высоко�

реакционных Шиффовых основа�

ний [39]. По�видимому, схожими

процессами обусловлена и относи�

тельно быстрая инактивация фер�

ментов, иммобилизованных на по�

верхности биосенсорных датчиков в

системе сывороточный альбумин —

глутаровый альдегид [42,43], равно

как и неудачные попытки затормо�

зить агрегацию белка введением в

препарат глюкозы или глицерина:

вместо ожидавшегося торможения

скорость агрегации резко возрастала

[33]. Последние явления хорошо

объяснимы таутомерией глюкозы и

способностью глицерина образовы�

вать примеси альдегидов, что обос�

новывает целесообразность исполь�

зования в качестве наполнителей

ди� и олигосахаридов. 

Суммируя изложенный матери�

ал, можно заключить, что пробле�

мы, обусловленные автоповрежде�

нием белковых препаратов, выходят

далеко за рамки биотехнологии и

медицины и требуют для своего ус�

пешного разрешения как понима�

ния механизмов молекулярных

трансформаций, так и учета струк�

турных особенностей каждого конк�

ретного белка.
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М.В.Шевель, С.В. Верьовка 

АВТОУШКОДЖЕННЯ БІЛКОВИХ
ПРЕПАРАТІВ: МОЛЕКУЛЯРНІ МЕХАНІЗМИ 

ТА ШЛЯХИ ЇХ ЗАПОБІГАННЯ

Наведено узагальнені та систематизовані дані про

молекулярні механізми автоушкодження білкових препаратів,

зумовлені переходом зворотньої денатурації у незворотню

внаслідок формування нових внутрішньо� та міжмолекулярних

ковалентних зв'язків. Розглянуто практичні наслідки формування

подібного роду домішок та шляхи запобігання їм. 

M.V.Shevel, S.V.Verevka 

AUTODAMAGE OF PROTEIN PREPARATIONS:
MOLECULAR MECHANISMS AND APPROACHES

FOR PREVENTION

The data on molecular mechanisms of protein autodamage upon

keeping them in non�physiological conditions are represented. Practical

consequences of these transformations as well as approaches for their pre�

vention are discussed.




