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Резюме
Введение. Современные биотехнологические препараты представлены преимущественно высокогликозилированными белками. 
Подавляющее большинство таких препаратов, выпускаемых отечественными биофармацевтическими компаниями, являются 
биоаналогами зарубежных препаратов. Основа разработки таких препаратов – аналитические исследования, направленные на 
подтверждение эквивалентности структур биоаналога и эталона. Наибольшую аналитическую сложность представляют Fc-слитые 
препараты, сочетающие в себе свойства эффекторных белков и кристаллизующегося фрагмента IgG1. Единственным биоаналогом 
такого вида, зарегистрированным в России, является этанерцепт, который был выбран в качестве объекта исследования. Существующие 
классические походы не позволяют точно и достоверно определять гликановый профиль таких препаратов. Разработка подходов и 
принципов таких исследований необходима, так как изменение структуры биоаналога в процессе производства может оказать большое 
влияние на его эффективность и безопасность. 
Цель. Разработка подходов двойного протеолиза, позволяющих провести гликопептидное картирование Fc-слитого белка этанерцепта с 
использованием протеазы Arg-C.
Материалы и методы. Этанерцепт подвергался энзиматическому гидролизу с применением комбинаций трипсина с одной из двух 
протеаз (Arg-C или Asp-N). Образующиеся пептиды идентифицировались методом ВЭЖХ-МС/МСВР. Подтверждение структуры гликанов 
осуществлялось по фрагментным спектрам гликопептидов, полученным в режиме повышенной энергии столкновений (MSE). 
Результаты и обсуждение. Использование комбинации трипсина с Arg-C приводило к надежным результатам. Разработанный подход 
позволил определить большинство участков О-гликозилирования и установить типы О-гликанов этанерцепта. Показано, что для 
эффективного О-гликопептидного картирования необходима стадия N-дегликозилирования. N-гликопептидным картированием были 
идентифицированы основные формы N-гликанов каждого из трех участков N-гликозилирования (N149, N171, N317). Установлено, что 
применение комбинации трипсина с Arg-C позволяет идентифицировать трехантенные формы, несмотря на наличие в образующемся 
пептиде участка О-гликозилирования. Общий профиль N-гликозилирования, выраженный как процент от суммарного отклика всех 
идентифицированных гликоформ, показывает сопоставимость результатов при использовании разработанного подхода.
Заключение. В результате проведенного исследования нами были разработаны подходы гликопептидного картирования, включающие 
использование комбинаций протеаз, которые позволяют надежно и воспроизводимо определять локализацию участков и формы N- и 
О-гликозилирования этанерцепта. Разработанные подходы могут использоваться для проведения исследований сопоставимости 
биоподобных лекарственных средств, оценки качества при изменении технологии производства лекарственных препаратов (ЛП), при 
разработке новых биотехнологических ЛП.
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Abstract
Introduction. Highly glycosylated proteins are the most abundant class of modern biopharmaceuticals. A majority of such therapeuticals 
produced by Russian biopharmaceutical companies is biosimilars. The foundation of biosimilar manufacturing is analytical assessment of structure 
equivalence to an original molecule. Fc-fusions present a challenge due to their structural properties. The only biosimilar of this kind registered in 
Russia is etanercept – a fusion of tumor necrosis factor receptor α and Fc-fragment of IgG1. Existing approaches widely used in protein analysis do 
not allow accurate and reliable description of glycoylation of these proteins. Development of new approaches and principles of such analysis is 
necessary, as the changes in biosimilar’s molecular structure can seriously affect its efficacy and safety.
Aim. Development of double proteolysis approaches for glycopeptide mapping of Fc-fusion protein etanercept using Arg-C protease.
Materials and methods. Etanercept was subjected to enzymatic hydrolysis using trypsin in combination with Arg-C or Asp-N. The resulting 
peptides were analyzed using HPLC-MS system Xevo G2-XS QTOF (Waters Corporation, USA). The conformation of glycan structure was performed 
via analysis of fragment spectra of glycopeptides, acquired with high collision energy mode (MSE). UNIFI (version 1.8) with biopharmasuetical 
assessment setting (Waters Corporation, USA) was used to analyze the peptide maps.
Results and discussion. It was found that using the combination of trypsin with protease Arg-C leads to reliable results Using the developed 
approach we successfully determined the majority of O-glycosylation sites and types of O-glycans. It was shown that for an effective 
O-glycopeptide maping N-deglycosylation stage is required. Most abundant N-glycan structures were identified for each of three N-glycosylation 
sites (N149, N171, N317). It was determined, that the combination of trypsin with Arg-C allows identification of three-antenna forms despite the 
presence of O-glycosylation site on the analyzed peptide. General N-glycosylation profile shows comparability of results for both approaches.
Conclusion. As a result of this research we developed glycopeptide mapping approaches in which a combination of proteases is used. Using these 
methods sites of N- and O-glycosilation and glycofoms of etanercept were accurately and reproducibly determined. Developed procedures can be 
applied to other types of Fc-fusion proteins, making it of broader appeal and benefit to the overall biopharmaceutical industry. These approaches 
provide comprehensive information useful for structure-function studies and of potential value for product comparability measurements and 
possibly even future manufacturing control strategies.
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ВВЕДЕНИЕ
Разработка лекарственных препаратов (ЛП) – те-

рапевтических белков на основе моноклональных  
антител (мАТ) представляет собой одно из наибо-
лее перспективных направлений фармацевтической  
промышленности, что обусловлено высокими по-
казателями их клинической эффективности и спе- 
цифичности при лечении ряда заболеваний. На со-
временном российском фармацевтическом рынке 
главной является тенденция к регистрации не ори-
гинальных препаратов, а биоаналогов – более де-
шевых копий популярных зарубежных ЛП [1]. Со-
временные препараты, имеющие в основе своей 

структуры IgG1, включают моноклональные антите-
ла, биспецифичные антитела, антигенсвязывающие 
фрагменты, токсин иммуно-конъюгаты и Fc-слитые 
белки1.

В связи с особенностями воспроизводства таких 
белков в клетках-продуцентах, для их структуры ха-
рактерно множество пост-трансляционных модифи-
каций (ПТМ), которые возникают естественным об-

1 Cruz E., Kayser V. Major Classes of Biotherapeutics. In: 
Ramzan I., editor. Biologics, Biosimilars, and Biobetters: An Int- 
roduction for Pharmacists, Physicians, and Other Health Practi-
tioners [Internet]. New York: Wiley; 2020. Available at: http://dx.
doi.org/10.1002/9781119564690.ch4. Accessed: 17.11.2022.
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разом1. В то же время, они подвержены химическим 
изменениям в процессе производства и хранения го-
тового ЛП  [2]. К таким модификациям относятся окис- 
ление, дезамидирование, терминальные варианты  
аминокислотной последовательности, гликозилиро-
вание и др.  [3, 4]. Все они могут оказывать сильное 
влияние на безопасность и эффективность ЛП  [5, 6], 
и, следовательно, должны быть тщательно изучены и 
описаны.

Большое количество ПТМ является главной при-
чиной того, что основой регистрации биоаналогов 
служат аналитические исследования, подразумева- 
ющие максимально полную характеризацию струк-
туры препарата-кандидата в сравнении с оригиналь- 
ным ЛП. 

В связи с этим, особый интерес представляют 
Fc-слитые белки, структура которых состоит из эф-
фекторного домена, чаще всего представленного  
эпитопным участком регуляторного белка, и Fc-фраг-
мента иммуноглобулина G1 [7]. Такое строение тера-
певтической молекулы обеспечивает высокую спе- 
цифичность действия и продленный, в сравнении с 
молекулой эффекторного белка, период полувыведе-
ния. Главной особенностью таких ЛП является нали-

1 Colley K. J., Varki A., Haltiwanger R. S., Kinoshita T. Cellu-
lar Organization of Glycosylation. In: Essentials of Glycobiology 
4th edition [Internet]. New York: Cold Spring Harbor Laboratory 
Press; 2022. Available at: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/
NBK579926/ Accessed: 17.11.2022.

чие множественных участков гликозилирования. Из-
менения в профиле гликозилирования существенно 
влияют на фармакокинетические параметры и веро- 
ятность развития побочных реакций [8]. 

Вследствие высокой гетерогенности структуры 
слитых белков, описание особенностей их молеку-
лярного строения требует разработки подходов, спе- 
цифичных к конкретному белку. 

Этанерцепт (Энбрел, Pfizer, Inc.) представляет со-
бой белок, состоящий из двух молекул внеклеточной 
лиганд-связывающей части рецептора фактора некро-
за опухоли альфа (TNFα), каждая из которых сшита с 
кристаллизующимся фрагментом IgG1 человека (ри-
сунок  1). Рецепторная часть молекулы инактивирует 
TNFα, препятствуя развитию вызванного этим цито- 
кином воспалительного процесса. Наличие в струк-
туре этанерцепта Fc-фрагмента IgG1 значительно уд-
линяет его период полувыведения из организма. Об-
ласть Fc содержит шарнирный участок, связующий 
константные регионы IgG1 – домены CH2 и CH3, до-
мен CH1 отсутствует [9, 10].

В связи с особенностями производства этанер- 
цепта в клеточных линиях китайского хомячка, конеч- 
ный продукт представляет собой высокогликозили- 
рованный белок. Теоретические участки гликозили- 
рования (рисунок 1) включают: 2 участка N-гликози- 
лирования и 18 участков O-гликозилирования в 
TNFR-домене, 1  участок N-гликозилирования в Fc-до-
мене. Многообразие числа и видов гликанов опреде-

Рисунок 1. Первичная последовательность и дисульфидные связи этанерцепта. 

Примечание. В первичной последовательности участки N-гликозилирования обозначены синим цветом; участки O-гликозили-
рования обозначены зеленым цветом; в наиболее распространенной протеоформе отсутствует С-концевой остаток лизина (вы-
делено серым цветом); цистеины области межмолекулярных дисульфидных связей выделены красным цветом

Figure 1. Etanercept primary sequence and disulfide bonds.

Note. In the primary sequence, N-glycosylation sites are shown in blue; O-glycosylation sites are shown in green; the most common 
proteoform lacks a C-terminal lysine residue (highlighted in grey); cysteine regions of intermolecular disulfide bonds are highlighted in 
red
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ляет макро- и микрогетерогенность структуры эта-
нерцепта [11, 12].

Исследования, направленные на описание гли-
канового профиля Fc-слитых белков чаще всего про-
водятся методом пептидного картирования на плат- 
форме высокоэффективной жидкостной хромато-
графии тандемной масс-спекрометрии (ВЭЖХ-МС/
МС)  [13–17]. Преимуществом данного метода является 
возможность характеризации сразу нескольких ПТМ 
за один анализ [18]. 

Характеризация гликозилирования с помощью 
пептидного картирования подразумевает расщепле-
ние белка на пептиды перед инструментальным ана-
лизом. Для большинства ЛП мАТ, которые содержат 
консенсусный участок гликозилирования в Fc-регио-
не, достаточным условием является применение клас-
сической протеазы трипсин, расщепляющей амино-
кислотные связи по а.к. аргинин и лизин в тех случаях, 
когда за ними не следует пролин. Обильное содер-
жание этой аминокислоты в TNFR-регионе ограничи-
вает возможности эффективного расщепления трип-
сином на участке R122–R185 последовательности 
этанерцепта [17]. В результате образуются высокомо-
лекулярные пептиды, содержащие несколько участков 
гликозилирования.

Для получения меньших по длине и комплекс-
ности пептидов прибегают к двойному протеоли-
зу. Такой подход включает использование, помимо 
трипсина, других протеаз, усиливающих разрывы по 
характерным для трипсина связям или же имеющих 
комплиментарность к другим остаткам аминокислот. 
Наиболее популярными протеазами являются Asp-N, 
имеющая дополнительную специфичность к аспара-
гиновой кислоте [19, 20], Lys-C, гидролизующая С-кон-
цевые связи с лизином [21] и Glu-С, специфичная к 
глутаминовой кислоте [22].

В данном исследовании, в качестве альтернативы 
предложена эндопротеаза Arg-C, гидролизующая ами-
нокислотные связи по С-терминальному участку а.к. 
аргинин без ограничения по пролину [23]. Для уста-
новления ее эффективности, результаты гликопептид-
ного картирования сравнивали с комбинацией трип-
сина с Asp-N.

Цель исследования: разработка подходов двой-
ного протеолиза, позволяющих провести глико-
пептидное картирование Fc-слитого белка этанерцеп- 
та с использованием протеазы Arg-C.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследуемые образцы биологических препара-

тов перед анализом вынимали из морозильной каме-
ры и размораживали в естественных условиях до тем-
пературы окружающей среды.

Подготовка проб. Этанерцепт (Энбрел лиофили-
зат для приготовления раствора, для подкожного вве-
дения 50 мг, срок годности до 02.2023 года, Pfizer, Inc., 
США) очищали с использованием ультрамембранных 
фильтров Amicon Ultra 0,5 мл – 30 кДа (Merck Millipore, 
Германия). Аликвоту ретентанта, содержащую 20  мкг 
белка в среде 25 мМ ТРИС-буфера (pH 7.5)/0.1 % 

Rapigest (Waters Corporation, США) термостатирова-
ли 15 мин при 80 °С. Дисульфидные связи восстанав-
ливали дитиотреитолом (чистота ≥98 %, Sigma-Aldrich,  
США) (5 мМ в растворе) в течение 20  мин при 60  °С.  
Алкилирование проводили с использованием йод- 
ацетамида (чистота ≥ 99 %, Sigma-Aldrich, США) (15 мМ  
в растворе), 45 мин в темноте.

Для О-гликопептидного картирования предвари-
тельно проводили N-дегликозилирование образца 
гликозидазой F (PNGase F, 10 000 ед/мл, чистота ≥95 %, 
Promega, США). Аликвоту, содержащую 20 мкг бел-
ка, обрабатывали 2 мкл PNGase F (20 мкг белка: 1 мкл 
PNGase F) 4 часа при 37  °С. N-дегликозилированный 
белок очищали с использованием ультрамембранных 
фильтров Amicon Ultra 0,5 мл – 30 кД.

Протеолиз с использованием трипсина (Trypsin 
Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega, США) прово-
дили в среде 50 мМ бикарбоната аммония (рН 7.8) при 
соотношении фермент : субстрат 1 : 20 (w/w), в течение 
4  часов при 37  °С. После трипсинолиза дополнитель-
но проводили второе ферментативное расщепление с  
использованием Arg-C (Arg-C, Seq. Grade, Promega, 
США) или Asp-N (Asp-N, Seq. Grade, Roche, Германия).

Для Arg-C протеолиза предварительно в реакци-
онную смесь добавляли ДТТ до концентрации восста-
навливающего реагента – 5 мМ. Гидролиз проводили  
в течение 4 часов при 37  °С. Соотношение фер-
мент : субстрат составляло 1 : 20 (w/w). 

Протеолиз Asp-N проводили при соотношении 
фермент : субстрат 1 : 20 (w/w), в течение 16 часов, 
37 °С.

Ферментативные реакции терминировали закис-
лением рН среды, центрифугировали и переносили 
надосадочную жидкость в виалы для инструменталь-
ного анализа.

Основное оборудование. Хроматограф жидкост-
ной Waters Acquity UPLC с квадроуполь-времяпро-
летным масс-спектрометрическим детектором Xevo 
G2-XS QTof (Waters Corporation, США). 

Программно-аппаратный комплекс сбора и об-
работки результатов MassLynx Software версии 4.1 
(Waters Corporation, США).

Данные обрабатывались с помощью ПО UNIFI 
(версия 1.8) с опцией для биофармацевтических ис-
следований (Waters Corporation, США) в автоматиче-
ском и ручном режиме. Аннотация модифицирован-
ных пептидов осуществлялась по диагностическим 
B- и Y-ионам гликанов, а.к. последовательность под-
тверждалась по соотнесению сиквенс-специфичных 
b- и y-ионов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ О-гликопептидов этанерцепта

Для уменьшения комплексности образцов пред-
варительно гидролизу трипсин/Arg-C было проведе-
но удаление N-гликанов с помощью эндогликозидазы 
PNGase F. 
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Фрагментные масс-спектры в MSE-режиме об-
разованы диссоциацией активированной соударе- 
ниями с инертным газом, что позволяет идентифици-
ровать принадлежность пептида к гликозилирован-
ному виду по присутствию специфичных фрагментов  
остатков сахаров, оксониум-ионов [24, 25]. Как пока-
зано на рисунке 2 и в таблице 1 после ВЭЖХ-МСВР 
анализа исследуемого гидролизата было обнаруже-
но 4  вида О-гликозилированных пептидов, три из ко-
торых локализованы в связующем регионе (Т18, Т19, 
Т22) и один в области эффекторного домена этанер-
цепта (Т1). Спектры MSE обнаруженных гликопеп- 
тидов исследовались вручную для подтверждения  
постулируемых структур.

Идентифицированные виды гликопептидов эта-
нерцепта содержат О-гликаны с ядром типа 1 (C1) 
состава H1N1–Ser/Thr, удлиненного одной или дву-
мя остатками сиаловой кислоты (рисунок 2). Пепти-
ды LPAQVAFTPYAPEPGSTCR (T1), SMAPGAVHLPQPVSTR 
(T19) и THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK (T245) являются 
продуктами разрыва по специфичным трипсину свя-
зями, были идентифицированы ранее в комбиниро-
ванных гидролизатах [17, 20]. О-гликопептид T1 имеет 
три потенциальных участка гликозилирования, кото-
рые представлены О-гликановыми формами N1H1S1 
и N1H1S1 в положении T8 [26]. Пептид T19 имеет три 
потенциальных участка. Два участка гликозилирова-
ны в положениях S186, S199, S200 [17] структурами 

N1H1S1, N1/N1H1S1, N1H1/N1H1S1 и N1H1S1/N1H1S1. 
Гликопептиды T22 шарнирного региона представле-
ны видами N1H1S1 и N1H1S2, которые располагают-
ся на единственном участке T245. Согласно предыду-
щим исследованиям О-гликозилирование шарнирной 
области не было описано для IgG1, в то время как для 
Fc-слитых белков сообщалось о присутствии несколь-
ких модифицированных участков [15–17, 20]. 

Пептиды T18 являются продуктами Arg-C-рас-
щепления и гликозилированы формами N1H1S1 и 
N1H1S2. В исследовании [17] были идентифицирова-
ны три формы триптического пептида С(121)–R(185), 
содержащие единственное ядро С1 после десиалиро-
вания образцов. Вследствие высокой молекулярной 
массы исследуемого пептида, а также наличия мно-
жественных остатков пролина достоверно установить 
участок О-гликозилирования в исследовании [17] не 
удалось.

В ферментативном гидролизате Arg-C пептид T18 
представлен в свободном и гликозилированном ви-
дах. На рисунке 3 представлены комбинированные 
MSE-фрагментные спектры деконволюции пептида T18 
(А) и его гликозилированного варианта (Б). Серии b-  
и y-ионов обоих фрагментных спектров подтвер-
ждают аминокислотную последовательность T18. Как 
показано на рисунке 3 (Б) фрагментация молекуляр-
ного иона гликопептида T18 (RT 24.12, m/z 1180.8611, 
3+) демонстрирует присутствие гликана по характер-

Таблица 1. Идентификация О-гликопептидов этанерцепта

Table 1. Etanercept O-glycopeptides identification

Пептид/вид О-гликозилирования
Peptide/O-glycosylation type

Состав
Content

RT
[M + H]+

b/y
(Δppm)

T1
LPAQVAFTPYAPEPGSTCR

н/м
n/m

24.71 2062.0062(0.0) 29

LPAQVAFTPYAPEPGSTCR N1H1S1 23.88 2718.2364(0.9) 12
LPAQVAFTPYAPEPGSTCR N1H1S2 23.75 3009.3310(0.6) 13

T18
PHQICNVVAIPGN*ASMDAVCTSTSPTR

н/м
n/m

23.72 2884.3421(1.2) 39

PHQICNVVAIPGN*ASMDAVCTSTSPTR N1H1S1 24.12 3540.5687(0.7) 28
PHQICNVVAIPGN*ASMDAVCTSTSPTR N1H1S2 25.06 3831.6641(0.6) 18

T19

SMAPGAVHLPQPVSTR
н/м
n/m

19.63 1647.8623(-0.7) 4

SMAPGAVHLPQPVSTR N1H1/N1H1S1 18.83/19.33
2669.2248(0.5)
2669.2237(0.1)

10/9

SMAPGAVHLPQPVSTR N1/N1H1S1 20.02 2507.1713(0.3) 8
SMAPGAVHLPQPVSTR N1H1S1/N1H1S1 20.23 2960.3213(0.9) 12
SMAPGAVHLPQPVSTR N1H1S1 20.73 2304.0920(0.4) 10

T22
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK

н/м
n/m

31.35 2844.4581(0.2) 36

THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK N1H1S1 32.90 3500.6875(0.7) 29
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK N1H1S2 34.74 3791.7825(0.5) 12

Примечание. Моноизотопные массы (M + H+) получены с использованием алгоритма MaxEnt 3, реализованным в ПО UNIFI. Времена 
удерживания соответствуют вершине пика выделенной ионной хроматограммы для каждого иона-прекурсора. Символом «*» отмечены 
участки аспарагина, дезамидированного в аспарагиновую кислоту после удаления N-гликанов. Сокращение «н/м» – немодифицированный 
пептид.

Note. Monoisotopic masses (M + H+) were obtained using the MaxEnt 3 algorithm implemented in the UNIFI software. The retention 
times correspond to the top of the peak of the isolated ion chromatogram for each precursor ion. The symbol "*" marks the areas of asparagine 
deamidated to aspartic acid after the removal of N-glycans. The abbreviation "n/m" is an unmodified peptide.
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ным низкомолекулярным оксониум-ионам m/z 204 
(HexNAc+), m/z 366 (HexHexNAc+) и m/z 274 (NeuAc+). 
Пики [M + H]+ ионов 3249.4744 а.е.м., 3087.84207 а.е.м. 
и 2884.3401  а.е.м. свидетельствуют о разрывах Y-ти-
па и наличии в структуре пептида моносиалирован-
ного гликана состава N1H1S1. На расположение гли-
козилированного участка в позиции T26 пептида  
(T184 а.к. цепи этанерцепта) указывает присутствие 
y3-иона, кэппированного остатком HexNAc и видов 
с последовательным удлинением углеводной цепи 
остатками гексозы и нейраминовой кислоты.

Два дополнительных пика, обозначенных на ри-
сунке 2 символом «*» представляют собой укорочен-
ные варианты пептида T18 по дополнительному участ-
ку H160/Q161. Набор гликозилированных по участку 
T184 вариантов пептида Q161–M174 идентичен пол-
норазмерному пептиду.

Гликопептиды высокогликозилированного регио- 
на TNFRSQHTQPTPEPSTAPSTSFLLPMGPSPPAEGSTGDE
PK идентифицированы не были, что согласуется с ли-
тературными данными [20]. Данный участок может 
содержать до 11-ти потенциальных сайтов O-глико-
зилирования, и был идентифицирован только после 
предварительного отщепления терминальных сиало-
вых кислот [17, 27].

Отсутствие гликозилирования на некоторых по-
тенциальных участках можно объяснить конфор-
мационными особенностями белка. В ходе «сбор-
ки» гликанов в эндоплазматическом ретикулуме и 
аппарате Гольджи часть сайтов гликозилирования 
может оказаться недоступной для ферментов син-
теза гликанов, а, следовательно, участки остаются 
незанятыми. 

Для сравнения эффективности подхода трипсин/
Arg-C был проведен ферментативный гидролиз с ис-
пользованием комбинации трипсин/Asp-N. На рисун-
ке  4 представлены данные относительного содержа-
ния О-гликопептидов этанерцепта, полученные при 
разных способах протеолиза. 

Пептиды T1/D1 и T22/D34 показали наименьшую 
выраженность сиалирования. Относительное содер-
жание гликозилированных форм T1/D1 суммарно со-
ставляло 5.9 % (Asp-N) и 6.6 % (Arg-C), гликозилиро-
ванных видов Т22 – 5.4 % (Asp-N) и 6.3 % (Arg-C). Более 
половины видов пептидов T18/D28 было гликозили-
ровано согласно полученным данным: 46.7 % N1H1S1 
и 11.2 % N1H1S2 для протеолиза Asp-N, 48.6 % N1H1S1  
и 11.4 % N1H1S2 для протеолиза Arg-C. Агликон пеп- 
тида T19/D29 детектировался на уровне менее 0.1 % 
при использовании обоих подходов. При этом наи-
более выраженными были дважды гликозилирован-
ные виды данного гликопептида: N1H1S1/N1H1S1 
64.6 % (Asp-N) или 67.6 % (Arg-C) и N1H1/N1H1S1 17.4 % 
(Asp-N) или 16.4 (Arg-С).

Следует отметить, что пептиды с дополнитель-
ным участком разрыва в положении H160/Q161 на-
блюдались также и в Asp-N/трипсин гидролизатах 
этанерцепта. 

N-гликопептидное картирование 

Исследование участков N-гликозилирования про-
водилось без предварительного десиалирования для 
возможности идентификации N-гликанов этанерцеп- 
та в нативном состоянии. 

Рисунок 2. Масс-хроматограмма оксониум-ионов остатков моносахаридов (204.087+, 366.14+, 274.092+, 292.103+, 657.235+, 819.288, 
0.005 ppm), полученная после ВЭЖХ-МСВР анализа гидролизата трипсин/Arg-C + PNGase F.

Примечание. Оксониевые ионы с m/z = 204 и 366 соответствуют общим структурам [HexNAc]+ и [HexHexNAc]+ соответственно.  
Ионы с m/z = 292, 274 и 657 соответствуют сиалированным видам [Neu5Ac]+, [Neu5Ac-H2O]+ и [HexNAcHexNeu5Ac]+. Символом «*» 
отмечены пептиды образованные разрывом связи H160/Q161

Figure 2. Mass chromatogram of oxonium ions of monosaccharide residues (204.087+, 366.14+, 274.092+, 292.103+, 657.235+, 819.288, 
0.005 ppm) obtained after HPLC-HRMS analysis of trypsin/Arg-C + PNGase F hydrolyzate.

Note. Oxonium ions with m/z = 204 and 366 correspond to the general structures [HexNAc]+ and [HexHexNAc]+, respectively. Ions with 
m/z = 292, 274 and 657 correspond to the sialylated species [Neu5Ac]+, [Neu5Ac-H2O]+ and [HexNAcHexNeu5Ac]+. The symbol "*" marks 
the peptides formed by the cleavage of the H160/Q161 bond
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Fc-домен этанерцепта гликозилирован на участке 
N317, включенном в состав пептида EEQYNSTYR. Пеп- 
тиды TNFR-региона, полученные в результате трипсин/
Arg-C гидролиза, PGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSSTDICR 
и PHQICNVVAIPGNASMDAVCTSTSPTR, гликозилирова-
ны в положениях N149 и N171 соответственно. Спи-
сок идентифицированных гликопептидов гидролизата 
трипсин/Arg-C представлен в таблице 2.

Профиль N-гликозилированных пептидов N-317 
типичен для Fc-фрагмента большинства монокло-
нальных антител, где основные типы гликанов пред-
ставляют собой преимущественно несиалированые 
формы и однократно сиалированнный дигалактозили-
рованный гликан G2F + S1. Обнаруженные гликановые 
структуры TNFR наоборот представляли в основном 

сиалированные виды. Участок N149 в большей степе-
ни гликозилирован афукозилированными, сиалиро-
ванными гликанами и их вариантами, содержащими 
фукозу на первичном остатке N-ацетилглюкозамина. 
При использовании предложенного подхода с Arg-C 
на участке N149 была идентифицирована однократно 
галактозилированная и сиалированная гликоформа 
(G1F + S1), о присутствии данного вида гликозилиро-
вания так же сообщалось в предыдущих исследова- 
ниях [19, 20].

Особенностью подхода трипсин/Arg-C является 
идентификация пептидов, содержащих одновременно 
N-гликозилированный участок N171 и О-гликозилиро-
ванный участок T184. На рисунке 5 представлена точ-
ная масс-хроматограмма выделенных максимальных 
ионов гликопептидов N171. 

Рисунок 3. Комбинированные MSE-спектры деконволюции пептида Т18 (А) и его гликозилированного варианта (Б) в гидролизате 
Arg-C 

Figure 3. Combined MSE deconvolution spectra of T18 peptide (А) and it’s glycosylated variant (В)
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Рисунок 4. Относительное содержание О-гликозилированных участков этанерцепта в комбинированных гидролизатах трипсин/
Arg-C и трипсин/Asp-N 

Figure 4. Relative content of O-glycosylated sites in combined hydrolyzites trypsin/Arg-C and trypsin/Asp-N

Таблица 2. Гликоформы пептидов этанерцепта, идентифицированные в гидролизатах трипсин/Arg-C 

Table 2. Etanercept glycopeptides, identified in trypsin/Arg-C hydrolisates

Вид
Type

[M + H]+ (Δppm), RT (мин)
[M + H]+ (Δppm), RT (min)

EEQYNSTYR PGTETSDVVCKPCAPGTFSNTTSSTDICR PHQICNVVAIPGNASMDAVCTSTSPTR
N317 N-149 N-171 N-171/T-184

Man5 2405.9311(-1.6), 6.64 4361.7995(-2.4), 17.17 4099.7709(-1.6), 21.13
4755.9954(-2.0), 22.07*

–&

G0 2487.9857(-0.9), 7.02 4443.8511(-2.7), 17.23 – –
G0-GN 2284.9039(-2.1). 7.02 – –

G0F 2634.0443(-0.6), 7.27 4589.9069(-3.1), 17.17 4327.8793(-2.1), 21.23
4984.1061(-2.0), 22.14*
5275.2045(-1.3), 23.58&

G0F-GN 2430.9633(-1.3), 7.27 4124.8020 (-1.7), 21.23
4781.8102(-2.5), 22.11*
5072.1248(-1.4), 23.66&

G1 2650.0383(-0.9), 7.03 4605.9035(-2.7), 17.16 – –
G1-GN – 4402.8287(-1.8), 17.12 – –

G1F 2796.0970(-0.6), 7.26 4751.9623(-2.4), 17.11 4489.9317(-2.1), 21.20
5146.1614(-1.5), 22.10*
5437.2547(-1.8), 23.53&

G1F-GN 2593.0171(-0.9), 7.26 4548.8856(-1.9), 17.06 4286.8622(0.1), 21.16
4943.0845(-1.0), 22.06*

–&

G1F+S1 – – 4780.9935 (2.3), 23.21
5437.2540(-1.9),24.23*
5728.3518(-1.4), 25.81&

G2 – 4767.9574(-2.4), 17.12 – –

G2F 2958.1485(-1.0), 7.28 4914.0169(-2.0), 17.05 4651.9866(-1.6), 21.08
5308.2216(0.0), 21.62*
5599.3065(-1.9), 23.37&

G2+S1 – 5059.0548(-1.8), 18.69 – –

G2F+S1 3249.2443(-0.8), 9.32 5205.1113(-2.1), 18.61 4943.0766(-2.6), 23.08
5599.3205(0.6), 22.73*
5890.3997(-2.2), 25.63&

G2+S2 – 5350.1521(-1.4), 20.48 – –

G2F+S2 –
5496.2105(-1.3), 20.37

5234.1790(-1.1), 25.44
5890.4204(1.3), 23.86*
6181.4959(-1.9), 28.21&5496.2252(1.4), 20.75

G3F+S1 – 4453.7520(-3.4), 17.66 5308.2089(-2.4), 22.34 –
G3F+S2 – – 5599.3070(-1.8), 25.16 –

Примечание. Моноизотопные массы (M + H+) получены с иcпользованием алгоритма MaxEnt 3, реализованным в ПО UNIFI. Времена 
удерживания соответствуют вершине пика выделенной ионной хроматограммы для каждого иона-прекурсора. Надстрочными символами 
отмечены гликопептиды, содержащие дополнительный участок О-гликозилирования в положении Т184 состава N1H1S1 «*» или N1H1S2 «&».

Note. Monoisotopic masses (M + H+) were obtained using the MaxEnt 3 algorithm implemented in the UNIFI software. The retention times 
correspond to the top of the peak of the isolated ion chromatogram for each precursor ion. Superscript symbols mark glycopeptides containing an 
additional O-glycosylation site at position T184 of the composition N1H1S1 "*" or N1H1S2 "&".
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Образующиеся N-гликопептиды представляли со-
бой формы G2F, моно- и дисиалированные вариан-
ты G2F, менее интенсивными вариантами были Man5, 
G0F, G1F и G1F + S1. Дополнительно были идентифи-
цированы гибриды, представляющие собой те же ва-
рианты N-гликопептидов N171 с дополнительным 
участком О-гликозилирования в положении T184, ок- 
купированным видами N1H1S1 (*) и N1H1S2 (&).

Хроматографическое разделение основных гли-
копептидов N171 на обращенной фазе достигается за 
счет присутствия терминальных сиаловых кислот, ко-
торые сильнее удерживаются и элюируют позднее. 
Несиалированные формы разделяются в соответст- 
вии с количеством галактозных единиц [28, 29].

Согласно данным О-гликопептидного картиро-
вания было установлено, что ~40 % пептидов N171 
ферментативного гидролизата трипсин/Arg-C пред-
ставлены в свободном виде, тогда как О-гликози-
лированные варианты представляли собой ~50 % 
и ~10 % видов N1H1S1 и N1H1S2 соответственно. Как 
видно из рисунка 6 данное соотношение сохраняется 
для гибридных N- и О-гликоформ. Присутствие пеп- 
тида, содержащего свободный участок Т184, позво-
ляет использовать подход трипсин/Arg-C для прове-
дения оценки относительного содержания N-глико-
форм участка N171.

Для сравнения эффективности подхода трип-
син/Arg-C был проведен ферментативный гидролиз 
с использованием комбинации трипсин/Asp-N. На 
рисунке  7 приведены данные оценки относитель- 
ного содержания гликозилированных форм пепти-
дов этанерцепта, идентифицированных в образ-
цах, полученных при различных способах фермен- 
толиза.

Результаты количественной оценки профилей 
N-гликозилированных участков этанерцепта с ис-
пользованием двух подходов демонстрируют сход-
ные результаты. Следует отметить, что для оценки 
N-гликопептидов N171 в гидролизате трипсин/Arg-C 
использовался пептид, не содержащий О-гликанов. 

Разработанный подход может стать альтернати-
вой классическим методам проведения фермента-
тивного гидролиза для пептидного картирования.  
Преимуществом использования Arg-C служит ее  
большая коммерческая доступность в сравнении с 
Asp-N. При этом разработанный подход обладает 
схожей эффективностью ферментолиза и достовер-
ностью результатов. 

Из данных следует, что эффективность иденти-
фикации отдельных сайтов гликозилирования мето-
дом ВЭЖХ-МСВР затрудняется с увеличением числа 
гликозилированных сайтов, включенных в индиви-

Рисунок 6. Соотношение О-гликозилированных форм на участке Т184 с указанием формы N-гликана N171 

Figure 6. The ratio of O-glycosylated forms at the T184 site indicating the form of N-glycan N171

Рисунок 5. Масс-хроматограмма N-гликопептидов участка N171 гидролизата трипсин/Arg-C. 

Примечание. Символами «*» и «&» обозначены смешанные формы гликопептидов, содержащие дополнительный О-гликан вида 
N1H1S1 или N1H1S2 соответственно 

Figure 5. Chromatogramm of site N171 N-glycopeptides in trypsin/Arg-C hydrolysite.

Note. The symbols "*" and "&" denote mixed forms of glycopeptides containing an additional O-glycan of the N1H1S1 or N1H1S2 type, 
respectively
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дуальный пептид. Использование комбинаций трип-
сина и эндопротеиназ минимизирует комплексность 
образцов. Ограничением подхода трипсин/Arg-C 
является образование N/O-гликозилированного 

пептида. Однако после проведения предваритель-
ного О-гликопептидного картирования N-гликофор-
мы данного участка могут быть идентифицированы 
однозначно. 

Рисунок 7. Сравнение относительного количества (%) гликозилированных форм пептидов этанерцепта, содержащих участки 
гликозилирования в положениях N149 (А), N171 (Б), N317 (В), в ферментативных гидролизатах

Figure 7. Comparison of relative content (%) of peptides, glycosylated at N149 (А), N171 (B), N317 (C) sites obtained using both approaches
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования нами 

были разработаны подходы гликопептидного карти-
рования, включающие использование комбинации 
протеаз трипсин и Arg-C, которые позволяют надеж-
но и воспроизводимо определять локализацию участ-
ков и формы N- и О-гликозилирования этанерцепта. 
Результаты научной работы могут использоваться для 
проведения исследований сопоставимости биоподоб-
ных лекарственных средств, оценки качества при из-
менении технологии производства ЛП, при разработ-
ке новых биотехнологических ЛП.
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