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Резюме
Введение. Сверхэкспрессия рецептора HER2 ассоциирована с агрессивным течением онкологических заболеваний и 
неблагоприятным прогнозом. Традиционная иммуногистохимическая диагностика имеет ряд ограничений, включая 
инвазивность, невозможность оценки гетерогенности опухоли и тотального распространения процесса. Перспективной 
альтернативой является радионуклидная визуализация с использованием каркасных таргетных белков DARPin G3. 
По результатам доклинических исследований препарат 99mTс[Tc]-G3-(G3S)3C был предложен для проведения I  фазы 
клинических исследований. Экспериментальный препарат представляет собой стерильный лиофилизат химического 
предшественника в одном флаконе и должен соответствовать требованиям ОФС 1.11.0005 «Химические предшественники  
для радиофармацевтических лекарственных препаратов» и ОФС 1.7.1.0007.15 «Лекарственные средства, получаемые 
методами рекомбинантных ДНК» Государственной фармакопеи РФ XV издания.
Цель. Целью настоящего исследования была разработка подходов и методик контроля качества белка DARPin  
G3-(G3S)3C, входящего в состав разработанной композиции лиофилизата химических предшественников для получения 
99mTс-содержащего препарата для радионуклидной визуализации гиперэкспрессии HER2 в злокачественных опухолях
Материалы и методы. Объектом исследования явился лиофилизат, содержащий DARPin G3-(G3S)3C со вспомогательными 
веществами. Для регистрации масс-спектров белка использовали ВЭЖХ с тандемным масс-спектрометром, снабженным 
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источником ионизации электрораспылением. Вертикальный электрофорез с натрия додецилсульфатом (SDS) в 
полиакриламидном геле с концентрацией акриламида 15 % проводили при напряжении 110 В в течение 2 ч. В качестве 
красящего раствора использовали раствор кумасси В-250. Тандемную масс-спектрометрию проводили с помощью 
системы ВЭЖХ с масс-спектрометром посредством наноэлектроспрейного источника. При корреляции аминокислотной 
последовательности карбамидометилирование Cys, деамидирование Asn/Gln и окисление Met учитывались как 
вариабельные модификации. Для определения количества белка в лиофилизате был использован спектрофотометрический 
метод при длине волны 280 нм. Валидационная оценка разработанной методики проводилась в соответствии с 
требованиями ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических методик» Государственной фармакопеи РФ XV издания.
Результаты и обсуждение. Подлинность и чистота DARPin G3-(G3S)3C была подтверждена с использованием ВЭЖХ-МС.  
Молекулярная масса мономера согласуется с расчетной и составила 14075,9 Да с точностью до 0,5 Да, чистота белка  
была близка к 100 %. Для определения подлинности и чистоты DARPin G3-(G3S)3C методом электрофореза в 
полиакриаламидном геле предложено использовать 2 мкг и 20 мкг белка соответственно. Рассчитанная молекулярная 
масса белка составила 13,58 ± 0,82  кДа. В лиофилизате содержание примеси гомодимера, определенной электрофорезом 
в полиакриламидном геле, не превышало 3 %, другие белковые примеси наблюдались в количестве не более 1 %. 
Чистота белка, установленная методом ВЭЖХ-МС/МС для анализа первичной структуры, составила 98 %. Перекрытие 
аминокислотной последовательности целевого белка с идентифицированными пептидными фрагментами составило  
100 %. В результате анализа гидролизата белка было идентифицировано более 700 его пептидных фрагментов (значение 
–10LоgP – более 20). Разработанная методика УФ-спектрофотомерии соответствует валидационным требованиям и
позволяет определять количественного содержание белка DARPin G3-(G3S)3C в лиофилизате ±10 % от номинального 
содержания.
Заключение. Для определения показателя «подлинность» нового химического предшественника белка DARPin G3-(G3S)3C  
в составе лиофилизата для получения 99mTс-содержащего препарата для радионуклидной визуализации гиперэкспрессии  
HER2 в злокачественных опухолях были предложены методики масс-спектрометрии, пептидного картирования, 
электрофорез в полиакриламидном геле. Для показателя «родственные примеси» – методика электрофореза в 
полиакриламидном геле. Для определения показателя «количественное определение» – методика УФ-спектрофотометрии. 
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Abstract
Introduction. Overexpression of the HER2 receptor is associated with aggressive cancer progression and poor prognosis.  
Traditional immunohistochemical diagnostics have a number of limitations, including invasiveness, inability to assess tumor 
heterogeneity, and total spread of the process. A promising alternative is radionuclide imaging using targeted scaffold  
DARPin G3 proteins. Based on the results of preclinical studies, the drug 99mTc[Tc]-G3-(G3S)3C has been proposed for Phase 
I clinical trials. The experimental drug is a sterile lyophilizate of a chemical precursor in a single vial and must comply with the 
requirements of OFS 1.11.0005 "Chemical Precursors for Radiopharmaceuticals" and OFS 1.7.1.0007.15 "Medicinal Products  
Obtained by Recombinant DNA Methods."
Aim. The aim of the present study was to develop approaches and techniques for quality control of DARPin G3-(G3S)3C protein 
included in the developed composition of chemical precursor lyophilizate lyophilizate for preparation of 99mTc-containing 
preparation for radionuclide imaging of HER2 overexpression in malignant tumors
Materials and methods. A lyophilizate containing DARPin G3-(G3S)3C with excipients was prepared for quality control. 
HPLC with a tandem mass spectrometer equipped with an electrospray ionization source was used to record mass spectra. 
Vertical electrophoresis with SDS in a heterogeneous buffer system was carried out in a polyacrylamide gel with an acrylamide 
concentration of 15 % at 110 V for 2 hours. Coomassie B-250 solution was used as the dye solution. Peptide mapping was 
performed using an HPLC system with a mass spectrometer via a nano-electrospray source. When correlating the amino acid 
sequence, carbamidomethylation of Cys, deamidation of Asn/Gln and oxidation of Met were counted as variable modifications.  
UV spectrophotometry was performed to determine the Quantification index at a wavelength of 280 nm. Validation evaluation  
of the developed method was carried out in accordance with the requirements of OFS.1.1.0012 "Validation of analytical methods".
Results and discussion. The authenticity and purity of DARPin G3-(G3S)3C was confirmed using HPLC-MS. The purity of the  
protein was close to 100 %. Application of 2 μg of protein for electrophoresis in polyacrylamide gel showed a distinct stain  
allowing the authenticity of DARPin G3-(G3S)3C to be established. To determine the homodimer impurity, 10 μg of protein  
should be applied. The purity of the protein established by the peptide mapping method is 98 %. More than 700 variations  
of peptide fragments were identified by protein hydrolysate analysis. The value of –10LogP was more than 20. The developed  
UV-visible spectrophotometry technique meets the validation requirements and allows the quantification of DARPin G3-(G3S)3C 
protein in the lyophilizer ±10 % of the nominal content.
Conclusion. To determine the "Genuineness" of a new chemical precursor of DARPin G3-(G3S)3C protein in the lyophilizate  
for the preparation of 99mTc-containing preparation for radionuclide imaging of HER2 overexpression in malignant tumors  
the following methods were proposed: mass spectrometry, peptide mapping, electrophoresis in polyacrylamide gel. For 
the indicator "Related impurities" – the technique of electrophoresis in polyacrylamide gel. For the indicator "Quantitative 
determination" the method of UV-spectrophotometry. 

Keywords: malignant tumors, HER2, radionuclide diagnostics, DARPin G3, quality control
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ВВЕДЕНИЕ
Рецепторы семейства эпидермального фактора 

роста представляют собой тирозиновую протеинки- 
назу и отвечают за процессы деления, дифференци- 
рования и апоптоза в нормальных и опухолевых 
клетках  [1, 2]. Рецептор HER2 (человеческий эпидер-
мальный фактор роста типа 2) часто демонстрирует 
сверхэкспрессию при различных онкологических за-
болеваниях. Это связано с повышенной агрессивно-
стью опухолей и неблагоприятным прогнозом для 
пациентов [3]. Для применения терапии зарегистри- 
рованными HER2-таргетными препаратами необходи-
мо определение уровня экспрессии рецептора. В слу-
чае недостаточно высокой экспрессии мишени про-
тивоопухолевый эффект может отсутствовать, а риск 
побочных эффектов для пациента повышается. Одним 
из методов диагностики уровня экспрессии HER2 явля- 
ется иммуногистохимический метод, который осно- 
ван на биопсии [1, 4]. Такой метод имеет ряд недостат-
ков, среди которых невозможность определения рас-
пространенности опухолевого процесса, высокая сте-
пень гетерогенности экспрессии HER2 в опухолевой 
ткани, трудности забора биопсийных образцов при 
множественных метастазах [5].

В качестве альтернативы определению HER2-ста-
туса у пациентов было предложено использовать ра-
дионуклидную молекулярную визуализацию экспрес-
сии HER2 in vivo [6, 7].

Наиболее перспективными в этом плане являют- 
ся каркасные белки (или скаффолды), которые по 
сравнению с анти-HER-моноклональными антителами  
(трастузумабом, пертузумабом и др.) обеспечивают 
более высокую контрастность изображения в корот-
кие сроки (2–4 ч после инъекции) [8, 9].

Перспективными для разработки таргетных ра-
диофармацевтических лекарственных средств для 
визуализации молекулярных мишеней считаются ре- 
комбинантные белки с анкириновыми повторами  
(DARPin)  [10–12]. DARPin – это сконструированные  
белки с высокой аффинностью и стабильностью, 
структурная основа которых состоит из множест- 
ва анкириновых повторов. Каждый такой повтор, 
как правило, включает 33 аминокислотных остат-
ка, формирующих β-поворот и пару антипараллель-
ных α-спиралей. При объединении повторы обра-
зуют правозакрученную соленоидную структуру: ее 
внутренняя часть представляет собой гидрофобное 
ядро, а внешняя поверхность обладает гидрофиль-
ными свойствами, обеспечивая взаимодействие с 
растворителем [13]. 

Небольшой размер молекулы DARPin (14–18  кДа) 
облегчает локализацию в опухоли, что является пре-
имуществом при разработке препаратов для визуа-
лизации. Также стоит отметить стабильность DARPin 
в широком диапазоне рН и температуры, что позво-
ляет использовать широкий спектр методов мечения 
радионуклидами [14]. Ранее Goldstein et al. показали 
способность DARPin, меченных 111In и 125I, визуализи- 
ровать экспрессию HER2 в ксенотрансплантатах опу-
холей человека у мышей [15]. Дальнейшие исследо- 

вания показали, что вариант DARPin G3 является луч-
шим вариантом для разработки агентов для радио- 
нуклидной визуализации HER2-экспрессии [16].

В I фазе клинических исследований был изучен 
DARPin G3, меченный трикарбонилом одновалентно- 
го технеция, – [99mTc]Tc-(HE)3-G3 [17]. Было установле- 
но, что применение [99mTc]Tc-(HE)3-G3 для радионук- 
лидной визуализации безопасно при воздействии 
на пациентов. С помощью диагностической визуали-
зации с применением (HE)3-G3, меченного 99mTc, уда-
лось четко визуализировать HER2-экспрессирующий 
рак молочной железы уже через 2–4 ч после введе- 
ния препарата. Метод позволил достоверно диффе- 
ренцировать HER2-положительные и HER2-отрица-
тельные опухоли. Недостатками этого эксперимен-
тального радиофармпрепарата для клинического при-
менения являются сложная технология получения с 
последующей хроматографической очисткой от ра-
диохимических примесей. В следующих исследова-
ниях по улучшению DARPin G3 для мечения техне- 
цием-99м  [18] был создан вариант DARPin G3 с хелато- 
ром глицил-глицил-глицил-серил-цистеином (GGGSС), 
соединенным посредством дважды повторяющегося  
линкера триглицил-серил-(G3S)2 на С-концевой по- 
следовательности белка. Этот вариант белка получил 
наименование G3-(G3S)3C. По результатам доклини-
ческих исследований предложенная структура, ме-
ченная технецием-99м, показала способность спе- 
цифически и высокоафинно связываться с HER2-экс-
прессируемыми опухолевыми клетками человека in 
vitro, специфически накапливаться в ксенотрансплан- 
татах человеческих опухолей с HER2-экспрессией in 
vivo [19]; также 99mTс[Tc]-G3-(G3S)3C был предложен для 
пилотных клинических исследований (NCT05923268). 

Экспериментальный препарат представляет со-
бой стерильный лиофилизат химического предшест- 
венника в одном флаконе, содержащий необходимое 
количество белка G3-(G3S)3C и вспомогательные ве-
щества  [20], при добавлении к которому натрия пер-
технетата (99mTс) с последующей инкубацией при на-
гревании и стерилизацией получается готовый для 
использования раствор.

Требования к качеству химического предшест- 
венника регламентируются ОФС 1.11.0005 «Химиче-
ские предшественники для радиофармацевтических 
лекарственных препаратов» Государственной фарма-
копеи РФ XV издания. Идентификация, испытание на 
химическую чистоту и анализы должны проводиться 
по валидированным фармакопейным аналитическим 
методикам с использованием квалифицированного 
оборудования.

Кроме того, вариант G3-(G3S)3C – это белок, по-
лученный методом рекомбинантной ДНК, контроль 
качества которого должен также проводиться с со-
блюдением требований ОФС 1.7.1.0007.15 «Лекарст- 
венные средства, получаемые методами рекомбинант-
ных ДНК».

Целью исследования явилась разработка под- 
ходов и методик контроля качества белка G3-(G3S)3C, 
входящего в состав разработанной композиции лио- 
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филизата химического предшественника для получе-
ния 99mTс-содержащего препарата для радионуклид-
ной визуализации гиперэкспрессии HER2 в злокачест- 
венных опухолях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение и характеристика протеина

Нуклеотидная последовательность гена DARPin 
G3 была синтезирована на основе данных амино-
кислотной структуры, доступной в базе данных PBD 
(идентификатор 2JAB). Для оптимизации кодонного  
состава с учетом высокой экспрессии в Escherichia  
coli использовалась программа DNABuilder с откры-
тым доступом.

Ген собрали методом ПЦР на основе синтетиче-
ских олигонуклеотидов (длина 50 н.о.) с частично ком-
плементарными участками. Экспрессию белка G3-
(G3S)3С провели в штамме Escherichia coli BL21(DE3) 
(Novagen-EMD Millipore, США), получив C-концевые 
химерные белки, включающие модифицированный 
SUMO-домен, сшитый с убиквитином [21], так же, как 
описано в [22].

Аминокислотная последовательность для G3-
(G3S)3C была следующей: DLGKKLLEAARAGQDDEVRIL 
MANGADVNAKDEYGLPLYLATAHGHLEIVEVLLNGADVNAV
DAIGFTPLHLAAFIGHLEIAEVLLKHGADVNAQDKFGKTAFDI
SIGNGNEDLAEILQKLNGGGSGGGSGGGSC. Расчетная мо-
лекулярная масса составила 13,83 Да.

Лиофилизат, включающий смесь G3-(G3S)3С, D-ман-
нит, ПЭГ-4000, дигидрат хлорида олова (II), глюконат 
натрия, тетранатриевую соль этилендиаминтетраук-
сусной кислоты и фосфатный буфер, был приготовлен  
в соответствии с ранее описанной методикой [20].

Хромато-масс-спектрометрия

Масс-спектры G3-(G3S)3C регистрировали на сис- 
теме ВЭЖХ LC-20 Prominence (Shimadzu, Япония), со-
пряженной с тандемным масс-спектрометром QTRAP 
3200 (AB SCIEX, Канада), оснащенным источником 
электрораспылительной ионизации. Разделение про-
водили на аналитической колонке Macherey-Nagel 
NUCLEODUR C18 Gravity (50 × 2 мм, 3 мкм) с предко-
лоночным картриджем при температуре 40 °C. Объем 
вводимой пробы составлял 1 мкл. 

Подвижная фаза включала два компонента: элю-
ент А – 0,1%-й водный раствор муравьиной кислоты;  
элюент В – ацетонитрил. 

Хроматографию выполняли в изократическом ре-
жиме с 50 % элюента В в течение 5 мин, после чего пе-
реходили к градиентному промыванию: 5,5–6 мин  –  
50–100 % В; 6–7 мин – 100 % В; 7–8 мин – возврат  
к 50 % В. Скорость потока поддерживали на уровне 
0,2 мл/мин. 

Для ионизации в положительном режиме (M + H)+ 
использовали следующие параметры: напряжение на  
капилляре – 2.8 кВ; потенциал декластеризации  –  
20  В; входной потенциал – 9 В. Осушающий газ (азот)  
подавали при температуре 300 °C. 

Качественный анализ проводили методом полно-
го сканирования ионов в диапазоне m/z 100–1700 с  
использованием первого квадруполя (Q1). Оптималь-
ное время сканирования составило 0,5 с.

Электрофорез в полиакриламидном геле

Приготовление испытуемого раствора. Лиофи-
лизат, содержащий 3,3 мг белка G3-(G3S)3C и вспомо- 
гательные вещества, растворяли в 1 мл воды очищен-
ной при комнатной температуре в течение 10 мин, пе-
риодически перемешивая на вортексе. Из полученно-
го раствора взяли аликвоту 5 мкл, довели до 82  мкл  
водой очищенной.

Приготовление разделяющего геля. 5 мл раство-
ра, содержащего 30%-й N,N’-метилен-бисакриламида  
(АКА), смешивали с компонентами смеси в соответст- 
вии с пропорциями, указанными в таблице 1. Ком-
поненты добавляли последовательно, как указано 
в таблице. После внесения персульфата аммония и 
N,N,N’,N’-тетраметилэтилендиамина (TEMED) смесь 
тщательно перемешивали и сразу же заливали в  
пространство между стеклянными пластинами геле-
вой ячейки, оставляя место для нанесения концент- 
рирующего геля. Гель оставляли в вертикальном по- 
ложении до полной полимеризации. 

Таблица 1. Приготовление разделяющего геля

Table 1. Preparation of separating gel

Компоненты смеси
Mixture components

Объем 
компонента

Component volume
30 % АКА (ООО «Медиген», Россия)
30 % AKA (LLC "Medigen", Russia)

2,5 мл
2.5 ml

Вода очищенная
Purified water

1,124 мл
1.124 ml

1,5 М трис-HCl (ООО «Компания Хели-
кон», Россия), pH 8,8
1.5 M Tris-HCl (LLC "Helikon Company", 
Russia), pH 8.8

1,25 мл
1.25 ml

10 % додецилсульфата натрия (SDS) 
(ООО «Медиген», Россия)
10 % sodium dodecyl sulfate (SDS) 
(LLC "Medigen", Russia)

50 мкл
50 µl

10 % персульфата аммония (ООО «Ме-
диген», Россия)
10 % ammonium persulfate 
(LLC "Medigen", Russia)

50 мкл
50 µl

TEMED (ООО «Компания Хеликон», 
Россия)
TEMED (LLC "Helikon Company", Russia)

5 мкл
5 µl

Приготовление концентрирующего геля. Для при-
готовления концентрирующего геля 2,5 мл раствора 
30%-го АКА смешивали с компонентами смеси, сле- 
дуя последовательности, приведенной в таблице  2. 
После добавления персульфата аммония и TEMED 
смесь тщательно перемешивали и сразу заливали в 
пространство между стеклянными пластинами геле-
вой ячейки. В верхнюю часть геля помещали гребен- 
ку для формирования лунок. Гель оставляли в вер- 
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тикальном положении до завершения полимериза-
ции, после чего гребенку аккуратно извлекали.

Методика. Камеры заполняли электродным бу- 
фером: трис-HCl (ООО «Компания Хеликон», Россия), 
глицин («Медиген», Россия), SDS (ООО «Медиген»,  
Россия), вода деминерализованная. После чего в  
ячейку, сформированную гребенкой, помещали 7 мкл  
маркера молекулярной массы PageRuler™ Plus Pre- 
stained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, США), 
в соседние ячейки помещали 2 и 20 мкг DARPin 
G3-(G3S)3С. Электрофорез проводили с помощью  
WIX-easyPRO2 Mini Easy (WIX Technology, Китай) при  
напряжении 110 В в течение 2 ч. После завершения 
электрофореза положение полосы бромфенолово-
го синего, соответствующей электрофоретическому 
фронту, отмечали с помощью надрезов-меток. Гель 
фиксировали в 10%-й трихлоруксусной кислоте (ТХУ)  
в течение часа, окрашивали в красящем растворе  
кумасси В-250 в течение 45  мин. Излишки красите-
ля смывали раствором, содержащим 7 % ледяной  
уксусной кислоты, 10 % изопропанола в воде, в тече- 
ние 12 ч.

Таблица 2. Приготовление концентрирующего геля

Table 2. Preparation of concentrating gel

Компоненты смеси
Mixture components

Объем 
компонента

Component volume
30 % АКА (ООО «Медиген», Россия)
30 % AKA (LLC "Medigen", Russia)

0,325 мл
0,325 ml

Вода очищенная
Purified water

1,5 мл
1.5 ml

5,5 М трис-HCl (ООО «Компания Хели-
кон», Россия), pH 6,8
5.5 M Tris-HCl (LLC "Helikon Company", 
Russia), pH 6.8

0,625 мл
0,625 ml

10 % додецилсульфата натрия (SDS) 
(ООО «Медиген», Россия)
10 % sodium dodecyl sulfate (SDS) 
(LLC "Medigen", Russia)

25 мкл
25 µl

10 % персульфата аммония (ООО «Ме-
диген», Россия)
10 % ammonium persulfate (LLC "Medi-
gen", Russia)

25 мкл
25 µl

TEMED (ООО «Компания Хеликон», 
Россия)
TEMED (LLC "Helikon Company", Russia)

2,5 мкл
2,5 µl

Анализ геля проводили на белой подложке с по-
мощью программы GelAnalyzer (версия 23.1.1 для 
Windows by Istvan Lazar Jr., PhD, and Istvan Lazar Sr., 
PhD, CsC.). Молекулярную массу белка G3-(G3S)3С  
определяли по сравнению его подвижности с по- 
движностью белков-маркеров. Для этого измеряли 
расстояния пробега для каждой полосы белков (мар- 
керов и испытуемого образца) от вершины разде- 
ляющего геля до середины полосы. Определяли отно-
шение расстояния пробега каждого белка к расстоя-
нию пробега фронта красителя (Rf). Строили график  
зависимости логарифма относительных молекуляр-
ных масс стандартов белков-маркеров от значения Rf.

ВЭЖХ-МС/МС для анализа 
первичной структуры

Анализ DARPin G3-(G3S)3С методом ВЭЖХ-МС/МС 
для анализа первичной структуры проводили с помо-
щью системы высокоэффективной жидкостной хро-
матографии (ВЭЖХ) UltiMate 3000 Nano LC System 
(Thermo Fisher Scientific, США), с масс-спектрометром 
Orbitrap Tribrid Lumos (Thermo Fisher Scientific) с на- 
ноэлектроспрейным источником. Пробоподготовка 
описана ранее [23], при этом время ферментативно- 
го гидролиза составляло до 16 ч.

Образцы загружали на предколонку 50 × 0,1  мм, 
заполненную сорбентом ReproSil-Pur 200 C18-AQ, 
5  мкм (Dr. Maisch HPLC GmbH, Германия), с разме- 
ром пор 120  Å. Пептиды растворяли в смеси, содер- 
жащей 2 % ацетонитрила, 98 % воды и 0,1 % трифто- 
руксусной кислоты. Разделение проводили на квар- 
цевой колонке 300 × 0,1  мм с эмиттером, изготовлен-
ной на приборе P2000 Laser Puller (Sutter, США) и за-
полненной сорбентом Reprosil Pur C18 AQ, 1,9 мкм,  
120 Å (Dr. Maisch HPLC GmbH, Германия), при скоро- 
сти потока 4,2 мкл/мин. 

Для элюирования использовали два раствори-
теля: А (99,9 % воды и 0,1 % муравьиной кислоты); 
Б (19,9 % воды, 0,1 % муравьиной кислоты и 80 % 
ацетонитрила).

Пептиды разделяли линейным градиентом при 
скорости потока 500 нл/мин. Анализ и статистическую 
обработку полученных масс-спектров проводили с 
помощью программы PEAKS Studio 11 (Bioinformatics 
Solutions Inc., Канада) [24]. При сопоставлении ами-
нокислотных последовательностей с базой данных  
учитывали следующие пост-трансляционные моди- 
фикации: карбамидометилирование цистеина (Cys); 
деамидирование аспарагиновой и глутаминовой  
кислот (Asn/Gln); окисление метионина (Met). 

Дополнительно учитывали целевую модифика- 
цию Cys с брутто-формулой C(9)H(8)N(2)O(2) и моно-
изотопной массой 204,0641. Уровень ложноположи-
тельных идентификаций установили на уровне 0,01, 
проверяя результаты по реверсной базе данных. В  
настройках поиска специфичность протеазы была 
установлена на трипсин (полуспецифичность) с до- 
пущением до 3  пропущенных сайтов протеолиза. До- 
пустимое отклонение массы иона-предшественника 
составляло до 10 м.д., а массы фрагментов – до 0,2 Да.

Количественное определение  
методом спектрофотометрии

Для приготовления испытуемого раствора с кон-
центрацией 1,65 мг/мл лиофилизат, содержащий  
3,3  мг белка G3-(G3S)3C со вспомогательными вещест- 
вами, растворяли в 2 мл фосфатного буфера (0,01  М) 
при комнатной температуре в течение 10 мин, перио-
дически перемешивая на вортексе.

В качестве раствора сравнения применяли 2  мл 
0,01  М фосфатного буфера, содержащего вспомога-
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тельные вещества. Стандартный раствор готовили с 
концентрацией G3-(G3S)3C 3,3 мг/мл. 

В соответствии с ОФС.1.2.3.0012.15 для высоко- 
очищенных белков допустимо определять концент- 
рацию с использованием удельного показателя по-
глощения (весового коэффициента). Количество G3-
(G3S)3C во флаконе рассчитывали с использованием  
весового коэффициента поглощения [25], который  
составляет 0,22  г · л–1 · см–1. Этот коэффициент отра- 
жает оптическую плотность при концентрации 1  г/л 
(или 1 мг/мл) и толщине слоя 1 см. 

Методика. Испытуемый раствор и раствор срав-
нения выдерживали при комнатной температуре в 
течение 10 мин. Оптическую плотность испытуемого 
раствора измеряли в кварцевых кюветах с толщиной 
слоя 1 см при длине волны 280 нм, используя раствор 
сравнения. Анализ проводили в трех повторениях  
для обеспечения точности результатов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка подлинности лекарственных средств, по-

лученных методами рекомбинантной ДНК, является 
обязательным критерием контроля качества. 

Согласно требованиям ОФС.1.7.1.0007.15, для 
подтверждения подлинности могут применяться 
различные методы, включая электрофорез в полиа-
криламидном геле, капиллярный электрофорез, изо-
электрическое фокусирование, ионообменную или 
обращенно-фазовую хроматографию, иммуноблот-
тинг и тандемную масс-спектрометрию, сопряженную  
с ВЭЖХ (ВЭЖХ-МС/МС) с использованием стандарт-
ных образцов, указанных в фармакопейной статье 
или нормативной документации. Дополнительно для  
оценки подлинности может быть использован метод 
определения специфической активности. 

В случае с DARPin G3-(G3S)3C для подтверждения 
подлинности были предложены следующие методы: 
хромато-масс-спектрометрия, электрофорез в полиа-
криламидном геле и ВЭЖХ-МС/МС.

Хромато-масс-спектрометрия

Подлинность G3-(G3S)3C была подтверждена с ис-
пользованием ВЭЖХ-МС. Масс-спектр показал, что 
белок в основном присутствует в форме гомодиме-
ра (Mw = 28149,8 Да) (рисунок 1). Молекулярная мас-
са мономера согласуется с расчетной и составила 
14075,9  Да с точностью до 0,5 Да. Кроме того, анализ 
чистоты этим методом показал, что чистота белка бы- 
ла близка к 100 %.

Электрофорез в полиакриламидном геле

Подбор оптимальной концентрации белка G3-
(G3S)3C для анализа показал, что необходимо наносить 
2 мкг белка в соответствующей аликвоте из испы- 
туемого раствора с концентрацией белка 0,2  мг/мл  
для определения подлинности. В предлагаемых усло-
виях будет наблюдаться визуально отчетливая ком-
пактная полоса белка в полиакриламидном геле. Дли-
на пробега белков маркеров составляла не менее  
80 % длины разделяющего геля. Для определения мо-
лекулярной массы белка G3-(G3S)3С проводили срав- 
нение его относительной подвижности с подвижно-
стью белков-маркеров. Для этого был построен гра-
фик линейной регрессии логарифма относительных 
молекулярных масс (Mr) стандартов белков-маркеров  
к фактору удерживания (Rf). Зависимость их Rf от ло-
гарифма молекулярной массы являлась линейной 
(r > 0,95). Молекулярную массу G3-(G3S)3С вычисляли  
обратным логарифмированием (рисунок 2). 

Значение Rf белка DARPin G3-(G3S)3С составило 
0,717 ± 0,015. Рассчитанная молекулярная масса рав- 
на 13,58 ± 0,82 кДа (n = 4, RSD = 10 %). 

Белок DARPin  G3-(G3S)3С в своей структуре содер-
жит цистеин на C-конце, поэтому в процессе полу-
чения, хранения способен окисляться по тиольной 
группе цистеина и образовывать дисульфиды белка  
в форме гомодимера. В связи с этим электрофорез  
в полиакриламидном геле следует проводить в не- 
восстанавливающихся условиях для контролирова- 
ния предела содержания родственной примеси го- 
модимера. Для определения примеси гомодимера не-

Рисунок 1. Деконволюция масс-спектра DARPin G3-(G3S)3C

Figure 1. Deconvolution of mass spectra of DARPin G3-(G3S)3C
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обходимо помещать не менее 20 мкг белка в аликво- 
те 6 мкл из исходного раствора. При этом на элект- 
рофореграмме также допускается наличие дополни-
тельных полос, кроме основной полосы белка и при-
меси гомодимера. При анализе пяти серий лиофи- 
лизата содержание примеси гомодимера, определен- 
ной электрофорезом в полиакриламидном геле, не 
превышало 3 %, другие белковые примеси наблюда-
лись в количестве не более 1 %. Для разрабатывае-
мого лиофилизата предел содержания примеси го- 
модимера предложено определить как «не более  
5 %». Наличие других белковых примесей предло- 
жено контролировать с требованием к качеству «не 
более 2 %». 

ВЭЖХ-МС/МС для анализа 
первичной структуры

Метод позволяет идентифицировать аминокис-
лотную последовательность белка путем расщепле- 
ния его до пептидных фрагментов с последующим раз-
делением и идентификацией этих фрагментов в вос-
производимых условиях.

Перед проведением гидролиза пептидных связей 
в белке G3-(G3S)3C провели восстановление дисуль-
фидных связей гомодимера с использованием восста-
новителя трис(2-карбонилэтил)фосфата (TCEP) с по- 
следующим метиламидированием свободного цистеи- 
на. Для ферментного расщепления белка до пептид-
ных фрагментов были подобраны оптимальные вос-
производимые условия – инкубация при 85 °С в те- 
чение 16 ч в присутствии трипсина.

В результате анализа гидролизата белка было 
идентифицировано более 700 пептидных фрагментов, 
основные фрагменты с площадью пика более 106 при-
ведены в таблице 3. Перекрытие аминокислотной по-
следовательности целевого белка с идентифициро-
ванными пептидными фрагментами составило 100 % 
(рисунок  3). Значение 10LоgP составило более 20 (ве-
роятность случайного совпадения идентифицирован-
ного пептида с базой данных составило менее 1 %). 
Это позволяет идентифицировать индивидуальные 
пептиды с высокой степенью достоверности.

Содержание предполагаемых примесей других 
белков составило не более 2 %. Соответственно чи-
стота белка, установленная этим методом, состав- 
ляет 98 %. 

Следовательно, методика ВЭЖХ-МС/МС для опре-
деления первичной структуры белка G3-(G3S)3C поз- 
воляет с высоким процентом перекрытия идентифи-
цировать аминокислотную последовательность и так-
же характеризует чистоту белка.

Количественное определение  
методом спектрофотомерии

Разработка методики количественного определе- 
ния белка G3-(G3S)3C проводилась в соответствии с 
требованиями ОФС.1.2.3.0012.15 «Определение бел-
ка» (метод 1) при длине волны 280 нм. Для расчета со-
держания белка G3-(G3S)3C в лиофилизате был выбран 
способ расчета через весовой коэффициент поглоще-
ния, поскольку белок имеет высокую степень очистки. 
Содержание белка G3-(G3S)3C в лиофилизате должно 
быть ±10 % от номинального содержания. 

Рисунок 2. График линейной регрессии относительных молекулярных масс (Mr) белка-маркера от значений их  
факторов удерживания Rf

Figure 2. Linear regression plot of relative molecular masses (Mr) of marker proteins on the values of their retention  
factors Rf



РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2025. Т. 14, № 4
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2025. V. 14, No. 4

Риcунок 3. Перекрытие аминокислотной последовательности белка DARPin G3-(G3S)3C идентифицированны-
ми пептидными фрагментами. Аминокислоты обозначены в соответствии с номенклатурой ИЮПАК (приведены  
буквенные обозначения). Аминокислоты, подвергшиеся модификации в процессе анализа, обозначены красным 
квадратом («С» – карбамидометилирование) или синим квадратом («D» – деамидирование)

Figure 3. Overlap of the amino acid sequence of DARPin G3-(G3S)3C protein with identified peptide fragments. Amino acids 
are designated according to IUPAC nomenclature (letter designations are given). Amino acids subjected to modification 
during analysis are indicated by a red square ("C" – carbamidomethylation) or a blue square ("D" –deamidation)
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Специфичность. Тирозин и фенилаланин в струк- 
туре G3-(G3S)3C обеспечивают избирательность ана-
лиза. Данный метод рекомендуется для включения  
в нормативную документацию с целью количествен-
ного определения этого белка. При этом соли бу-
фера и другие вспомогательные компоненты, вхо-
дящие в состав лиофилизата, не имеют поглощения 
при этой длине волны и не влияют на результаты 
анализа.

Линейность. Линейность методики оценивали 
путем измерения шести стандартных растворов G3-
(G3S)3C в диапазоне концентраций от 80 до 120 % (1,95; 
1,8; 1,65; 1,5; 1,4 и 1,3 мг/мл). Каждый стандартный рас-
твор анализировали в пяти повторах, после чего рас-
считывали среднее значение оптической плотности 
для дальнейшей оценки линейной зависимости (рису-
нок 4).

Коэффициент корреляции равен 0,9923 при 

y = 0,2311 · x – 0,0148, 

где y – оптическая плотность; x – концентрация  
(мг/мл), что свидетельствует о линейной зависимости  
оптической плотности G3-(G3S)3C от концентрации  
G3-(G3S)3C в растворе.

Сходимость и внутрилабораторная прецизион-
ность. Сходимость определяли на основании резуль- 

татов, полученных при анализе 9 образцов G3-(G3S)3C 
одной серии одним аналитиком в один день. Резуль-
таты представлены в таблице 4. Для определения  
внутрилабораторной прецизионности проводили по-
вторение эксперимента для определения сходимости 
другим аналитиком лаборатории. Результаты пред-
ставлены в таблице 4.

Расчетное содержание G3-(G3S)3C в лиофилизате 
составило 3,296 ± 0,032 мг. Коэффициент корреляции 
составил 0,9923 при уравнении линейной зависимости 

y = 0,2311 · x – 0,0148, 

где y – оптическая плотность; x – концентрация  
(мг/мл). Это подтверждает наличие линейной зависи- 
мости между оптической плотностью и концентра- 
цией DARPin G3-(G3S)3C в растворе. 

Правильность методики оценивали методом до-
бавок. Для этого использовали три модельных раст- 
вора с концентрациями 80, 100 и 120 % от номиналь-
ного значения (всего 9 измерений: по 5 для каж- 
дой концентрации). В качестве добавки применяли  
стандартный раствор G3-(G3S)3C с концентрацией  
3,3  мг/мл. Рассчитанные коэффициенты вариации не 
превышали 2 % в диапазоне концентраций 80–120 %, 
что подтверждает валидность методики по парамет- 
ру «правильность» (таблица 5).

Таблица 3. Основные пептиды, обнаруженные при трипсинолизе DARPin G3-(G3S)3C, с площадью пика более 106

Table 3. Major peptides detected by trypsinolysis of DARPin G3-(G3S)3C with peak area greater than 106

Пептид
Peptide –10LоgP

Молекулярная 
масса, Да

Molecular weight, Da
m/z

Время 
удерживания, мин
Retention time, min

Площадь пика,  
мин · мВ

Peak area,  
min · mV

HGADVNAQDKFGK 113,77 1385,7 693,8 22,5 11,6 · 109

KLLEAAR 105,48 799,5 267,5 20,4 15,5 · 108

ILMANGADVNAK 112,51 1215,6 608,8 41,8 75,8 · 107

ILMANGADVNAK 110,14 1216,6 609,3 41,8 40,8 · 107

ILMANGADVNAK 104,35 1216,6 609,3 41,8 35,3 · 107

HGADVNAQDKFGK 102,78 1386,6 347,7 20,6 34,1 · 107

HGADVNAQDKFGK 101,15 1386,6 463,2 21,2 34,1 · 107

ILMANGADVNAKDEYGLTPLYLAT
AHGHLEIVEVLLK

107,38 3991,1 799,2 79,6 33,5 · 107

TAFDISIGNGNEDLAEILQK 109,11 2148,1 717,0 69,7 26,3 · 107

TAFDISIGNGNEDLAEILQK 113,04 2147,1 716,7 71,2 21,3 · 107

ILMANGADVNAK 106,17 1232,6 617,3 38,3 10, 8 · 107

TAFDISIGNGNEDLAEILQK 100,38 2148,1 1075,0 69,6 10,8 · 107

ILMANGADVNAK 107,24 1231,6 616,8 28,7 10,2 · 107

IGHLEIAEVLLK 107,33 1333,8 1334,8 68,9 49,4 · 106

TAHGHLEIVEVLLK 90,51 1557,9 390,5 67,7 38,4 · 106

GNEDLAEILQK 106,44 1228,6 615,3 67,0 37,2 · 106

DEYGLTPLYLATAHGHLEIVEVLLK 112,79 2793,5 932,2 69,9 36,2 · 106

ILMANGADVNAKDEYGLTPLYLAT
AHGHLEIVEVLLK

102,04 4007,1 802,4 70,7 35,7 · 106

YLATAHGHLEIVEVLLK 110,42 1905,1 636,0 70,6 23,5 · 106

HGADVNAQDKFGKTAFDISIGNG
NEDLAEILQK

96,83 3514,7 1172,6 68,7 12,1 · 106

EDLAEILQK 92,67 1057,6 529,8 65,5 10,9 · 106
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Рисунок 4. График зависимости оптической плотности DARPin G3-(G3S)3C от концентрации

Figure 4. Plot of the dependence of the optical density of DARPin G3-(G3S)3C on concentration

Таблица 4. Оценка прецизионности методики определения содержания G3-(G3S)3C

Table 4. Precision assessment of the methodology for determination of DARPin G3-(G3S)3C content

x–  , мг,  
в лиофилизате

x–  , mg  
in lyophilizate

f S Sx–   RSDx–   , % р t(p, f) ∆x–  

Сходимость
Convergence

3,296 8 0,0323 0,0114 0,98 0,95 2,31 0,0249

Внутрилабораторная 
прецизионность
Intra-laboratory precision

3,291 8 0,0265 0,0094 0,81 0,95 2,31 0,204

Примечание. x– – среднее значение; f – число степеней свободы; S – стандартное отклонение; Sx–   – стандартное от- 
клонение среднего результата; RSDx–   – относительное стандартное отклонение среднего результата, выраженное в про- 
центах (коэффициент вариации); p – уровень значимости; t(p, f) – критерий Стьюдента; ∆x– – полуширина доверительного 
интервала неопределенности среднего результата.

Note. x–  – mean value; f – number of degrees of freedom; S – standard deviation; Sx–    – standard deviation of the mean result;
RSDx–    – relative standard deviation of the mean result, expressed as a percentage (coefficient of variation); p – significance level; 
t(p, f) – Student’s t-test; ∆x–  – half-width of the confidence interval of the uncertainty of the mean result.

Таблица 5. Результаты определения правильности методики

Table 5. Results of methodology validity determination

Номер модельного 
раствора

Model solution 
number

Введено белка, %
Introduced 
protein, %

Найдено белка, x–  , 
мг/мл

Protein found, x–  , 
mg/ml

S Sx–   RSDx–   , % ∆x–  

1 80 2,633 0,025 0,0125 0,95 0,0311

2 100 3,287 0,02 0,01 0,61 0,0249

3 120 3,97 0,015 0,0075 0,38 0,0186
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Для оценки показателя «подлинность» ново-

го химического предшественника белка G3-(G3S)3C, 
входящего в состав лиофилизата для получения 
99mТс-содержащего препарата для радионуклидной  
визуализации гиперэкспрессии HER2 в злокачествен-
ных опухолях, предложены следующие методики: хро- 
мато-масс-спектрометрия, ВЭЖХ-МС/МС и электрофо- 
рез в полиакриламидном геле. Для определения по-
казателя «родственные примеси» рекомендована ме-
тодика электрофореза в полиакриламидном геле. По-
казатель «количественное определение» может быть 
оценен с помощью УФ-спектрофотометрии. 

Установлено, что методика количественного опре- 
деления соответствует требованиям, предъявляемым 
к валидации в фармацевтическом анализе, и может 
быть включена в проект нормативной документа- 
ции для контроля качества химического предшест- 
венника белка G3-(G3S)3C в составе лиофилизата,  
предназначенного для получения нового радиофар-
мацевтического лекарственного препарата на осно-
ве 99mТс.
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