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Резюме
Введение. Сверхэкспрессия рецептора эпидермального фактора роста 2-го типа (HER2) является значимым 
фактором агрессивного течения ряда злокачественных новообразований и определяет необходимость разработки 
новых эффективных подходов к проведению таргетной терапии. Одним из перспективных направлений являются 
конъюгаты «белок – лекарственное средство», обеспечивающие селективную доставку цитотоксических агентов в 
опухолевые клетки. В качестве альтернативы моноклональным антителам рассматриваются каркасные белки на основе  
анкириновых повторов (DARPin), отличающиеся высокой аффинностью, стабильностью и возможностью наработки в 
прокариотических системах. Однако стандартизация и аналитический контроль таких конъюгатов требуют разработки 
специализированных и валидированных методик.
Цель. Разработка терапевтического конъюгата на основе DARPin G3 и цитотоксического агента эмтанзина, а также  
создание адаптированных методик его стандартизации в форме активной фармацевтической субстанции.
Материалы и методы. Объектом исследования являлся терапевтический конъюгат DARPin G3-ABD, специфичный к  
HER2, ковалентно связанный с эмтанзином через малеимидный линкер. Получение включало восстановление 
белка, конъюгацию и очистку методом эксклюзионной хроматографии. Для характеристики использовали методы  
УФ-спектрофотометрии, колориметрический анализ с бицинхониновой кислотой (BCA), нано-ВЭЖХ-МС/МС и электрофорез 
в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия (SDS-PAGE). Биологическую активность оценивали по 
выживаемости клеток аденокарциномы молочной железы линии SKBR3 с гиперэкспрессией HER2 в МТТ-тесте. Валидацию 
аналитической методики проводили в соответствии с требованиями Государственной фармакопеи Российской Федерации.
Результаты и обсуждение. Проведена комплексная характеристика белкового терапевтического конъюгата по 
показателям подлинности, содержания родственных примесей, количественного содержания и биологической активности. 
Подлинность конъюгата подтверждена методом ВЭЖХ-МС/МС, обеспечившим 100 % перекрытие аминокислотной 
последовательности. Электрофорез в ПААГ серий конъюгата продемонстрировал наличие одной основной полосы, 
подтверждая высокую чистоту и монодисперсность образцов при содержании димерной фракции менее 6 %. 
Количественное определение конъюгата G3-ABD-DM1 выполняли методами прямой УФ-спектрофотометрии при длине 
волны 252 нм и колориметрии с бицинхониновой кислотой. Валидация УФ-спектрофотометрической методики подтвердила 
ее специфичность, линейность (R = 0,999), отсутствие систематической погрешности и высокую прецизионность (RSD не 
более 2,06 %). Напротив, метод BCA характеризовался статистически значимой систематической погрешностью (δ = 2,76 %), 
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что обосновывает преимущество УФ-спектрофотометрии для стандартизации субстанции. Конъюгат проявил выраженную 
дозозависимую цитотоксичность в отношении HER2-положительных клеток со значением IC

50
 = 40 ± 10 нМ, тогда как 

отрицательный контроль без цитотоксического агента не влиял на жизнеспособность опухолевых клеток.
Заключение. Разработан и охарактеризован таргетный конъюгат на основе DARPin G3-ABD и эмтанзина, обладающий 
высокой чистотой, подтвержденной первичной структурой и специфической цитотоксической активностью в отношении 
HER2-экспрессирующих клеток. Предложен комплекс аналитических методик (УФ-спектрофотометрия, ВЭЖХ-МС/МС, 
SDS-PAGE), обеспечивающий надежный контроль качества конъюгата как активной фармацевтической субстанции для 
последующих доклинических исследований.

Ключевые слова: DARPin G3, эмтанзин, терапевтический конъюгат, УФ-спектрофотометрия, HER2, стандартизация  
качества
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Abstract
Introduction. Overexpression of human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) is a critical driver of malignancy in multiple 
solid tumors, underscoring the demand for innovative targeted therapeutics. Protein–drug conjugates offer selective delivery  
of highly potent cytotoxic payloads directly to tumor cells. Designed ankyrin repeat proteins (DARPins) represent a viable  
alternative to full-length monoclonal antibodies owing to their high binding affinity, thermal stability, and efficient production  
in prokaryotic expression systems. However, analytical characterization and standardization of DARPin-based conjugates 
necessitate dedicated, validated methodology.
Aim. To develop a targeted therapeutic conjugate comprising DARPin G3 and the cytotoxic agent emtansine, and to establish 
standardized analytical methods tailored for its quality control as an active pharmaceutical ingredient.
Materials and methods. The study evaluated the HER2-specific therapeutic conjugate DARPin G3-ABD covalently linked 
to emtansine (DM1) via a non-cleavable maleimide linker. Manufacturing involved site-specific protein reduction, chemical  
conjugation, and size-exclusion chromatographic purification. Physicochemical characterization was performed using 
UV spectrophotometry, the bicinchoninic acid (BCA) colorimetric assay, nano-HPLC-MS/MS, and sodium dodecyl  
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Biological activity was assessed in HER2-overexpressing human 
breast adenocarcinoma SKBR3 cells using the MTT cell viability assay. Method validation was conducted in accordance with 
pharmacopoeial guidelines.
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Results and discussion. Comprehensive analytical profiling of the conjugate encompassed identity, related impurities, 
quantitative assay, and in vitro potency. Identity was verified by nano-HPLC-MS/MS, demonstrating 100 % amino acid  
sequence coverage. SDS-PAGE revealed a single major monomeric band with high electrophoretic purity and homodimeric 
impurities below 6 %. Quantitative determination was evaluated by direct UV spectrophotometry at 252 nm and the BCA  
assay. Validation demonstrated that the UV spectrophotometric assay is specific, linear (R = 0.999), free from systematic error,  
and highly precise (RSD ≤ 2.06 %). Conversely, the BCA assay exhibited a statistically significant systematic bias (δ = 2.76 %), 
confirming the superiority of direct UV spectrophotometry for active ingredient assay. The conjugate demonstrated  
dose-dependent cytotoxicity against HER2-positive cells with an IC

50
 = 40 ± 10 нМ, whereas the payload-free protein control 

showed no antiproliferative effect.
Conclusion. A targeted conjugate based on DARPin G3-ABD and emtansine was successfully engineered and characterized, 
displaying high purity, confirmed primary sequence identity, and potent HER2-dependent cytotoxic activity. The established 
analytical panel provides a reliable basis for quality control of the conjugate as an active pharmaceutical ingredient in preclinical 
development.

Keywords: DARPin G3, emtansine, therapeutic conjugate, UV spectrophotometry, HER2, quality standardization
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ВВЕДЕНИЕ

Сверхэкспрессия рецептора эпидермального фак-
тора роста 2-го типа (HER2) является одним из клю- 
чевых молекулярных факторов агрессивного тече-
ния ряда злокачественных новообразований, включая 
рак молочной железы, яичников и желудка. HER2-по-
ложительный фенотип выявляется примерно у 15 % 
пациентов и при отсутствии таргетной терапии ассо-
циирован с неблагоприятным клиническим прогно-
зом  [1, 2]. В связи с этим разработка эффективных и  
селективных лекарственных средств, обеспечивающих 
направленное воздействие на HER2-положительные 
опухоли, относится к приоритетным направлениям  
современной онкофармакологии и биофармацевти- 
ческой технологии.

Одним из наиболее перспективных подходов к 
терапии HER2-положительных опухолей являются  
конъюгаты антител с цитотоксическими агентами 
(antibody-drug conjugates, ADC), сочетающие высокую 
специфичность распознавания опухолевой мишени  
и выраженную противоопухолевую активность. При-
мером клинически успешной реализации данной кон-
цепции служит трастузумаб-эмтанзин, одобренный 

для лечения HER2-положительного рака молочной 
железы  [3]. Вместе с тем классические ADC на осно- 
ве полноразмерных моноклональных антител ха-
рактеризуются значительной молекулярной мас-
сой (≈150 кДа) и ограниченной способностью к равно-
мерной пенетрации в опухолевую ткань, особенно в  
условиях недостаточной васкуляризации плотных опу- 
холей  [4]. Это обусловливает необходимость поис-
ка альтернативных таргетных платформ, способных  
обеспечить более эффективную доставку цитотокси-
ческого агента в опухолевый очаг.

В последние годы особое внимание уделяется  
молекулам DARPin (Designed Ankyrin Repeat Pro-
teins), представляющим собой компактные, высоко-
стабильные белковые каркасы с высокой аффинно-
стью и специфичностью к выбранной молекулярной 
мишени  [5–7]. Использование анти-HER2 DARPin G3 
в качестве таргетного молекулы открывает воз-
можности для создания терапевтических конъюга-
тов существенно меньшего размера по сравнению с 
традиционными иммуноглобулинами, что потенци-
ально улучшает их тканевое распределение в солид- 
ной опухоли и повышает терапевтический индекс. 
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Дополнительное включение в структуру белка аль- 
буминсвязывающего домена (ABD) позволяет увели-
чить время циркуляции конъюгата в кровеносном 
русле за счет обратимого связывания с эндогенным 
сывороточным альбумином [8], оптимизируя фар- 
макокинетический профиль и усиливая противоопу-
холевый эффект in vivo.

Несмотря на активное развитие платформы ADC,  
вопросы стандартизации и аналитического контро- 
ля качества конъюгатов на основе альтернатив-
ных белковых каркасов, в том числе DARPin, остаются  
недостаточно проработанными. Сложная молекуляр- 
ная организация таких биоконъюгатов, включающая 
полипептидную цепь, химический линкер, низкомо-
лекулярный цитотоксический агент и потенциальные 
примеси деградации, формирует совокупность кри-
тических показателей качества, требующих комплекс-
ной стандартизации. Стандартные аналитические ме-
тодики, применяемые для характеристики интактных 
белков или нативных моноклональных антител, ча-
сто не позволяют адекватно описать гетерогенность 
и специфические свойства DARPin-конъюгатов. Ин-
формативность аналитических методов существенно 
варьирует в зависимости от архитектуры конъюгата  
и условий анализа, что определяет необходимость 
разработки комплекса валидированных методик конт- 
роля качества, адаптированных к конкретной конст- 
рукции DARPin [9].

В соответствии с современными регуляторными  
требованиями Государственной фармакопеи Россий-
ской Федерации (ГФ РФ) контроль качества лекарст- 
венных средств белковой природы, получаемых с  
применением технологий рекомбинантной ДНК, вклю-
чает подтверждение подлинности действующего ве-
щества, определение родственных и производствен-
ных примесей, верификацию первичной структуры, 
количественное определение активного компонен-
та и подтверждение стабильности технологического 
процесса1. Для белковых терапевтических конъюга- 
тов аналитический регламент существенно расширя-
ется по сравнению с неконъюгированными макро- 
молекулами вследствие наличия цитотоксической 
нагрузки и гетерогенности линкера. Обязательному 
контролю подлежат структурная целостность белко-
вого скэффолда, молярное соотношение лекарствен-
ного средства и белка (drug-to-antibody ratio, DAR, или 
drug-to-protein ratio, DPR), гомогенность, содержание 
свободного цитотоксина и стабильность линкерного 
фрагмента [10].

Цель настоящего исследования – разработка  
терапевтического конъюгата на основе DARPin G3 и 
цитотоксического агента эмтанзина, а также создание 
и валидация адаптированных аналитических мето- 
дик его стандартизации в форме активной фармацев- 
тической субстанции.

1 Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XV изд. Доступно по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/
pharmacopoeia/izdanie-15/ Ссылка активна на 05.01.2026.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение и очистка целевого конъюгата

Объектом исследования являлся терапевтический  
биоконъюгат, представляющий собой слитый реком-
бинантный белок DARPin G3, специфичный к рецеп- 
тору HER2, модифицированный альбуминсвязыва-
ющим доменом (ABD) для пролонгации системной  
циркуляции (рисунок 1, А). Белок был ковалентно 
соединен с цитотоксическим агентом эмтанзином 
(DM1) через нерасщепляемый малеимидокапроиль-
ный линкер. Биосинтез, выделение и металлохелат-
ную очистку белка DARPin G3-ABD осуществляли по 
ранее оптимизированному протоколу [8]. Возмож-
ность использования УФ-спектрофотометрии для 
стандартизации конъюгата была предварительно ис-
следована авторами [11].

Синтез целевого конъюгата осуществляли в два 
последовательных этапа. На первой стадии проводи- 
ли селективное восстановление единственного C-кон- 
цевого остатка цистеина белковой молекулы 150-крат-
ным молярным избытком дитиотреитола (DTT; 
ООО  «Диаэм», Россия) в дегазированном 0,01 М фос-
фатно-солевом буферном растворе (PBS, pH 7,4) при 
температуре 40 °C в течение 1 ч. Избыток восстано-
вителя и низкомолекулярные компоненты удаляли 
гель-фильтрацией на колонках NAP-5 (GE HealthCare,  
Великобритания), уравновешенных дегазированным 
буфером PBS.

К элюированному мономерному белку немедлен-
но добавляли 5-кратный молярный избыток мале- 
имидокапроил-эмтанзина (mcDM1, MedChemExpress,  
США) с последующей инкубацией смеси при 40  °C 
в течение 1 ч и затем при 4 °C в течение ночи (рису-
нок  1, Б). Очистку конъюгата DARPin G3-ABD-DM1 от 
не вступившего в реакцию низкомолекулярного ци- 
тотоксина проводили методом гель-фильтрации на 
колонках NAP-5, элюируя целевую фракцию 0,01  М 
PBS (pH 7,4).

В качестве отрицательного контроля восстанов-
ленный белок алкилировали 2-хлорацетамидом (CAA; 
CDH Fine Chemicals, Индия) в аналогичных условиях 
реакции, блокируя свободную тиольную группу без 
присоединения цитотоксического агента.

УФ-спектрофотометрия  
и колориметрический анализ (BCA)

Количественное определение конъюгата проводи-
ли методом прямой УФ-спектрофотометрии при дли- 
не волны 252 нм и колориметрическим методом с ис-
пользованием бицинхониновой кислоты (BCA).

Для спектрофотометрических измерений навеску  
стандартного образца конъюгата DARPin G3-ABD-DM1  
с концентрацией 0,60 мг/мл растворяли в в 0,01  М 
PBS (pH 7,4). Электронные спектры поглощения ре- 
гистрировали на двухлучевом спектрофотометре Na- 
noDrop OneC (Thermo Fisher Scientific, США) в кварце-

https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/
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вой кювете с длиной оптического пути 10 мм относи-
тельно воды очищенной.

Для построения градуировочного графика по ме-
тоду BCA готовили серию стандартных разведений 
неконъюгированного белка DARPin G3-ABD в 0,01  М  
PBS (pH 7,4) с концентрациями 4,00; 2,00; 1,00; 0,50;  
0,25 и 0,125  мг/мл. Раствором сравнения служил  
0,01  М PBS. В соответствии с регламентом аналити- 
ческого набора BCA Protein Assay Kit (FineTest, Китай) 
рабочий реагент готовили смешиванием 50 частей  
реагента А и 1  части реагента Б. В лунки 96-луночно- 
го микропланшета вносили 100 мкл рабочего раст- 
вора и 20 мкл исследуемого образца. Планшет инку- 
бировали при 37  °C в течение 30 мин на термостати-
руемом шейкере, охлаждали до комнатной темпера- 
туры и измеряли оптическую плотность при длине 
волны 570  нм на микропланшетном спектрофотомет- 
ре Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, США).

Идентификация первичной структуры 
методом нано-ВЭЖХ-МС/МС

Образцы конъюгата концентрировали на вакуум-
ном концентраторе SpeedVac (Savant, Франция) и  
растворяли в лизирующем буфере (100 мМ Tris-HCl, 
pH 8,5; 1 % дезоксихолат натрия; 10 мМ TCEP; 20  мМ 
2-хлорацетамид). Смесь прогревали при 85 °C в те-
чение 10  мин и подвергали исчерпывающему трип-
синолизу модифицированным трипсином (соотноше-
ние белок : фермент 50 : 1 по массе) в 100 мМ Tris-HCl
(pH 8,5) при 37  °C в течение 16 ч. Ферментативную
реакцию останавливали добавлением трифторуксус-
ной кислоты (ТФУ) до конечной концентрации 2 %.

Образовавшиеся пептиды обессоливали на мик- 
роколонках StageTip (сорбент SDB-RPS), элюировали  
раствором 5%-м NH

4
OH в 60%-м ацетонитриле, вы- 

сушивали и восстанавливали в смеси 0,1%-й ТФУ / 
2%-м ацетонитрил.

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 1. Структура и получение G3-ABD-DM1:

А – схематическое изображение белка G3-ABD; Б – схема ковалентной конъюгации белка G3-ABD с эмтанзином 

Figure 1. Structure and preparaion of the G3-ABD-DM1:

А – schematic representation of the G3-ABD protein; В – conjugation scheme of the G3-ABD protein with emtansine
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Хромато-масс-спектрометрический анализ вы-
полняли на нанопоточном хроматографе UltiMate 
3000  RSLCnano, соединенном с масс-спектрометром 
высокого разрешения Orbitrap Fusion Lumos Tribrid 
(Thermo Fisher Scientific, США). Разделение пептидов  
проводили на аналитической колонке C18 (длина 
50  см, внутренний диаметр 75 мкм) в градиенте под-
вижной фазы ацетонитрила, содержащей 0,1%-й му-
равьиной кислоты, при скорости потока 300  нл/мин. 
Идентификацию пептидов и картирование после-
довательности осуществляли в программной среде  
PEAKS Studio 11 по объединенной базе данных Esche- 
richia coli с добавлением аминокислотной последова-
тельности целевой конструкции G3-ABD-DM1; в ка- 
честве вариабельных модификаций учитывали кар- 
бамидометилирование цистеина (+57,02 Да), деами- 
дирование аспарагина/глутамина (+0,98 Да) и окис- 
ление метионина (+15,99 Да).

Электрофорез в полиакриламидном геле 
(SDS-PAGE)

Электрофоретическую чистоту, гомогенность и 
молекулярную массу белкового конъюгата анализи-
ровали методом вертикального гель-электрофореза  
в 15%-м полиакриламидном геле в присутствии до- 
децилсульфата натрия в невосстанавливающих усло-
виях по методике Лэммли [12]. На дорожки геля на- 
носили по 2,0 мкг анализируемых серий конъюгата.  
В качестве стандартов молекулярной массы исполь- 
зовали референсный набор маркерных белков ши- 
рокого диапазона (10–250 кДа, Bio-Rad, США). Детек-
цию белковых зон выполняли окрашиванием кол- 
лоидным раствором кумасси ярко-синего G-250.  
Денситометрическую обработку электрофореграмм 
проводили с использованием программного пакета 
GelAnalyzer (версия 23.1.1).

Оценка специфической  
цитотоксической активности in vitro

Биологическую активность конъюгата оценивали 
колориметрическим МТТ-тестом по ингибированию 
пролиферации клеток аденокарциномы молочной 
железы человека линии SKBR3, характеризующей-
ся амплификацией гена ERBB2 и гиперэкспрессией  
онкопротеина HER2. Клетки культивировали в среде 
Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (ООО «Пан- 
Эко», Россия), содержащей 10%-й фетальной бычь-
ей сыворотки (FBS; HyClone, США) и 1%-го раствора  
антибиотиков пенициллина-стрептомицина при 37  °C  
в атмосфере 5%-го CO₂.

Клетки рассевали в 96-луночные планшеты с плот- 
ностью 3 × 103 клеток на лунку и инкубировали 24  ч  
для адгезии. Затем в лунки вносили серийные раз-
ведения конъюгата DARPin G3-ABD-DM1 либо отри- 
цательного контроля (G3-ABD-CAA) в диапазоне кон- 
центраций от 0,1 до 1000 нМ. Спустя 72 ч инкубации 
культуральную среду аспирировали и вносили по  

100 мкл раствора бромида 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)- 
2,5-дифенилтетразолия (МТТ, 0,5 мг/мл в PBS). После 
4  ч инкубации кристаллы формазана солюбилизиро- 
вали добавлением 100 мкл диметилсульфоксида. Оп-
тическую плотность регистрировали при длине вол- 
ны 570  нм (опорная длина волны – 650 нм). Расчет  
концентрации полумаксимального ингибирования 
пролиферации (IC

50
) выполняли методом нелинейной 

четырехпараметрической логистической регрессии в 
программе GraphPad Prism 9.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Терапевтический конъюгат на основе DARPin G3-
ABD по совокупности физико-химических и биоло-
гических характеристик относится к биофармацев-
тическим препаратам, получаемым с применением 
рекомбинантных технологий. Согласно требованиям 
ОФС.1.7.1.0007 «Лекарственные средства, получаемые 
с использованием технологии рекомбинантной ДНК»1, 
контроль качества подобных макромолекулярных  
систем предусматривает комплексный аналитический 
контроль, включающий подтверждение подлинности, 
оценку чистоты и содержания примесей, количест- 
венное определение и подтверждение биологиче- 
ской активности. Валидацию аналитических процедур  
выполняли в соответствии с положениями фармако-
пейных статей ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитиче-
ских методик»2 и ОФС.1.1.0013 «Статистическая обра-
ботка результатов физических, физико-химических и 
химических испытаний»3.

Спектрофотометрический  
и колориметрический анализ

Для количественной оценки субстанции G3-ABD-
DM1 сопоставлены два аналитических подхода: пря-
мая УФ-спектрофотометрия и колориметрический 
BCA-метод. Выбор аналитической длины волны 252  нм 
обусловлен присутствием сопряженных хромофор- 
ных систем в молекуле майтанзиноидного токсина 
DM1, дающих интенсивное поглощение в ближней 
УФ-области, где белковая матрица DARPin демонст- 
рирует сравнительно низкую удельную экстинкцию.

1 ОФС.1.7.1.0007 «Лекарственные средства, получаемые 
с использованием технологии рекомбинантной ДНК». До-
ступно по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/
izdanie-15/1/1-9/lekarstvennye-sredstva-poluchaemye-s-
ispolzovaniem-tekhnologii-rekombinantnoy-dnk/ Ссылка ак-
тивна на 05.01.2026.

2 ОФС.1.1.0012 «Валидация аналитических методик». До-
ступно по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/
izdanie-15/1/1-1/validatsiya-analiticheskikh-metodik/ Ссылка 
активна на 05.01.2026.

3 ОФС.1.1.0013 «Статистическая обработка результа-
тов физических, физико-химических и химических испы-
таний». Доступно по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/
pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/statisticheskaya-obrabotka-
rezultatov-fizicheskikh-fiziko-khimicheskikh-i-khimicheskikh-
ispytaniy/ Ссылка активна на 05.01.2026.

https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-9/lekarstvennye-sredstva-poluchaemye-s-ispolzovaniem-tekhnologii-rekombinantnoy-dnk/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-9/lekarstvennye-sredstva-poluchaemye-s-ispolzovaniem-tekhnologii-rekombinantnoy-dnk/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-9/lekarstvennye-sredstva-poluchaemye-s-ispolzovaniem-tekhnologii-rekombinantnoy-dnk/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/validatsiya-analiticheskikh-metodik/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/validatsiya-analiticheskikh-metodik/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/statisticheskaya-obrabotka-rezultatov-fizicheskikh-fiziko-khimicheskikh-i-khimicheskikh-ispytaniy/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/statisticheskaya-obrabotka-rezultatov-fizicheskikh-fiziko-khimicheskikh-i-khimicheskikh-ispytaniy/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/statisticheskaya-obrabotka-rezultatov-fizicheskikh-fiziko-khimicheskikh-i-khimicheskikh-ispytaniy/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-15/1/1-1/statisticheskaya-obrabotka-rezultatov-fizicheskikh-fiziko-khimicheskikh-i-khimicheskikh-ispytaniy/
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Оценка линейности показала, что оптическая плот-
ность стандартных растворов конъюгата в интерва- 
ле концентраций от 0,10 до 0,80 мг/мл подчиняется  
линейной зависимости:

y = 1,6376x – 0,0697 r = 0,999,

что подтверждает соблюдение закона Бугера – Лам- 
берта – Бера во всем рабочем аналитическом диа- 
пазоне.

Результаты валидационной оценки правильности, 
повторяемости и внутрилабораторной прецизионно-
сти методики прямого УФ-спектрофотометрического 
определения приведены в таблице 1.

Таблица 1. Результаты определения правильности,  
сходимости и внутрилабораторной  
прецизионности методики прямого  
УФ-спектрофотометрического анализа

Table 1. Evaluation of accuracy, repeatability,  
and intermediate precision of the direct  
UV spectrophotometric method
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№ 1 0,580 0,579 0,007 0,006 1,268 0,152 0,064

№ 1 0,390 0,388 0,007 0,005 1,736 0,930 0,541

№ 1 0,290 0,288 0,006 0,005 2,059 0,655 0,448

№ 2 0,390 0,388 0,007 0,006 1,906 0,847 0,541

Примечание. μ – истинное содержание; x—   – среднее  
значение (n = 9); S – выборочное стандартное отклонение;  
Δx – доверительный интервал (P = 95 %); RSD  – относитель-
ное стандартное отклонение; t

расч.
  – расчетное значение  

критерия Стьюдента (t
табл.

 = 2,31); δ – относительная систе- 
матическая ошибка.

Note. μ – true content; x—  – mean value (n = 9); S – sample 
standard deviation; Δx – confidence interval (P = 95 %); RSD  – 
relative standard deviation; t

calc.
 – calculated Student's t-value 

(t
tab.

 = 2.31); δ – relative systematic error.

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors

Величины RSD во всех сериях измерений не пре-
вышали 2,06 %, удовлетворяя критерию приемле-
мости (RSD ≤ 5 %). Все расчетные значения критерия 
Стьюдента (t

расч.
 ≤ 0,930) оказались существенно ни-

же критического (t
табл.

 = 2,31 (P = 95 %, f = 8), что сви-
детельствует об отсутствии статистически значимой 
систематической погрешности прямого УФ-спектро-
фотометрического определения.

Колориметрический анализ на основе бицинхо- 
ниновой кислоты основан на восстановлении ионов 
Cu2+ до Cu+ пептидными связями и остатками цистеи- 
на, цистина, триптофана и тирозина с последующим 
образованием пурпурного хелата Cu+ с бицинхони-

новой кислотой. Поскольку аминокислотный состав 
бычьего сывороточного альбумина (стандартный ка-
либрант) существенно отличается от каркасного бел- 
ка G3-ABD, градуировку проводили по рекомбинант-
ному неконъюгированному белку G3-ABD в диапазо- 
не концентраций 0,125–4,00 мг/мл (рисунок 2). Кали-
бровочная зависимость удовлетворительно описыва-
лась линейным уравнением:

y = 0,2125x + 0,1330 r = 0,996,

что согласуется с фармакопейными рекомендациями 
по определению общего белка1.

Сравнительная метрологическая оценка УФ-спект- 
рофотометрии и метода BCA приведена в таблице 2. 

Сравнение выборочных дисперсий с помощью 
критерия Фишера (F

расч.
 = 1,461 < F

табл.
 = 4,155) пока-

зало отсутствие статистически значимых различий  
между прецизионностью двух методик. Однако для  
метода BCA расчетный критерий Стьюдента (t

расч.
 = 

= 6,983) многократно превышает критическое значе-
ние (t

табл.
 = 2,18), подтверждая наличие выраженной  

систематической погрешности определения (δ = 
= 2,76 %).

1 Государственная фармакопея Российской Федера-
ции. XIV  изд. ОФС.1.2.3.0012 «Определение белка». Доступ-
но по: https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/
izdanie-14/1/1-2/1-2-3/opredelenie-belka/ Ссылка активна на 
05.01.2026.

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 2. График линейной зависимости оптической 
плотности от концентрации G3-ABD при использова- 
нии BCA-реагента 

Figure 2. Linear calibration plot of absorbance versus G3-
ABD concentration using the BCA reagent)

https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-14/1/1-2/1-2-3/opredelenie-belka/
https://pharmacopoeia.regmed.ru/pharmacopoeia/izdanie-14/1/1-2/1-2-3/opredelenie-belka/
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Выявленная систематическая погрешность может  
быть обусловлена особенностями формирования хро- 
могенного комплекса в BCA-анализе и отклонением  
градуировочной зависимости от строгой линейности,  
что способно приводить к систематическому смеще-
нию результатов при использовании линейной ап-
проксимации [13]. Таким образом, прямая УФ-спект- 
рофотометрия при 252 нм превосходит колоримет- 
рический метод BCA по точности, экспрессности и  
воспроизводимости, что позволяет рекомендовать ее 
для рутинной стандартизации субстанции G3-ABD-DM1.

Подтверждение первичной структуры  
методом тандемной масс-спектрометрии

Для структурной идентификации конъюгата опти-
мизированы параметры денатурации и трипсинолиза.  
Проведение трипсинолиза при 37 °C в течение 16  ч  
после термической денатурации обеспечило исчер-
пывающее ферментативное расщепление.

По данным тандемной масс-спектрометрии на- 
но-ВЭЖХ-МС/МС, совокупность идентифицированных  
пептидных фрагментов обеспечила 100 % перекры-
тие теоретической аминокислотной последователь-
ности слитого белка DARPin G3-ABD (рисунок 3). 
Спектральный анализ подтвердил ковалентное при-
соединение малеимидокапроил-эмтанзина строго 
по C-концевому остатку цистеина, а также позволил 
идентифицировать фоновые модификации амино-
кислот, возникающие в процессе пробоподготовки 
(частичное окисление метионина и деамидирование 
аспарагина).

Оценка электрофоретической чистоты 
и молекулярной массы (SDS-PAGE)

Анализ пяти независимых серий субстанции 
конъюгата DARPin G3-ABD-DM1 методом вертикаль-
ного SDS-PAGE в невосстанавливающих условиях 

выявил наличие четкой дискретной полосы, соответст- 
вующей мономерной форме целевого биоконъюгата 
(рисунок 4, А).

Калибровочная зависимость десятичного логариф- 
ма молекулярной массы белков-маркеров от их отно- 
сительной подвижности (R

f
) характеризовалась высо-

кой линейностью:

y = –1,2797x + 2,0951 r = 0,989.

Экспериментально определенная молекулярная  
масса мономерного конъюгата составила 22,17 ±  
± 0,43  кДа, что согласуется с расчетным теоретиче-
ским значением (22,09 кДа). Денситометрический 
анализ показал, что содержание родственной техно-
логической примеси – невосстановленного димера  
белка  – не превышало 6 %, подтверждая высокую  
монодисперсность и чистоту полученной субстанции.

Специфическая противоопухолевая 
активность in vitro

Цитотоксическую активность конъюгата исследо- 
вали на клетках аденокарциномы молочной желе-
зы линии SKBR3, гиперэкспрессирующих HER2 (ри-
сунок 5). Конъюгат DARPin G3-ABD-DM1 индуциро-
вал выраженную дозозависимую гибель опухолевых 
клеток в наномолярном диапазоне концентраций со  
значением полумаксимального ингибирования IC

50
 = 

= (40 ± 10) нМ.
Контрольный препарат DARPin G3-ABD-CAA, ли-

шенный цитотоксической молекулы майтанзиноида, 
не оказывал существенного влияния на пролифера-
тивную активность клеток SKBR3 даже при максималь-
ных испытанных концентрациях (жизнеспособность 
более 90 %). Это доказывает, что цитотоксический  
эффект обусловлен рецептор-опосредованной интер-
нализацией конъюгата и внутриклеточным высвобо-
ждением майтанзиноида DM1, а не неспецифической 
токсичностью белкового носителя.

Таблица 2. Сравнительная статистическая оценка прецизионности и правильности  
спектрофотометрической методики и колориметрического метода BCA

Table 2. Comparative statistical evaluation of precision and accuracy for UV spectrophotometric and BCA methods

μ f x— S ε, %
tрасч.

tcalc.

Fрасч.

Fcalc.

δ, %

УФ-спектрометрия
UV spectrometry

0,580 12 0,58 0,011 0,027 0,665

1,461

–

Методика с BCA
Technique with BCA

1,380 12 1,42 0,016 0,024 6,983 2,756

Примечание. f – число степеней свободы; ε – относительная погрешность отдельного определения; F
расч.

  – расчетное  
значение критерия Фишера (F

табл.
 = 4,16 при P = 0,99 ); критерий Стьюдента t

табл.
 = 2,18(P = 95 %).

Note. f – number of degrees of freedom; ε – relative error of an individual determination; F
calc.

 – calculated F-value (F
tab.

 = 4.16  
at P = 0.99); critical value of Student’s t-test t

tab.
 = 2.18 (P = 95 %).

Таблица предоставлена авторами
The table was provided by the authors
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

1. Разработан технологический способ получения
целевого терапевтического конъюгата G3-ABD-
DM1 на основе анти-HER2 каркасного белка
DARPin G3-ABD и майтанзиноида эмтанзина, обес-
печивающий получение субстанции высокой сте-
пени чистоты с содержанием димерных приме-
сей менее 6 %.

2. Методом нано-ВЭЖХ-МС/МС подтверждена пер-
вичная структура конъюгата со 100 % перекры-

тием аминокислотной последовательности и уста- 
новлена сайт-специфическая локализация лин- 
кера по C-концевому остатку цистеина.

3. Разработана и валидирована методика количест-
венного определения конъюгата методом прямой
УФ-спектрофотометрии при длине волны 252  нм.
Показано, что в отличие от колориметрического
метода BCA, УФ-спектрофотометрия не отягоще-
на систематической ошибкой и обладает высокой
воспроизводимостью (RSD ≤ 2,06 %).

Рисунок предоставлен авторами
The figure was provided by the authors

Рисунок 3. Карта перекрытия аминокислотной последовательности конъюгата G3-ABD-DM1 идентифицирован-
ными пептидными фрагментами по данным тандемной масс-спектрометрии. Модификации аминокислотных  
остатков: D – деамидирование; O – окисление; A – ацетилирование 

Figure 3. Sequence coverage map of the G3-ABD-DM1 conjugate by identified peptide fragments using nano-HPLC-MS/
MS. Modifications: D – deamidation; O – oxidation; A – acetylation
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4. Подтверждена высокая специфическая цитоток-
сичность конъюгата в отношении HER2-экспрес-
сирующих опухолевых клеток SKBR3 (IC

50
 = 40 ±

± 10  нМ). Предложенный аналитический комплекс
рекомендуется для контроля качества субстанции
конъюгата на этапах доклинической разработки.
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