
 2018 НМИЦ ДГОИ

Pediatric Hematology/Oncology and Immunopathology
2018 | Vol. 17 | № 4 | 82‒99

DOI: 10.24287/1726-1708-2018-17-4-82-99

 2018 by NMRC PHOI

82 Обз   о р  л и т е ра т ур  ы

Correspondence: 
Darya V. Borsakova, researcher of 

the Laboratory of Biophysics Dmitriy 
Rogachev National Medical Research 

Center of Pediatric Hematology, 
Oncology, Immunology Ministry of 
Healthcare of Russian Federation. 
Address: Russia 117997, Moscow, 

Samory Mashela st., 1
Е-mail: d.borsakova@gmail.com

Контактная информация:
Борсакова Дарья Валерьевна, 

мл. научный сотрудник лаборатории 
биофизики НМИЦ детской гематоло-

гии, онкологии и иммунологии 
им. Дмитрия Рогачева 

Минздрава России.
Адрес: 117997, Москва, ГСП-7, 

ул. Саморы Машела, 1
Е-mail: d.borsakova@gmail.com

L-аспарагиназа: 
новые подходы к улучшению 
фармакологических свойств
Д.В. Борсакова1, 2, Е.И. Синауридзе1, 2

1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, 
онкологии и иммунологии им. Дмитрия Рогачева» Минздрава России, Москва 
2 ФГБУН «Центр теоретических проблем физико-химической фармакологии» РАН, Москва

Обзор посвящен противоопухолевому препарату L-аспарагиназе, его свойствам, механизму  
действия, а также новым лекарственным формам, обладающим улучшенными показателями 
эффективности, безопасности и фармакокинетики. Особое внимание уделено L-аспарагиназе, 
включенной в эритроциты.
Ключевые слова: иммобилизация фермента на полимерных носителях, L-аспарагиназа, 
L-аспарагиназа, включенная в эритроциты, методы инкапсуляции, противоопухолевый 
препарат, эритроцит, эритроцит-биореактор

Борсакова Д.В. и соавт. Вопросы гематологии/онкологии и иммунопатологии в педиатрии, 2018; 17 (4): 82‒99.
DOI: 10.24287/1726-1708-2018-17-4-82-99

L-asparaginase: new approaches to improve 
pharmacological characteristics 

D.V. Borsakova1, 2, E.I. Sinauridze1, 2 

1 Dmitriy Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology, 
Immunology Ministry of Healthcare of Russian Federation, Moscow
2 Center for Theoretical Problems of Physicochemical Pharmacology, Russian Academy of Sciences, Moscow 

The review focuses on the antitumor L-asparaginase preparation, its properties and mechanism of action, as well as its 
new drug forms, which possess improved characteristics of efficiency, safety and pharmacokinetics. Particular attention 
is paid to L-asparaginase included in erythrocytes.
Key words: antitumor preparation, enzyme immobilization on a polymeric carrier, L-asparaginase, 
L-asparaginase included in erythrocytes, method of encapsulation, erythrocyte, erythrocyte-bioreactor

Borsakova D.V., et al. Pediatric hematology/oncology and immunopathology, 2018; 17 (4): 82‒99.
DOI: 10.24287/1726-1708-2018-17-4-82-99

Аспарагиназа (L-аспарагин-амидогидролаза, 
ЕС 3.5.1.1) – фермент класса гидролаз, ко-
торый катализирует гидролиз L-аспарагина с 

образованием L-аспарагиновой кислоты и иона аммо-
ния (рисунок 1). При внутривенном введении L-аспа-
рагиназы в организм человека происходит снижение 
концентрации аспарагина в крови и тканевой жидко-
сти. Соответствующие ферменты из Esherichia coli 
(E. coli) и Erwinia chrysanthemi (E. chrysanthemi) 
имеют подтвержденную противоопухолевую актив-
ность и являются неотъемлемой частью комбини-
рованной противоопухолевой терапии острого лим-
фобластного лейкоза (ОЛЛ) у детей и взрослых [1]. 
Это связано с тем, что клетки некоторых опухолей, 
в отличие от нормальных тканей, являются ауксо-
трофами аспарагина, то есть не имеют возможности 
синтезировать свой аспарагин (активность аспара-
гинсинтетазы в них снижена или отсутствует). Такие 
опухолевые клетки не могут самостоятельно вос-
полнить сниженный уровень внутриклеточного L-ас-
парагина, в то время как в нормальных клетках этот 
уровень своевременно восполняется. При уменьше-
нии концентрации аспарагина лейкозные клетки ис-

пытывают дефицит этой аминокислоты, происходит 
ингибирование синтеза белка и нуклеиновых кислот, 
что в конечном счете приводит к апоптозу опухоле-
вой клетки. Таким образом, при воздействии L-аспа-
рагиназы достигается избирательная регрессия опу-
холевой ткани [2]. 

Несмотря на выраженный терапевтический эф-
фект, использование L-аспарагиназы ограничено 
тем, что ее введение вызывает ряд серьезных побоч-
ных реакций, таких как нарушения свертывания кро-
ви, гастроэнтеральные патологии, нарушения в ра-
боте печени, центральной нервной системы, острые 
панкреатиты, но самое важное – острые реакции ги-
перчувствительности на введение чужеродного бел-
ка. Эти эффекты часто вынуждают врача отказывать-
ся от препарата или заменять его на менее токсичный 
и иммуногенный. Наличие ограничений в применении 
L-аспарагиназы заставляют научное сообщество ис-
кать новые пути снижения токсичности, иммуноген-
ности и увеличения терапевтического эффекта дан-
ного препарата. В настоящем обзоре представлены 
известные на данный момент подходы к улучшению 
фармакологических свойств L-аспарагиназы. 
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Открытие противоопухолевой активности  
L-аспарагиназы. В 1953 году ученые из Корнельско-
го университета (США) обнаружили, что сыворотка 
морской свинки ингибирует мышиные опухолевые 
клетки 6C3HED и крысиные лимфомы [4]. Постепен-
но и другие лаборатории подтвердили противоопухо-
левый эффект сыворотки; было обнаружено, что за 
это отвечает фермент L-аспарагиназа. Примерно в 
это же время было обнаружено, что некоторые опу-
холи являются ауксотрофами аспарагина, то есть 
нуждаются в поступлении его извне для роста и раз-
множения клеток [5].

С начала 1960-х годов L-аспарагиназа была 
выделена из многих источников – из микробов, 
дрожжей, грибов, растений и некоторых живот-
ных; L-аспарагиназы из большинства этих источ-
ников обладают противоопухолевой активностью  
[1, 6], но наиболее изучена L-аспарагиназа 2-го типа  
из E coli. Благодаря доступности и легкости произ-
водства она первой достигла стадии клинических 
исследований. В 1967 году впервые была уста-
новлена эффективность L-аспарагиназы из E. coli  
в терапии острого лимфобластного лейкоза у детей 
[7, 8].

Свойства L-аспарагиназы. Существует два типа 
бактериальных аспарагиназ. Аспарагиназы 1-го типа 
(цитоплазменные) конститутивны, то есть синтези-
руются в клетке постоянно, при этом экспрессия ко-
дирующих их генов не зависит от наличия субстрата 
(аспарагина). Эти аспарагиназы обладают высокими 
Км к аспарагину (3,5 мМ) и активны также по отноше-
нию к глутамину [9]. 

Аспарагиназы 2-го типа (периплазматические) 
локализованы в периплазматическом пространстве 
бактерий, то есть в пространстве между их внешней 
и плазматической мембранами. Они индуцируют-
ся в условиях анаэробиоза, и их экспрессия жестко 
регулируется с помощью циклического АМФ [10].  
Эти аспарагиназы имеют низкий Км к аспарагину и 
слабо активны по отношению к глутамину [11]. 

Для лечения ОЛЛ используют только L-аспа-
рагиназу 2-го типа, поскольку L-аспарагиназа 1-го 
типа не обладает терапевтической активностью [12]. 
Такая разница в активности обусловлена различным 
сродством к аспарагину: Км L-аспарагиназы 2-го типа 
для аспарагина и глутамина составляют 1,15 × 10-2 и 
6,25 мМ соответственно. Из-за схожести структуры 
субстратов L-аспарагиназа 2-го типа имеет также 
небольшую активность по отношению к глутамину 
и D-аспарагину – около 4 и 5% соответственно по 
сравнению с ее активностью по отношению к L-аспа-
рагину [6, 13]. 

Бактериальные ферменты 2-го типа, включая 
L-аспарагиназы из E. coli и E. chrysanthemi, явля-
ются гомотетрамерами с молекулярной массой око-
ло 140 килодальтон (кДа). Гомотетрамер состоит из 
мономеров с молекулярной массой 36 кДа (около  
330 аминокислотных остатков) [14] (рисунок 1).

Каждые два мономера аспарагиназы (А и С;  
B и D) плотно соединены между собой в два димера 
(рисунок 2 А), которые объединяются между собой, 
образуя тетрамер в форме «пончика» с отверстием 
посередине [14, 15] (рисунок 2 Б). Каждый моно-
мер имеет 40 β-слоев и 8 α-спиралей, уложенных в 
N-терминальный домен и меньший по размеру С-тер-
минальный домен [16]. Между N- и С-терминальными 
доменами примыкающих мономеров сформированы 
4 активных каталитических центра.

Фермент может существовать в двух основных 
конформациях – закрытой и открытой. При связы-
вании субстрата с активным центром инициируется 
переход из открытого состояния в закрытое. После 
присоединения аспарагина реакция идет в две стадии 
(рисунок 2): 

1.	Нуклеофильный треонин, расположенный 
в непосредственной близости от активного центра 
фермента, взаимодействует с карбонильной группой 
амидного субстрата (аспарагина) с образованием про-
межуточного продукта реакции – ацилфермента. При 
этом от субстрата отщепляется молекула аммиака. 

Рисунок 1
Механизм реакции гидролиза аспарагина, катализируемого L-аспарагиназой; промежуточный продукт формируется посредством 
нуклеофильной атаки треониновой группы фермента на субстрат (красные стрелки указывают направление нуклеофильной атаки) [3]
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2.	Ацил-фермент реагирует с молекулой воды с 
освобождением L-аспарагиназы и образованием ас-
партата [17].

Доказано, что димер L-аспарагиназы, имеющий 
два активных центра, не способен расщеплять L-ас-
парагин. Такой активностью обладает только тетра-
мер фермента [18].

L-аспарагиназа может работать при рН, равном 
5–10, однако оптимальная каталитическая актив-
ность фермента по отношению к аспарагину про-
является при рН = 8,0 [19]. Оптимум глутаминазной 
активности фермента лежит между значениями рН, 
равными 5,5 и 7,5 [20]. 

Механизмы противоопухолевых эффектов ас-
парагиназы. Прямая задача аспарагиназы при те-
рапии лейкозов – уменьшать концентрацию аспара-
гина в крови, вызывая селективное ингибирование 
роста чувствительных к такому снижению опухоле-
вых клеток. Уровень аспарагина зависит от концен-
трации циркулирующей в крови аспарагиназы [21].  
Аспарагин и глутамин – основные транспортеры азо-
та в клетках млекопитающих, поэтому при терапии  
L-аспарагиназой, так же как и в других случаях воз-
никновения дефицита аспарагина и/или глутамина,  
в клетке запускается ряд метаболических путей, ко-
торые приводят к ее апоптозу из-за остановки клеточ-
ного цикла в постмитотической G1-фазе уже через  
8 ч после введения аспарагиназы [22, 23] (рисунок 3).

Роль глутамина в супрессии опухолей широко 
изучается. Его концентрация в различных клетках и 

Рисунок 3
Метаболические пути, которые запускает в клетке L-аспарагиназа [23, адаптировано]

Рисунок 2
Структура L-аспарагиназы 2-го типа: А – строение димера  
L-аспарагиназы из E. coli с молекулами аспарагина, 
присоединенными к активным сайтам [3]; 
Б – строение полного тетрамера аспарагиназы E. coli [14]
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тканях организма выше концентраций других амино-
кислот. Так, в плазме человека и эритроцитах она со-
ставляет 0,6–0,9 мМ [24, 25], в то время как концен-
трация аспарагина в плазме в 10–15 раз ниже – около 
65 мкМ [26]. Поскольку глутамин – наиболее важный 
транспортер азота в животных тканях, его дефицит 
может вызывать нарушения в работе различных ор-
ганов и систем организма. Существует мнение, что 
гидролиз глутамина вносит вклад в токсические эф-
фекты аспарагиназы [27]. Важно и то, что глутамин 
является донором аминогруппы при синтезе аспара-
гина в аспарагинсинтетазной реакции, поэтому его 
гидролиз приводит к эффективному и постоянному 
распаду аспарагина и может вносить значительный 
вклад в антинеопластическую активность L-аспара-
гиназы [23]. 

При терапии аспарагиназой, так же как и в других 
случаях возникновения дефицита аспарагина и/или 
глутамина, в клетке запускается ряд метаболических 
путей, которые в зависимости от условий приводят 
либо к выживанию клетки, либо к ее саморазруше-
нию (апоптозу). Упрощенная схема метаболических 
сдвигов, которые запускаются в клетке при терапии 
аспарагиназой, представлена на рисунке 3. Истоще-
ние аспарагина индуцирует ген аспарагинсинтетазы 
и пролонгирует время жизни соответствующей мРНК 
(1), это приводит к увеличению синтеза аспарагин-
синтетазы и уменьшению дефицита аспарагина (2), 
что может вызвать резистентность к L-аспарагиназе. 
При истощении аспарагина (и/или глутамина) клет-
ки активируют GCN2 киназу (3), которая фосфори-
лирует α-субъединицу эукариотического фактора 
инициации трансляции 2 (eIF2α → p-eIF2) (4). Это 
фосфорилирование представляет собой фундамен-
тальный метаболический переключатель, который 
снижает скорость общего синтеза белка и приводит 
к экономии энергии, необходимой для клеточно-
го выживания. При этом фосфорилирование elF2α  
зависит от распада глутамина сильнее, чем от рас-
пада аспарагина. Общий синтез белка снижается (5), 
однако в то же время происходит предпочтительная 
трансляция субпопуляций мРНК, которые кодируют 
в зависимости от условий либо защищающие клетку 
белки, либо белки, вовлеченные в апоптоз. Один из 
таких управляющих белков – активирующий транс-
крипцию фактор 4 (ATF4): его активация (6) может 
привести как к экспрессии генов, приводящих к син-
тезу белков, способствующих выживанию клетки  
(7, 8), так и к экспрессии проапоптотических факто-
ров (9). Белки первой группы будут способствовать 
выживанию клетки и снижать дефицит аспарагина 
(2, 10); белки второй группы в конце концов приве-
дут к клеточной гибели – апоптозу (11). Другой важ-
ный переключатель метаболизма, на который влияет 
L-аспарагиназа, – сигнальный путь mTOR (12), кото-

рый контролирует рост и деление клеток и связывает 
условия окружающей среды со скоростью синтеза 
белка (13). Активность этого пути зависит от многих 
параметров: концентрации ростовых факторов, энер-
гетического статуса клетки, диетарной доступности 
аминокислот и наличия стресса различной природы.

Согласно этой схеме глутамин играет важную 
роль в ингибировании роста опухолей, так как, в 
отличие от аспарагина, дефицит глутамина – это 
сигнал для дополнительного mTOR-пути [28], при-
водящего к ингибированию синтеза белков. Было 
замечено, что этот сигнальный путь активен при 
лечении L-аспарагиназами, имеющими глутамина-
зную активность (например, из E. coli), но отсут-
ствует при терапии L-аспарагиназой из Wolinella 
succinogenes, которая практически не имеет такой 
активности. Это наблюдение позволяет полагать, 
что ингибирование mTOR-пути – специфический 
эффект индуцированного аспарагиназой истоще-
ния глутамина [29]. Имея глутамин в достаточном 
количестве, активированная аспарагинсинтета-
за может увеличивать концентрацию аспарагина, 
который угнетает GCN2 и предотвращает апоптоз 
клеток. Важность участия глутамина в метаболизме 
опухоли привлекла внимание к терапевтическому 
потенциалу глутаминаз [23].

Клиническое применение. L-аспарагиназа была 
предложена для терапии различных видов опухолей. 
Наиболее эффективной она показала себя при тера-
пии ОЛЛ у взрослых, но особенно – у детей. Резуль-
таты многочисленных клинических исследований 
показали хорошую выживаемость пациентов [30–35]. 
При лечении ОЛЛ у детей с применением L-аспа-
рагиназы ремиссия достигается в 40–60% случаев. 
Этот процент увеличивается примерно до 90–95% 
при использовании L-аспарагиназы в комбинации с 
винкристином и преднизолоном [36]. Таким образом, 
L-аспарагиназа стала неотъемлемым препаратом в 
комбинированных протоколах лечения ОЛЛ [8].

Другие опухоли, такие как неходжкинская лим-
фома, острый миелобластный лейкоз (ОМЛ), хро-
нические лейкозы, в исследованиях отвечали на 
препарат неоднозначно. Большинство лимфоидных 
опухолей было восприимчиво к препарату, в то вре-
мя как большинство солидных опухолей оставалось 
к нему резистентными [37, 38]. Например, в иссле-
дованиях аспарагиназы при лечении первичного 
ОМЛ ответ на терапию был всего у 12% пациентов  
[37, 39]. Некоторые исследования показали чувстви-
тельность к терапии L-аспарагиназой таких опухо-
лей, как NK/T-клеточная лимфома (выживаемость 
составила 61%) [40, 41] и T-клеточный лейкоз [42]. 
Слабый ответ на терапию аспарагиназой стали напря-
мую связывать с экспрессией аспарагинсинтетазы в 
опухолевых клетках [43, 44]. Исходя из этого, можно 
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было ожидать, что наиболее эффективной L-аспара-
гиназа может быть при терапии солидных опухолей 
с низкой аспарагинсинтетазной активностью. Такими 
опухолями, чувствительными к аспарагиназе, оказа-
лись клеточные линии рака яичников [45], саркомы 
мягких тканей [46] и карциномы желудка [47]. 

Чтобы достичь оптимального терапевтического 
эффекта, концентрация аспарагина в крови должна 
быть менее 0,1 мкмоль/л крови – это возможно при 
активности аспарагиназы не менее 100 МЕ/л крови 
[48]. В современных протоколах дозы L-аспарагина-
зы как у взрослых, так и у детей составляют 5000– 
10 000 МЕ/м2 площади поверхности тела (ППТ) при 
введении 1 раз в неделю. Расчет площади поверхно-
сти тела проводят по формуле: 

ППТ (м2) = [масса тела (кг) × рост (см)/3600]1/2

Сразу после введения таких доз можно ожидать, 
что активность L-аспарагиназы в крови будет не ме-
нее 1500 МЕ/л крови. Как следствие, независимо от 
клинического ответа на препарат, L-аспарагиназа 
в таких дозах может вызывать множество побоч-
ных эффектов. Возможны нарушения со стороны 
системы свертывания крови (синдром диссемини-
рованного внутрисосудистого свертывания (ДВС), 
геморрагии), гастроэнтеральной системы (потеря ап-
петита, тошнота, рвота), центральной нервной системы  
(депрессии, галлюцинации, дeзориентации, конвуль-
сии, кома), а также среднее повышение температуры 
тела, изменения в эндокринной и экзокринной частях 
поджелудочной железы (с острым панкреатитом),  
ослабление функции печени и др. [49]. Препарат 
вызывает появление антител, связанную с этим ги-
перчувствительность разной степени выраженности  
(от умеренной аллергии до анафилактического 
шока) и развитие резистентности к лекарству, так 
как эти антитела приводят к ускоренному клиренсу 
аспарагиназы ретикулоэндотелиальной системой и 
снижению ее концентрации в плазме [50]. 

Основной причиной токсичности аспарагиназы 
принято считать снижение уровня внеклеточного 
аспарагина [50] и глутамина (вследствие частичной 
глутаминазной активности фермента) [51], что в со-
вокупности приводит к подавлению синтеза белка 
(рисунок 3). Непрерывный гидролиз глутамина ведет 
к значительному повышению уровня глутамата в кро-
ви, что может вызвать развитие эксайтотоксичности 
(нарушения в передаче возбуждающего нервного 
импульса), так как повышенная концентрация глу-
тамата приводит к перевозбуждению, последующему 
истощению и гибели нейронов [52]. 

D. Kafkewitz и A. Bendich суммировали в своем 
обзоре результаты экспериментальных работ, кото-
рые показывают, что дефицит глутамина в организ-

ме заметно подавляет функцию иммунной системы, 
в то время как дефицит аспарагина такого действия 
не оказывает [53]. По мнению некоторых исследова-
телей, одной из причин токсичности L-аспарагиназы 
может быть ее способность гидролизовать аспарагин 
в составе β-аспартилпептидов, которые, возможно, 
играют роль в метаболизме млекопитающих, пока до 
конца не изученную [54]. 

Главный фактор, ограничивающий применение 
L-аспарагиназы, – реакции гиперчувствительности, 
которые, по данным разных исследований, развива-
ются в ответ на внутривенное введение бактериаль-
ного фермента у 5–45% пациентов [55, 56].

Для снижения иммуногенности и повышения  
общей терапевтической эффективности препарата 
предложено множество способов. 

Способы повышения терапевтической безопас-
ности и эффективности L-аспарагиназы. Существу-
ют три принципиально различные группы методов, 
которые применяли для улучшения фармакологи-
ческих характеристик препарата L-аспарагиназы.  
Это поиск новых природных и создание рекомбинант-
ных аспарагиназ с модифицированными свойствами, 
иммобилизация фермента на полимерных носите-
лях и включение фермента внутрь искусственных 
полимерных везикул или эритроцитов. Рассмотрим  
каждую группу методов подробнее.

L-аспарагиназы из разных источников и раз-
работка рекомбинантных L-аспарагиназ. Поиск 
новых аспарагиназ из источников, отличных от  
E. coli, был первым и самым доступным направле-
нием в биологии 30 лет назад. Как сказано выше, 
за прошедшие несколько десятков лет выделено и 
описано большое количество L-аспарагиназ из раз-
личных источников [1, 6]. Часть из них не обладала 
противоопухолевой активностью или была недоста-
точно эффективной в отношении опухолевых кле-
ток. В лидеры вышли бактериальные L-аспарагина-
зы из Е. coli, E. chrysanthemi и Erwinia carotovora  
(аспарагиназы из E. carotovora и E. chrysanthemi 
на 77% идентичны по аминокислотному составу и, 
как следствие, близки по свойствам [23]). В насто-
ящий момент в клинике, помимо L-аспарагиназы из 
E. coli, широко применяется также L-аспарагиназа 
из Erwinia chrysanthemi, коммерческое название  – 
Эрвиназа (Erwinase®).

Противоопухолевые свойства Эрвиназы были 
обнаружены примерно в то же время, что и ана-
логичные свойства аспарагиназы из E. coli [6]. 
Впоследствии клинические исследования показа-
ли преимущество Эрвиназы перед препаратом из  
E. coli. При одинаковых дозах этих препаратов  
Эрвиназа реже вызывала реакцию гиперчув-
ствительности и другие побочные эффекты [49],  
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поэтому ее начали применять для лечения пациен-
тов, у которых развивалась гиперчувствительность 
на введение обычной и пэгилированной аспарагина-
зы из E. coli. Поскольку Эрвиназа имеет более ко-
роткий период полувыведения (0,60 ± 0,13 дня [32]), 
ее необходимо вводить чаще. 

Наиболее успешными были поиски новых про-
тивоопухолевых аспарагиназ среди ферментов из 
бактерий, однако предпринимались также попытки 
заменить бактериальные ферменты на ферменты 
человека; предполагалось, что такая замена может 
снизить выработку антител на препарат [23], но экс-
периментально это не доказано. Ряд примеров новых 
исследованных ферментов с аспарагиназной актив-
ностью приведен в таблице 1.

Достижения современной генной инженерии по-
зволяют создавать рекомбинантные ферменты, коди-
руемые генами одних организмов в клетках других. 
Такой подход позволяет получать ферменты с новы-
ми свойствами, помогает упростить технологию про-
изводства и очистки фермента, что является важным 
этапом на пути к их клиническому применению. 

Снизить иммуногенность и улучшить фармако-
логические свойства аспарагиназы может помочь 
структурная модификация молекулы на аминокис-
лотном уровне в результате направленного мутаге-
неза. Таким способом была модифицирована L-аспа-
рагиназа из E. coli. В результате получился фермент, 

более резистентный по отношению к расщеплению 
человеческой аспарагинилэндопептидазой, которая 
с легкостью может удалять нативный фермент [57].

Наряду с прямыми попытками создать рекомби-
нантные L-аспарагиназы с заданными свойствами, 
например, с увеличенным сроком жизни фермента 
в организме за счет увеличения его устойчивости 
к протеазе трипсину [58], делались попытки ском-
бинировать действие L-аспарагиназы с введением 
ингибиторов, способных снижать синтез аспарагин-
синтетазы (например, ингибиторов мРНК аспарагин-
синтетазы), что приводит к повышению эффективно-
сти удаления аспарагина из крови [59]. Существуют 
также подходы для теоретического анализа иммуно-
генности аспарагиназ из разных источников, в част-
ности, растительных [60, 61]. Такой анализ исполь-
зует данные биоинформатики о количестве и типе 
иммуногенных эпитопов в молекулах различных ас-
парагиназ и делает вывод о возможной иммуноген-
ности новых молекул на основании схожести типа и 
количества этих эпитопов у новых ферментов и фер-
ментов с известной иммуногенностью. 

Интересные результаты были получены автора-
ми в работе [62]: они определили, какой из эпитопов 
L-аспарагиназы из E. coli клинически ответственен 
за запуск иммунных реакций во время лечения ОЛЛ.

Одна из новейших разработок – создание систе-
мы направленной доставки L-аспарагиназы к солид-

Таблица 1
Примеры некоторых новых ферментов с аспарагиназной активностью

№ 
п/п Фермент Некоторые характеристики Ссылки

1

Аспарагиназа 
из патогенной линии 
Helicobacter рylory 

CCUG 17874

Аспарагиназа 2-го типа; обладает кооперативностью по отношению к глутамину. 
Сродство этой аспарагиназы к глутамину ниже, чем у аспарагиназ из E. сoli.

E. сarotovora и E. сhrysanthemy; имеет более высокую противоопухолевую активность по отношению к 
некоторым линиям опухолевых клеток, особенно к клеткам эпителия желудка AGS (IC50 = 1,3 µM) и MKN28 
(IC50 = 7,6 µM), по сравнению с ферментом из E. сoli (IC50 = 95,6 µM для AGS; для MKN28 чувствительность 
вообще отсутствует)  

[47]

2
Аспарагиназа 

из непатогенной линии 
V. succinogenes

По свойствам похожа на аспарагиназу из E. сarotovora, но имеет очень низкую активность по отношению 
к глутамину (0,015% аналогичной активности по отношению к аспарагину, что в 130 и 600 раз ниже, 
чем глутаминазная активность аспарагиназ из E. сoli и E. сarotovora соответственно). Не ингибируется 
аммонием, имеет низкую перекрестную чувствительность с другими бактериальным аспарагиназами, 
что позволяет использовать ее у пациентов с высокой гиперчувствительностью к другим препаратам 
аспарагиназы

[63]

3 Глутаминаза-аспарагиназа 
из Pseudomonas 7A

Предполагается, что ее противоопухолевая активность связана с одновременным расщеплением 
аспарагина и глутамина. Имеет низкие и примерно одинаковые КМ по отношению к этим субстратам 
(4,6 и 4,4 µМ для аспарагина и глутамина соответственно). Имеет хорошую стабильность и активность 
при физиологических условиях. Время полувыведения из плазмы мышей после однократной инъекции 
в дозе 1000 МЕ/кг составляет 13 ч

[64]
[65]
[66]

4
Рекомбинантная 

гликозиласпарагиназа 
человека (ГА)

Фермент имеет аспарагиназную активность, близкую к активности L-аспарагиназы, но не имеет 
глутаминазной активности. Ее Км для аспарагина составляет 538 µМ (у аспарагиназ из Erwinia и  
E. сoli – 90 и 130 µМ соответственно). Снижает аспарагин in vitro с 2,3 до 0,2 мМ за 18,4 ч  
(при концентрации 10 МЕ/л); аспарагиназы из Erwinia (10 МЕ/л) и E. сoli (40 МЕ/л) делают это 
за 4 ч. Величины IC50 против B- и Т-клеточных линий ОЛЛ были равны 16; 8 и 5 МЕ/л для ГА, 
эрвиназы и аспарагиназы из Е. coli соответственно. Предполагается, что замена 
бактериального фермента на человеческий должна снизить выработку антител на препарат

[67]
[68]
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ным опухолям на основе Salmonella typhimurium, 
которая может обеспечить экспрессию больших ко-
личеств аспарагиназы E. coli непосредственно в опу-
холи [69]. Для этого была сконструирована плазмида 
рASN, несущая ген, кодирующий белок аспарагина-
зы из E. coli (BL21), которая была встроена в ДНК 
Salmonella. Это обеспечивало экспрессию белка ас-
парагиназы непосредственно в опухоли под контро-
лем araBAD промотора (Pbad) арабинозного оперона 
Escherichia, который индуцируется L-арабинозой. 
При инкубации клеток различных опухолей в среде 
с Salmonella, несущей плазмиду L-аспарагиназы,  
или в среде с обычной L-аспарагиназой в течение 
48–72 ч наблюдали сравнимую супрессию роста опу-
холевых клеток (то есть одинаковую чувствитель-
ность и уровень гибели клеток) в присутствии обоих 
препаратов. Противоопухолевая активность сальмо-
неллы, несущей ген L-аспарагиназы, исследована на 
моделях мышиных опухолей. Показано, что на мы-
шах наблюдается значительная супрессия роста раз-
личных видов опухолей, и выживаемость у леченых 
мышей была выше по сравнению с контролем. При 
этом наблюдали строгую корреляцию выживаемости 
опухолевых клеток и активности L-аспарагиназы,  
обеспечиваемой сальмонеллой. Авторы сделали вы-
вод, что в дальнейшем такая система может приме-
няться для лечения солидных опухолей [69]. 

Иммобилизация L-аспарагиназы на полимер-
ных носителях. Еще одно направление модифика-
ции аспарагиназы с целью улучшения ее фармако-
логических свойств – иммобилизация фермента на 
полимерных носителях. Присоединение фермента 
к полимеру может изменить физико-химические и 
фармакологические свойства лекарственного пре-
парата (растворимость, термическую стабильность, 
время полувыведения и др.). Полимер может защи-
тить фермент от воздействия протеаз, блокировать 
те участки фермента, которые вызывают выработку 
антител, и создавать некую оболочку, проницаемую 
для субстрата (аспарагина), но затрудняющую до-
ступность молекулы для белков и клеток иммунной 
системы.

Наиболее известная форма L-аспарагиназы, 
иммобилизованная на полимерном носителе, –  
аспарагиназа с присоединенным полиэтиленглико-
лем (ПЭГ-аспарагиназа), разработанная Y. Kamisaki 
в 1981 году [70]. Фермент имел всего 8% катали-
тической активности по сравнению с нативным, но 
одинаковые оптимальный рН и Км по отношению к 
аспарагину, показал сниженную иммуногенность и 
увеличенное время циркуляции у мышей. В более 
поздних работах с ПЭГ-аспарагиназой этот фермент 
имел уже 30% исходной активности нативной аспа-
рагиназы и не отличался от нее по зависимости ак-
тивности от рН и по стабильности в зависимости от 

температуры, а также по константе Михаэлиса для 
аспарагина [71]. 

Во многих исследованиях показаны преимуще-
ства пэгилированной L-аспарагиназы над нативным 
ферментом, одно из которых – увеличенное время 
полувыведения. Предполагается, что пэгилирова-
ние блокирует потенциальные иммуногенные эпи-
топы нативной молекулы фермента, уменьшая тем 
самым ассоциированные с ними иммунный ответ 
и реакции гиперчувствительности. Таким образом, 
пэгилирование задерживает выведение фермен-
та ретикулоэндотелиальной системой, пролонгируя 
время циркуляции препарата в организме [72]: в ра-
боте [50] оно составляет 5,74 ± 3,24 дня (препарат  
Онкоспар) по сравнению с 1,24 ± 0,17 дня и 0, 6 ± 0,13 
дня для введения растворов нативных препаратов из  
E. coli или E. chrysanthemi соответственно. Фарма-
кокинетика разных препаратов аспарагиназы была 
исследована также в работе [73]. На рисунке 4 пред-
ставлены полученные в этой работе зависимости ак-
тивности аспарагиназы от времени после введения 
в сыворотках пациентов, получивших одноразовую 
инъекцию одного из трех различных препаратов 
аспарагиназы: нативных ферментов из E. coli, 
или E. chrysanthemi (в дозе по 25 000 МЕ/м2), или 
ПЭГ-аспарагиназы из E. coli (в дозе 25 00 МЕ/м2).

Увеличение времени полувыведения препарата 
ПЭГ-аспарагиназы позволило достичь той же ско-
рости ремиссии и выживаемости у пациентов, полу-
чивших одно введение этой аспарагиназы в течение 

Рисунок 4
Кинетика снижения активности аспарагиназы в плазме пациен-
тов после однократного введения одного из препаратов аспа-
рагиназы; ( ) – аспарагиназа из E. сoli в дозе 25 000 МЕ/м2,  
n = 10; ( ) – аспарагиназа из Erwinia в дозе 25 000 МЕ/м2,  
n = 10; ( ) – пэгилированная аспарагиназа из E. сoli (ПЭГ- 
аспарагиназа) в дозе 2500 МЕ/м2, n = 10 (представлены сред-
ние величины ± стандартные отклонения; прямые проведены 
при помощью линейного регрессионного анализа результатов 
в каждой группе) [73]
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Таблица 2
Изменение характеристик L-аспарагиназы при иммобилизации на полимерных носителях

№ 
п/п

Полимерный 
носитель

Способ 
иммобилизации

Сохранение 
активности после 

связывания, % 

КМ для аспарагина, время полувыведения 
и изменение некоторых других свойств 

в сравнении с нативным ферментом
Ссылки

1
Нативный 
фермент 

(без полимера)
‒ 100%

КМ = 1,15 × 10-5 М (E. coli) 
Время полувыведения 1,24 ± 0,17 дня (E. coli) 

и 0,6 ± 0,13 дня (E. chrysanthemi). 
Рабочая область рН ‒ 5,0‒10,0 (рН-оптимум ‒ 8,0)

[19]
[50]

2 Полиэтилен-
гликоль (ПЭГ)

Ковалентная сшивка 
фермента с ПЭГ 8‒30%

КМ ‒ как у нативного фермента. Время полувыведения увеличено 
до 5,74 ± 3,24 дня (E. coli); рН-оптимум ‒ 7,0; 

термостабильность одинаковая, иммуногенность снижена (E. coli)

[50]
[70‒72]

3
Пальмитиновая 

кислота 
(С16Н32О2)

Ацилирование 
кислоты путем 
присоединения 

к ε-NH2-группам 
лизинов фермента

60‒98%  
(в зависимости 

от степени 
ацилирования)

Увеличение каталитической активности [79]

4
Сополимер 

альбумина и 
аспарагиназы

Сшивание с помощью 
глутарового 
альдегида

60%

После сшивания КМ увеличивается в 2‒3 раза. 
При инкубации в свежей плазме in vitro время полужизни фермента 

(t1/2) ‒ 20 ч (у нативного фермента t1/2 = 1,5 ч). 
Увеличена устойчивость в присутствии протеолитических ферментов 
(t1/2 = 10 ч; у нативного фермента ‒ 0,5 ч), иммуногенность снижена

[80]

5

Белок шелка 
фиброин 

(от 40 
до 120 кДа) 

Сшивание с помощью 
глутарового 
альдегида

80%

КМ = 0,844 × 10-3 М (у нативного фермента ~ в 6 раз выше – 4,77 × 10-3 М). 
Время жизни в плазме человека in vitro:  t1/2 = 63 ч 

(у нативного фермента t1/2 = 33 ч).
Увеличенная термическая стабильность (в 2 раза при 60 °С) и стабильность 

при хранении (на 30-й день остаточная активность ‒ 80%; для нативного 
фермента ‒ 20% ); увеличенная устойчивость к действию трипсина 
(после 40 мин инкубации активность на 20% выше, чем у нативного 

фермента); сниженная иммуногенность 
(титр антител через неделю после второй инъекции ‒ 2 против 24)

[81]

6

Сополимер 
винилпирро-

лидона и 
акролеина

Образование азомети-
новых связей между 

карбонильными груп-
пами полимера и 
аминогруппами 

фермента

21‒92,5% 
(в зависимости 

от условий)

Увеличенная термическая стабильность 
в диапазоне температур 20‒50 °С [82]

7
Карбоксиме-

тилцеллюлоза 
(КМЦ)

Ковалентное связыва-
ние азидным методом 

(связывание азида 
КМЦ с аспарагиназой)

34‒94%  
(в зависимости 
от соотношения 

КМЦ и фермента)

In vivo на кроликах t1/2 = 13,2 ч (для нативного фермента – 7 ч). 
Продолжительность жизни опытных животных увеличилась в 1,3–3,2 раза 

по сравнению с лечением свободной аспарагиназой
[83]

8 N,O-карбокси-
метилхитозан

Сшивка глутаровым 
альдегидом 75%

Время полувыведения 40 ч; для нативного фермента ‒ 1,6 ч. 
Увеличенная протеолитическая стабильность относительно трипсина 

и α-химотрипсина; оптимальный рН ближе к физиологическому, 
чем у нативного фермента

[84]

9

Декстран 
сульфат 

(М.в. до 500 кДа) 
и полиглюкин 
(М.в. ~ 60 ± 10 

кДа)

Комплексообразо-
вание 79,5‒100%

КМ ‒ 1,5–2,5 × 10-4 M у различных модификаций комплекса;  
для нативного фермента ‒ 4,2 × 10-4 M. 

Увеличена термическая стабильность и стабильность при хранении. 
Продолжительность жизни подопытных животных увеличилась в 1,3 раза 

по сравнению с лечением нативной L-аспарагиназой

[85]

10

Полисахарид 
леван 

(полимер 
фруктозы 

из Z. mobilis)

Ковалентное сшива-
ние путем окисления 

перйодатом 
с последующим 

восстановлением 
алкилированием

55‒90,5% 
(у разных типов 

конъюгатов)

КМ ‒ 3,5‒9,5 × 10-5 M у разных модификаций конъюгата 
(у нативного фермента ‒ 2,5 × 10-5 M). 

Расширенный диапазон оптимального рН, 
повышенная стабильность при температуре 40 и 50 °С,

увеличенное время хранения (1 месяц)

[86]

11 Полиакрил-
амидные шарики Ковалентная сшивка 100%

Аспарагин в 5 л буфера (50 мкМ) полностью гидролизовался 
за 60 мин диализа против шариков с пришитой аспарагиназой 

(активность аспарагиназы в диализаторе – 2000 МЕ). 
In vivo в крови овец концентрация аспарагина (40–50 мкМ) снижалась 

до низкого уровня после 2‒3 ч гемодиализа над этим же носителем 
(с 2000 МЕ пришитой аспарагиназы), но потом снова увеличивалась, 

вероятно, из-за ускорения ресинтеза аспарагина 

[87]

12 Коломиновая 
кислота

Ковалентное 
сшивание путем 

восстановительного 
аминирования

82‒86%
Км ‒ как у нативного фермента. Время жизни in vitro ‒ 38 ч 

(для нативного фермента в тех же условиях ‒ 15 ч). 
Увеличенная стабильность при инкубации в плазме мышей при 37 °С

[88]

13 Гидрогель из 
ПЭГ и альбумина

Иммобилизация 
на матрице гидрогеля 90%

200-кратное увеличение Км для аспарагина. Имплантация 7 МЕ 
аспарагиназы в виде гидрогеля снижала аспарагин в плазме крыс 

ниже предела обнаружения ‒ 7 дней; через 10 дней эта концентрация 
возвращалась к норме. Сохранялось 90% исходной активности после 

50 дней инкубации при 37 °С (для нативного фермента в тех же условиях 
активность сохранялась 2 дня)

[89]
[90]
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2 недель, что и у пациентов после 6–9 введений на-
тивного фермента за то же время [74]. Например, 
была показана высокая эффективность применения 
пэгилированной аспарагиназы как препарата пер-
вой линии в протоколе интенсивной терапии ОЛЛ  
у детей [75]. Препарат показал сниженный титр анти-
тел к аспарагиназе, больший период полувыведения 
и ремиссию у пациентов не только с ОЛЛ, но и с лим-
фоидными опухолями [74]. 

Несмотря на описанные преимущества, ПЭГ-ас-
парагиназа не полностью лишена токсичности и по-
бочных эффектов. Хотя ее иммуногенность снижена 
по сравнению с нативным ферментом, она все еще 
остается достаточно высокой. Кроме того, у пациен-
тов вырабатываются антитела и к полиэтиленглико-
лю, что снижает общую эффективность препарата 
[76]. Недавно была пэгилирована аспарагиназа из  
E. chrysanthemi [77]. Сейчас этот препарат находит-
ся на стадии доклинических исследований [78]. 

На протяжении последних 20 лет были предпри-
няты и другие попытки иммобилизовать фермент на 
различных полимерных носителях, однако ни один из 
них (кроме ПЭГ) на сегодняшний день в клинике не 
используется. Примеры такой иммобилизации при-
ведены в таблице 2. В большинстве исследованных 
случаев иммобилизация на полимере немного сни-
жала активность фермента по сравнению с исход-
ной L-аспарагиназой, однако увеличивала его тер-
мостабильность, устойчивость к протеолитическому 
разрушению, срок сохранения активности (in vitro и  
in vivo), а в некоторых случаях увеличивала также  
КМ фермента для аспарагина. 

Инкапсулирование. Еще один способ, который 
был использован для улучшения фармакологиче-
ских свойств L-аспарагиназы, – ее инкапсулирование 
(включение) внутрь различных подходящих микро- 
или наночастиц. Такое инкапсулирование позволяет 
спрятать фермент как от активных протеаз плазмы, 
способных его деградировать, так и от иммунной си-
стемы хозяина. Это приводит к тому, что практически 
не образуются антитела на вводимый чужеродный 
белок, что позволяет сильно удлинить время жизни 
препарата внутри этих частиц (и, соответственно,  
в кровотоке, если сами частицы достаточно долго-
живущие). Кроме того, фермент проводит свою ре-
акцию, находясь внутри частиц, поэтому в кровотоке 
отсутствуют высокие концентрации свободного фер-
мента, которые вызывают многие побочные эффек-
ты препарата. 

В качестве частиц для включения L-аспарагина-
зы пробовали различные искусственные полимерные 
носители, а также эритроциты. 

Включение аспарагиназы в искусственные 
нано- и микрочастицы. В одной из первых работ по 
включению аспарагиназы в искусственные нано- и 

микрочастицы было описано включение этого фер-
мента в большие (полученные упрощенным методом 
дегидратации – регидратации) и маленькие (полу-
ченные с помощью экструдера) липосомы, построен-
ные из липидов разного состава. Средний их диаметр 
составлял 1249 и 158–180 нм для больших и малых 
частиц соответственно [91]. В состав липосом входи-
ли фосфатидилхолин (PC), холестерин (Chol), эфир 
стеариламина (SA), фосфатидилинозитол (PI) и мо-
носиалоганглиозид (GMI) в различных композициях. 
Эти липосомы давали разную итоговую активность 
включенного фермента. Максимальная эффектив-
ность включения наблюдалась у систем, в которых 
отношение фосфолипидов PC:Chol:SA было равно 
7:2:0,25. Для больших липосом максимальная эф-
фективность составляла 72,5%, для маленьких вези-
кул – 36,7%. Оба вида липосом при введении мышам 
с асцитными опухолями Р1534 демонстрировали уве-
личенную по сравнению со свободным ферментом 
противоопухолевую активность (время выживания 
животных увеличивалось примерно в 2 раза) и сни-
женные анафилактические реакции. Малые липосо-
мы имели более длительное время полувыведения по 
сравнению со свободным ферментом (11,04 ч против 
1,96 ч для нативного фермента). 

В работе [92] в бионаносферы из сополимера 
лактида и гликолида (полилактид-гликолид – PLG) 
удалось включить только 4,86% L-аспарагиназы. 
Эффективность включения и время циркуляции этих 
частиц (до 20 дней) были наивысшими в случае на-
личия концевой карбоксильной группы в молекулах 
полимера. Cтабильность (сохранение активности) 
L-аспарагиназы во время инкапсуляции в эти нано- 
сферы далее попытались увеличить путем добав-
ления различных стабилизаторов [93]. Лучшими 
оказались альбумин, трегалоза и плюроник F68. Ак-
тивность фермента после инкапсуляции с этими сое-
динениями оставалась на уровне 100% от исходной (в 
присутствии других соединений – 30–90%). 

Инкаспуляция L-аспарагиназы в наночастицы из 
полигидроксибутирата и исследование фармакоки-
нетики этих наночастиц на мышах проведены в ра-
боте [94]. Эффективность включения в нанокапсулы 
составила 28%. Активность фермента в кровотоке 
держалась на уровне 38% от исходной в течение 4 ч 
после инъекции. Нанокапсулы, несущие на поверх-
ности гепарин, циркулировали в крови дольше, чем 
немодифицированные нанокапсулы: 50% активности 
фермента наблюдалось в кровотоке через 6 ч после 
инъекции. Никаких побочных эффектов и анафилак-
сии у мышей выявлено не было.

Еще одна система для наноинкапсулирования 
L-аспарагиназы – полупроницаемая карбоксиметил 
коньяк глюкоманнан-хитозановая система (CKGM-
CS), которая была получена электростатическим 
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комплексообразованием. L-аспарагиназа, загружен-
ная в эту систему, продемонстрировала более высо-
кую термо- и рН-стабильность по сравнению с на-
тивным ферментом. Максимальная эффективность 
включения (68%) наблюдалась при равном соотно-
шении хитозана и CK-глюкоманнана (при концентра-
ции каждого 0,01%). Время, за которое активность 
фермента при инкубации в буфере in vitro (рН = 
8,6; 37 °С) падала вдвое, составило 400 мин для сво-
бодного фермента и 500 мин – для иммобилизован- 
ного [95]. 

В работах последних лет в состав наночастиц для 
включения аспарагиназы начали вводить хитозан. 
Так, в работе [96] получены наночастицы, состоящие 
из трех слоев биополимеров (хитозана, гиалуроновой 
кислоты и снова хитозана), между которыми включе-
на L-аспарагиназа. Кроме того, внутрь данных вези-
кул были включены магнитные наночастицы, содер-
жащие соли железа II и III (среднего размера – 20–30 
нм). Предполагается, что при наложении магнитного 
поля такие везикулы могут быть контролируемо рас-
пределены по органам и тканям благодаря наличию 
в них магнитных частиц, то есть будут доставлять 
препарат направленно. После иммобилизации полно-
стью сохранялась магнитная активность частиц и до 
90% активности включенного в везикулы фермента. 
Частицы не были токсичны для клеток, а L-аспара-
гиназа внутри наночастиц сохраняла стабильность в 
течение 6 мес. хранения при 4 °С, хотя способность 
такой аспарагиназы убирать аспарагин из среды не 
изучена.

Одна из последних разработок – L-аспарагина-
за, инкапсулированная в липидные нановезикулы, 
содержащие хитозан на поверхности [97]. Их по-
лучали методом обратно-фазового выпаривания 
из соевого фосфолипида и холестерина, взятых в 
отношении 1:1. К готовым нановезикулам добав-
ляли раствор хитозана, который покрывал поверх-
ность нановезикул в ходе простого инкубирования. 
Средний размер полученных нановезикул составлял 
426,60 ± 36,34 нм, а эффективность включения в них 
L-аспарагиназы – 43,13 ± 1,03%. Препарат показал 
улучшенную по сравнению с нативным ферментом 
термическую стабильность при хранении, протео-
литическую стабильность, а также эффективность 
in vitro против клеточной линии H446 рака легких: 
в дозе 20 МЕ/мл модифицированная аспарагиназа 
ингибировала в среднем на 20% больше клеток, чем 
нативный фермент. Биодоступность in vivo у крыс 
при однократном введении дозы 2000 МЕ/кг была 
улучшена, а время полувыведения увеличилось в  
3 раза и составило около 7 ч (для нативного фер-
мента – 0,9 ч). 

Использование эритроцитов в качестве 
носителей L-аспарагиназы

Преимущества эритроцитов в качестве носи-
телей лекарственных препаратов. Эритроциты ис-
следуют в качестве носителей лекарственных препа-
ратов около 50 лет. Как лекарственная форма для 
введения ферментов они имеют целый ряд преиму-
ществ по сравнению с внутривенным введением сво-
бодной формы фермента, а также с загруженными 
ферментом микровезикулами из искусственных ма-
териалов. Эритроциты доступны и могут быть легко 
выделены из крови в достаточно больших количе-
ствах. Как и искусственные микровезикулы, они за-
щищают включенное вещество от преждевременной 
инактивации и иммунологических реакций организ-
ма, а следовательно, обеспечивают более продолжи-
тельное время его жизни в циркуляции по сравнению 
со свободной формой фермента. Время жизни этих 
клеток в циркуляции (до 3 мес.) может быть гораз-
до больше, чем у искусственных микровезикул, а 
использование аутологичных эритроцитов обеспе-
чивает идеальную биосовместимость и биодегради-
руемость этой лекарственной формы, которую для 
краткости мы будем называть фармакоцитами. 

Фармакоцит становится биореактором, если 
включенный фермент может проводить свою реак-
цию внутри клетки-носителя. Чтобы поддерживать 
устойчивую работу такого биореактора с L-аспараги-
назой внутри, необходимо чтобы мембрана эритроци-
тов была проницаема для субстрата реакции – аспа-
рагина. Было показано [98], что аспарагин способен 
проникать в человеческие эритроциты из внешней 
среды, хотя с достаточно низкой скоростью. Вклю-
чение L-аспарагиназы в эритроциты не влияло ни на 
эту проницаемость, ни на активность включенного 
фермента. Кинетика транспорта аспарагина описа-
на уравнением Михаэлиса–Ментен с параметрами:  
Kм = 2,50 мМ; Vмах = 0,24 ммоль/ч на 1 л клеток.  
Низкая скорость входа аспарагина в эритроциты мо-
жет лимитировать общую эффективность работы 
включенного фермента.

Основные варианты методов включения аспа-
рагиназы в эритроциты. L-аспарагиназа может быть 
включена в аутологичные или донорские эритроциты 
различными методами. Наиболее популярны разные 
варианты метода обратимого гипоосмотического 
воздействия на клетки. При этом всегда проводят ин-
кубацию клеток в гипотоническиой среде, содержа-
щей препарат аспарагиназы, в результате чего клет-
ки набухают и в их мембране образуются поры, через 
которые аспарагиназа входит внутрь клетки. Затем 
целостность клеточной мембраны восстанавлива-
ют, вновь повышая в среде инкубации тоничность до 
нормального уровня [98–103]. Существуют и другие 
методы иммобилизации L-аспарагиназы в присут-
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ствии эритроцитов, однако они немногочисленны. 
Например, описана доставка L-аспарагиназы в эри-
троциты путем связывания ее с проникающим через 
мембрану клетки низкомолекулярным протамином 
[104] или иммобилизация аспарагиназы не внутри,  
а на поверхности эритроцитов [105]. 

1.	Метод обратимого гипоосмотического ли-
зиса. Разработка препарата инкапсулированной 
в эритроциты L-аспарагиназы началась с работы  
S.J. Updike и R.T. Wakamiya в 1983 году [99]. Авторы 
использовали метод обратимого гипоосмотическо-
го лизиса. Эритроциты человека лизировали путем 
добавления к ним двух объемов холодной воды, со-
держащей L-аспарагиназу, а затем «запечатывали» 
в теплом изотоническом растворе с 0,1%-й глюко-
зой. Средняя эффективность такого включения со-
ставила 20%. Гематологические индексы получен-
ных эритроцитов с ферментом внутри значительно 
отличались от аналогичных показателей исходных 
эритроцитов (средний объем эритроцита и среднее 
содержание в нем гемоглобина снизились с 90 до 
63 фл и с 31 до 15 пг/на клетку соответственно). 
Аналогичным способом авторы включили L-аспа-
рагиназу в эритроциты макаки-резус и измерили 
фармакокинетику новой лекарственной формы. 
Финальная активность препарата в этом случае со-
ставила 60–180 МЕ/мл эритроцитов. Девять обезьян 
(по три в каждой группе) получили L-аспарагиназу в 
эритроцитах в дозах 140, 1040 и 1850 МЕ/кг. Период 
полувыведения инкапсулированной L-аспарагина-
зы составил 7 дней, то есть в 7 раз длиннее, чем 
у свободной формы фермента при внутривенном 
ведении (t1/2 = 24 ч). Аспарагин в плазме сохранял-
ся на низком уровне в течение 20 и 10 дней после 
однократного введения препарата фармакоцитов с 
L-аспарагиназой в дозе 1850 МЕ/кг или свободно-
го фермента соответственно. Количество антител к 
аспарагиназе у животных в разных группах первые 
8 дней было одинаково, однако к 32-му дню титр  
антител в группе, получавшей L-аспарагиназу  
в эритроцитах, стал в 4 раза выше, чем в контроле, 
и далее практически не менялся. 

2.	Метод предварительного набухания (метод 
пресвелинга). Чтобы смягчить условия получения 
фармакоцитов и обеспечить тем самым их лучшую 
выживаемость в организме, был разработан метод 
постепенного набухания клеток в среде, содержа-
щей аспарагиназу (метод пресвелинга). Этот метод 
использован в работе [101] для включения L-аспа-
рагиназы из Erwinia carotovora в эритроциты мыши. 
Исходные эритроциты помещали в гипотонический 
буфер Хэнкса с высоким содержанием калия, где они 
подвергались процессу сферуляции (preswelling). 
Затем поверх слоя клеток наслаивали гемолизат 

эритроцитов (100 мкл на 1 мл суспензии эритроци-
тов), а поверх этого слоя помещали водный раствор 
L-аспарагиназы и центрифугировали полученный 
многослойный образец при 500 g в течение 4 мин. 
Процесс повторяли до тех пор, пока визуально на 
поверхности осадка не начинали наблюдаться белые 
тени эритроцитов, – это была так называемая точка 
лизиса. После этого к эритроцитам добавляли ги-
пертонический буфер и отмывали полученные фар-
макоциты с включенной аспарагиназой. Активность 
фермента в загруженных клетках составила 200– 
250 МЕ/мл эритроцитов. После введения таких фар-
макоцитов мышам в дозе 50 МЕ/на мышь период по-
лувыведения фермента составил 2–3 недели; аспара-
гин в плазме невозможно было обнаружить в течение 
2 недель после введения. Свободная L-аспарагиназа 
после однократного введения в той же дозе снижала 
аспарагин в крови до недетектируемого уровня в те-
чение только 3 дней. Исследование in vivo показало, 
что время жизни мышей с привитой 6С3НЕD лимфо-
мой составило 18 ± 2 дня у контрольных животных 
(без лечения); 29 ± 6 дней – у животных, которым 
вводили свободную L-аспарагиназу, и более 60 дней 
– у животных, которым вводили L-аспарагиназу,  
инкапсулированную в эритроциты. 

3.	Метод обратимого гипотонического диали-
за. Еще один способ постепенно снизить осмоляль-
ность в суспензии, содержащей эритроциты, – метод 
диализа этой суспензии против гипоосмотического 
буфера. Таким методом L-аспарагиназа была вклю-
чена в эритроциты собаки [100]. При этом исходные 
эритроциты смешивали с ферментом и диализовали 
против буфера с осмоляльностью 100 мОсм/кг Н2О, 
после чего «запечатывали» загруженные клетки, 
восстанавливая нормальную осмоляльность внеш-
ней среды. Активность L-аспарагиназы в получен-
ных фармакоцитах была равна 381 МЕ/мл клеток, а 
эффективность включения составила 30%. При этом 
средний объем эритроцита уменьшился в результате 
процедуры примерно на 37% (с 62 до 39 фл). Время 
полувыведения загруженного в эритроциты фермен-
та после введения этих фармакоцитов собакам со-
ставило 6 дней (n = 3).

Разновидность диализного метода – метод сту-
пенчатого диализа [106], при этом диализ проводится 
в 5–6 ступеней, на каждой из которых осмоляльность 
внешнего буфера снижается примерно на 20–30% 
(суммарно – в 2,5 раза). На каждой из ступеней  
суспензия инкубируется 15 мин. Авторы работы [103] 
предполагали, что основное раскрытие пор, а следо-
вательно, и вход фермента внутрь клеток, происхо-
дит в момент смены осмоляльности суспензии. При 
дальнейшей инкубации поры могут частично зале-
чиваться. Процедура ступенчатого диализа более 
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щадящая по сравнению с обычным диализом, так как 
процесс начинается с более высокой осмоляльности 
внешнего буфера, которая постепенно снижается 
на каждой последующей ступени. Чтобы доказать, 
что при смягчении условий обратимого гипоосмоти-
ческого шока получаются фармакоциты с лучшими 
характеристиками выживания в организме, в работе 
[103] L-аспарагиназа была включена в эритроци-
ты человека тремя разными методами: обратимым 
гипоосмотическим лизисом (прямое добавление к 
эритроцитам гипотонического раствора), диализом и 
ступенчатым диализом. Обратимый лизис давал са-
мый низкий процент включения фермента и приводил 
к наиболее драматическим изменениям в свойствах 
эритроцитов. Наибольший процент включения на-
блюдался при диализном методе инкапсулирования. 
Эффективность включения с помощью ступенчато-
го диализа была примерно на 20% меньше, чем при 
обычном диализе, но биохимические показатели за-
груженных эритроцитов, как и их фармакокинетика, 
in vivo были существенно лучше [103]. 

Сравнение фармакокинетики свободной L-аспа-
рагиназы и фермента в эритроцитах проведено на 
мышах линии СВА/В6/F1 (рисунок 5). Эритроциты, 
нагруженные ферментом с помощью метода обра-
тимого гипоосмотического лизиса (на рисунке 5 не 
представлены), быстро разрушались в кровотоке, а 
период их полувыведения оказался лишь немного 
выше, чем у свободного фермента: 24 ч – для фар-
макоцитов и 7,2 ч – для свободного фермента (для 
сравнения: после диализа и ступенчатого диализа 

период полувыведения L-аспарагиназы составил 6 и 
9 дней соответственно) [103]. После 18 дней хране-
ния фармакоцитов, полученных диализным методом, 
активность фермента в них снизилась на 10–20%; 
уровень АТФ – не более чем на 50%, а увеличение 
свободного гемоглобина в суспензии при хранении 
составило только 1%. Это позволяет надеяться, что 
полученные фармакоциты можно переливать паци-
енту даже после 7 дней хранения [107]. 

4.	Проточный диализ. Следующей ступенью 
оптимизации метода включения L-аспарагиназы 
в мышиные и человеческие эритроциты стало ис-
пользование стандартного педиатрического диа-
лизатора для гемодиализа. В созданной установке 
осуществлялся непрерывный противоток суспен-
зии эритроцитов, содержащей L-аспарагиназу (во 
внутреннем контуре), и гипоосмотического буфера 
(во внешнем контуре). После диализа по-прежне-
му следовала процедура запечатывания эритро-
цитов путем восстановления тоничности внешнего 
буфера [102]. Запечатывающий раствор содержал  
NaCl, инозин, глюкозу, пируват и аденин. Эффек-
тивность включения составила 14% для мышиных 
эритроцитов и 20% – для эритроцитов человека.  
После введения L-аспарагиназы в эритроцитах мы-
шам в дозе 1000 МЕ/кг (∼ 20 МЕ/на мышь) аспара-
гин в плазме практически отсутствовал в течение  
2 недель, тогда как однократное введение аналогич-
ной дозы свободной L-аспарагиназы вызывало паде-
ние аспарагина до недетектируемого уровня только 
на 2 дня. 

Эта методика была оптимизирована с целью 
создания препарата L-аспарагиназы, включенной в 
эритроциты человека, с улучшенными фармакодина-
мическими показателями для применения в клинике 
[108]. Препарат в аутологичных эритроцитах, загру-
женных ферментом с помощью метода проточного 
гипоосмотического диализа, был введен 13 пациен-
там. Время жизни фармакоцитов в кровотоке сильно 
увеличилось по сравнению с t1/2 для свободного фер-
мента (27 дней и 8–24 ч соответственно). Это позво-
ляло инкапсулированному ферменту дольше сохра-
нять низкий уровень аспарагина в крови (в течение 
10 дней для дозы 50 МЕ/кг и 50 дней при введении 
150–200 МЕ/кг) [108]. Авторы также показали, что 
при однократной инъекции препарата в дозах от 30 
до 200 МЕ/кг не наблюдается никакой клинической 
токсичности и никаких аллергических реакций, хотя 
у всех пациентов были обнаружены антитела к L-ас-
парагиназе [109]. 

В настоящее время препарат L-аспарагина-
зы, включенной в эритроциты человека (GRASPA®),  
разрешен для применения в клинике во Франции.  
Параллельно продолжаются его расширенные кли-

Рисунок 5
Изменения в активности L-аспарагиназы в плазме мышей после 
однократного внутривенного введения различных препаратов 
L-аспарагиназы: 1 – раствора свободного фермента в дозе  
5,7 МЕ/мышь (t1/2 = 7,2 ч); 2 – L-аспарагиназы, загруженной  
в эритроциты методом диализа, в дозе 2,5 МЕ/мышь (t1/2 = 6 дней);  
3 – L-аспарагиназы, загруженной в эритроциты методом сту-
пенчатого диализа, в дозе 5,7 МЕ/мышь (t1/2 = 9 дней). Актив-
ность измерена в МЕ/л плазмы (для свободного фермента)  
или на 1 л эритроцитов (для фармакоцитов) [103, адаптировано] 
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нические испытания. На данный момент пять из 
них уже закончены, одно продолжается, а для двух  
(в Бельгии и США) происходит набор пациентов.  
К сожалению, пока не все результаты уже закончен-
ных испытаний опубликованы.

Одно из опубликованных клинических мульти-
центровых рандомизированных исследований – при-
менение GRASPA у детей и взрослых с рецидивиру-
ющим ОЛЛ во Франции (ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT00723346) [110]. Пациентам (в возрасте от  
1 года до 55 лет) вводили GRASPA в дозах 50, 100 и 
150 МЕ/кг. Продолжительность поддержания аспара-
гина в кровотоке на уровне меньше 2 мкМ после вве-
дения этого препарата в дозе 150 МЕ/кг практически 
совпадала со временем, достигнутым при 8 последо-
вательных введениях (1 раз в день) раствора L-аспа-
рагиназы из E. Coli в дозе 10 000 МЕ/м2, и составила 
в среднем 18,5 дня (от 8,9 до 45 дней). GRASPA вы-
зывала меньшее количество аллергических реакций, 
клинических тромбозов и случаев снижения концен-
трации фибриногена и антитромбина III по сравнению 
со свободной L-аспарагиназой, но имела одинаковую 
частоту панкреатической и печеночной дисфунк-
ции. Таким образом, авторы показали, что фермент 
внутри эритроцитов защищен от присутствующих в 
плазме антител. 

В другом клиническом испытании (clinicaltrials.
gov identifier NCT01523782) 30 пациентов старше  
55 лет с отрицательным по Филадельфийской  
хромосоме (Ph-негативным) ОЛЛ получали возрас-
тающие дозы GRASPA на 3-й день от начала фазы ин-
дукции 1, а затем, при отсутствии явно выраженных 
отрицательных явлений, – на 6-й день фазы индук- 

ции 2 [111]. Аспарагин сохранялся на уровне ниже  
2 мкМ в течение как минимум 7 дней. Этот резуль-
тат был достигнут у пациентов с дозами GRASPA,  
равными 100 и 150 МЕ/кг, но не достигнут при дозе 
50 МЕ/кг. У пациентов наблюдалось также уменьше-
ние побочных реакций и пролонгированное действие 
препарата. В качестве оптимальной для пожилых  
людей была выбрана доза 100 МЕ/кг, так как она 
поддерживала длительное истощение аспарагина,  
не обладая излишней токсичностью. 

5. Другие методы иммобилизации L-аспара-
гиназы. Как было сказано выше, для загрузки L-ас-
парагиназы в эритроциты могут быть использованы 
методы не только на основе изменения осмотичности 
среды. В работе [104] для этой цели использовали 
низкомолекулярные протамины, которые в молеку-
лярной биологии применяют для транспорта в клет-
ку различных соединений благодаря их способности 
проникать сквозь клеточную мембрану. Авторы этого 
исследования разработали оригинальный низкомо-
лекулярный протамин, c помощью которого вклю-
чили L-аспарагиназу в эритроциты (с эффективно-
стью около 4%). Эта процедура не сопровождалась 
лизисом клеток и какими-либо значительными изме-
нениями характеристик эритроцита. По параметрам 
осмотической резистентности и эритроцитарным 
индексам загруженные эритроциты не отличались 
от нативных клеток. При этом в течение 2 недель из 
эритроцитов не наблюдалось утечки фермента, а его 
активность сохранялась в пределах 70% от исход-
ной. Период полувыведения препарата из организма 
мышей DBA/2, которым вводили по 8 МЕ препарата, 
вырос в два раза по сравнению с L-аспарагиназой в 

Рисунок 6
Связывание L-аспарагиназы с поверхностью эритроцита при помощи гликофорин-А-связывающего пептида (ERY1-Cys) (А); 
фармакокинетика связанной с эритроцитами L-аспарагиназы и нативного фермента в крови мышей, измеренная по средней 
интенсивности флуоресценции L-аспарагиназы в крови после одноразовой инъекции 15 мкг каждого из препаратов (n = 3) (Б)  
[105, адаптировано]
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эритроцитах, полученных с помощью диализа, и со-
ставил 4,5 ± 0,5 против 2,4 ± 0,7 дня. Выживаемость 
мышей линии DBA/2, несущих лимфому L5178Y и 
получавших препарат в эритроцитах, была на 44% 
выше, чем у контрольных животных, получавших 
инъекцию физиологического раствора.

Еще один способ снизить иммуногенность пре-
парата продемонстрирован в работе [105]. Авторы 
модифицировали L-аспарагиназу, присоединив к ней 
гликофорин-А, связывающий пептид ERY1 (рису- 
нок 6 A). Это не повлияло на специфическую актив-
ность фермента, но позволило L-аспарагиназе связы-
ваться с мембраной эритроцитов в русле крови мышей.  
В результате фармакокинетика фермента в кро-
ви мышей улучшилась по сравнению с нативной 
и ПЭГ-аспарагиназой. Время полувыведения со-
ставило 50 ч (рисунок 6 Б) по сравнению с 3 и 33 ч 
для нативной и ПЭГ-аспарагиназы соответственно.  
L-аспарагиназа оставалась детектируемой на мем-
бране эритроцитов в течение 2 недель. 

Заключение

Препараты L-аспарагиназы применяются в кур-
сах химиотерапии при таких онкологических забо-
леваниях как ОЛЛ, ОМЛ, рак поджелудочной железы 
и т.д. Клетки ряда опухолей не имеют возможности 
синтеза аспарагина, поэтому снижение его концен-
трации во внешней среде приводит в них к снижению 
синтеза белка и апоптозу.

Несмотря на противоопухолевую эффектив-
ность, при внутривенном введении раствора свобод-
ного фермента наблюдается целый ряд токсических 
эффектов, а также быстрое снижение эффективно-
сти лекарства, связанные с необходимостью введе-
ния высоких доз препарата и присутствием в плазме 
антител и протеолитических ферментов.

Существует большое количество подходов для 
улучшения фармакологических свойств L-аспараги-
назы. Это поиск и создание новых рекомбинантных 
L-аспарагиназ с заданными свойствами (более высо-
кой удельной активностью и улучшенной фармакоки-
нетикой), иммобилизация фермента на полимерных 
носителях, а также включение его внутрь искус-
ственных полимерных нано- и микрочастиц или эри-
троцитов с целью снижения иммуногенности и уве-

личения времени циркуляции фермента в кровотоке. 
В случаях инкаспуляции L-аспарагиназы внутрь ис-
кусственных везикул и эритроцитов это происходит 
за счет наличия оболочки, защищающей фермент от 
деградации. 

На сегодняшний день не до конца изучены меха-
низмы действия фермента и развития резистентно-
сти к нему, а также роль глутаминазной активности 
в терапевтическом эффекте L-аспарагиназы и в 
развитии ее токсических эффектов. Исследования в 
этих направлениях продолжаются. Параллельно идет 
исследование наиболее перспективных лекарствен-
ных форм препарата. 

В настоящее время наравне с L-аспарагиназой 
из E. сoli, Эрвиназой и ПЭГ-аспарагиназой в кли-
нику уже входит новый препарат – L-аспарагиназа, 
включенная в эритроциты. Этот препарат показал 
многообещающие результаты в первых клинических 
исследованиях. В настоящий момент такие исследо-
вания продолжаются. В них участвуют пациенты раз-
ных возрастов, страдающие различными онкологи-
ческими заболеваниями. Модифицируются и методы 
включения препарата в эритроциты. Основные цели 
этой модификации – это создание более эффектив-
ной процедуры включения и получение при этом эри-
троцитов с минимально измененными свойствами, 
которые обладали бы наибольшей продолжительно-
стью жизни в кровотоке. В будущем использование 
новых лекарственных форм L-аспарагиназы, в пер-
вую очередь, фермента, включенного в эритроциты, 
в совокупности с использованием хороших диагно-
стических методов, способных предсказать тот или 
иной ответ на терапию L-аспарагиназой, смогут обе-
спечить эффективную стратегию терапии различных 
видов опухолей этим препаратом. 
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