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Аннотация
Цель обзора – проанализировать причины высокой стоимости рекомбинантного трипсина человека, технологические и экономиче-
ские препятствия, ограничивающие его производство и применение, а  также практические подходы для решения этих проблем. 
Материалы и методы. Поиск информации о свойствах трипсина человека, методах производства рекомбинантной протеазы, ее рын-
ке и типах энзимотерапии был проведен в различных открытых источниках. В обзор включены четыре ссылки на русском и англий-
ском языках. Особое внимание было уделено методам, повышающим продукцию рекомбинантного трипсина. Результаты. Трипсин, 
полученный из экстракта поджелудочной железы млекопитающих, используется более 80 лет в энзимотерапии различных болезней. 
Человеческий генно-инженерный трипсин должен применяться как инновационная, безопасная и  эффективная терапевтическая 
протеаза. Пока медицинское назначение ограничивает очень высокая цена и недостаточное производство рекомбинантного трипси-
на. Следует применять новейшие технологии биофармацевтики, а  также комбинировать оптимальные методы up-stream- 
и down-stream-процессов, чтобы повысить во много раз выход активного рекомбинантного трипсина, и значительно снизить произ-
водственные затраты на единицу протеина. Рекомбинантный трипсин человека, близкий по цене к аналогам из тканей животных, 
является предпочтительным для всех типов энзимотерапии. Заключение. Применение инновационных биофармацевтических техно-
логий в сочетании с новейшими методами значительно снизят затраты в производстве рекомбинантного трипсина человека, что 
стимулирует его использование в энзимотерапии, а также в производстве других терапевтических протеинов. 
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Economic barriers restraining the production of therapeutic recombinant human trypsin. Use of innovative technologies to overcome them

Ponomarenko S. V.

SophiGen (42 Siemensstraße, Bönen 59199, Germany)

Summary
The aim of this review is to analyze reasons for the high cost of recombinant human trypsin, technological and economic obstacles limiting 
trypsin production and implementation, as well as practical means to solve these problems. Materials and methods. The properties of human 
trypsin, the recombinant technology for its production, the marketing aspects and the prospective of enzyme therapy are addressed in this 
review that contains 44 references in Russian and English. Particular attention is paid to the methods that can boost the production of 
recombinant trypsin. Results. Trypsin purified from the mammalian pancreas has been used for over 80 years in the enzyme therapy in various 
diseases. Genetically engineered human trypsin is proposed to be an innovative, safe and effective therapeutic protease. However the medical 
use of recombinant trypsin is slowed by its very high price and insufficient production. There is a need for novel biopharmaceutical 
technologies, as well optimized up-stream and down-stream processes to increase the yield of active recombinant trypsin and significantly 
reduce the production costs. Recombinant human trypsin that is priced similar to its animal analogues is preferable in all types of enzyme 
therapy. Conclusion. Innovative biopharmaceutical technologies are expected to significantly reduce the production costs of recombinant 
human trypsin and stimulate its wider use in enzyme therapy and also in production of other therapeutic proteins.
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Введение 
Трипсин – это фермент, который относится к классу гидролаз, 

к  группе сериновых протеаз и  субсемейству трипсинов 
(EC:3.4.21.4). Он является очень важным для животных организ-
мов ферментом  – гидролизует белки, расщепляя их пептидные 
цепи на карбоксильном фланге аминокислот лизина или аргини-
на, за  исключением некоторых случаев [1,2]. Установлена трех-
мерная структура трипсина, которая имеет несколько дисульфид-
ных связей [3]. Трипсины млекопитающих гомологичны по 
структуре и  проявляют одинаковый механизм ферментативной 
реакции [2,4]. Трипсины животных экстрагируют из их желез и по-
следовательно очищают методами, использующими особенности 
физико-химических свойств  этого протеина [5-9]. 

Поджелудочная железа (ПЖ) животных производит большое 
количество трипсина, который у  млекопитающих транслируется 
как неактивный профермент трипсиноген. Он транспортируется 
в  кишечник, где активируется мембранно-связанной протеазой 
(энтеропептидазой) с формированием активного фермента [10]. 
Образованный трипсин обладает высокой каталитической актив-
ностью и способен активировать как сам трипсиноген, так и дру-
гие зимогены [10-12]. Трипсин играет ключевую роль не только 
в пищеварительном процессе, он также незаменим в ряде важных 
биохимических реакций организма. У млекопитающих обнаруже-
но несколько изоформ этого энзима [13-15]. В организме челове-
ка превалирует производство трипсина 1 бета (Trp1) [11]. Синтез 
его предшественника, катионического трипсиногена, кодируется 
геном PRSS1 (или TRP1), который находится в хромосоме 7 гено-
ма человека [1]. 

Чаще всего, особенно для медицинских исследований, реком-
бинантный трипсин человека (рТч) экспрессируется как Trp1. Про-
теолитик Trp1 – наиболее изученный белок из субсемейства трип-
синов в  генетике, молекулярной биологии, биохимии и  физио- 
логии, о нем получено больше клинических данных, чем для дру-
гих изоформ [15-16]. 

Трипсин в качестве лекарства применяется с конца 30-х гг. про-
шлого столетия не  только per os для улучшения пищеварения, 
но внутримышечно, внутривенно, а также в виде ингаляций, оро-
шений и  аппликаций [17-18]. Его назначают как тромболитиче-
ский, противовоспалительный, болеутоляющий и  противоотеч-
ный препарат при лечении тромбозов, ран и ожогов (табл. 1). Эта 
эндопептидаза разрушает  некоторые вирусы и  бактериальные 
токсины, а также избирательно расщепляет некротированные тка-
ни [19]. Трипсин используют в  терапии генетических болезней, 
вызванных дефицитом или отсутствием протеаз, таких как муко-
висцидоз, наследственный панкреатит [20-21]. К сожалению, до-
ступной информации о его применении недостаточно, чтобы про-
гнозировать рынок терапевтического рТч.

Трипсин используется во многочисленных биотехнологических 
процессах, таких как производство рекомбинантных белков, в т. ч. 
фармацевтических. Так, в 2015 г. для производства рекомбинант-
ного инсулина требовалось более 50 кг высокоочищенного, в со-
ответствии с требованиями ЕМА или FDA, трипсина [22]. Такого же 
качества протеаза требуется в большом количестве для трипсино-
лиза в  производстве  других терапевтических белков и  вакцин. 
Этот энзим используют в  анализах разного типа, например, для 
подтверждения первичной структуры белков, так как он высо-
коспецефично расщепляет пептиды после аргинина или лизина 
[2,23]. 

Почти весь коммерческий трипсин выделяют из ПЖ свиней или 
крупного рогатого скота (КРС), хотя в последнее время растет ко-
личество и  качество промышленных протеаз, вырабатываемых 
из растений или микроорганизмов. Степень очистки промышлен-
ного фермента определяется требованиями технологии, самыми 
строгими для инвазивных фармацевтических препаратов (см. 
табл.  1). Для снижения контаминации лекарственного трипсина 
продуктами ПЖ животных, особенно патогенными агентами, таки-
ми как вирусы или прионы, требуется направленная многостадий-
ная очистка, что делает процесс изготовления дорогостоящим. 
Для производства фармацевтически активной субстанции (ФАС) 
наиболее пригоден рТч, так как его применение исключает конта-
минацию указанными продуктами ПЖ, другими ферментами или 
ингибиторами протеаз, а  также обеспечивает постоянное и  вос-
производимое качество продукта, что очень важно для валидации 
и GMP биофармацевтического производства. По этим же причи-
нам для процессинга терапевтических белков более пригоден ре-
комбинантный трипсин и  рТч как предпочтительный вариант. 
Спрос на рТч будет расти, так как производство терапевтических 
белков, использующих трипсин, увеличивается на 8-10% в год.

Цель обзора – проанализировать область применения и рынок 
терапевтического трипсина, особенности выработки рекомби-
нантной протеазы и причины высоких затрат на ее производство, 
пути совершенствования методов для повышения продуктивности 
технологического процесса и значительного снижения стоимости 
рТч.

Применение терапевтического трипсина и его рынок 
Только незначительная часть трипсина, вырабатываемого гло-

бально из ПЖ животных, используется для производства лекар-
ственных средств. Значительная масса этого белка производится 
в странах, входящих в первую десятку по потреблению и произ-
водству мясных продуктов. В Европе, Индии и Китае больше про-
изводят трипсина из поджелудочной железы свиньи, в Аргенти-
не – из КРС, в США – почти в равной степени из обоих источников. 
В  некоторых странах конфессиальные предпочтения пациентов 

Д
ан
на
я 
ин
те
рн
ет

-в
ер
си
я 
ст
ат
ьи

 б
ы
ла

 с
ка
ча
на

 с
 с
ай
та

 h
ttp

://
w

w
w

.p
ha

rm
ac

oe
co

no
m

ic
s.

ru
. Н

е 
пр
ед
на
зн
ач
ен
о 
дл
я 
ис
по
ль
зо
ва
ни
я 
в 
ко
м
м
ер
че
ск
их

 ц
ел
ях

. 
И
нф

ор
м
ац
ию

 о
 р
еп
ри
нт
ах

 м
ож

но
 п
ол
уч
ит
ь 
в 
ре
да
кц
ии

. Т
ел

.: 
+7

 (4
95

) 6
49

-5
4-

95
; э
л.

 п
оч
та

: i
nf

o@
irb

is
-1

.ru
. C

op
yr

ig
ht

 ©
 2

01
8.

 И
зд
ат
ел
ьс
тв
о 
И
Р
БИ

С
. В

се
 п
ра
ва

 о
хр
ан
яю

тс
я.

 

https://doi.org/10.17749/2070-4909.2018.11.3-058-066


60

Научные обзоры

объема производства. На  изготовление стерильного трипсина, 
отвечающего требованиям фармакопеи, глобально используется 
несколько центнеров этой протеазы, выделенной из ПЖ млекопи-
тающих. 

Терапевтический трипсин продолжают получать традиционны-
ми технологиями из  ПЖ животных часто на  оборудовании про-
шлого века. Препараты, содержащие трипсин, применяются более 
80 лет. Чтобы защитить пациентов США от протеазы низкого каче-
ства, FDA приняла решение в 2006 г. о регистрации лекарственных 
препаратов из  ПЖ как новых [25]. Развитие биофармацевтиче-
ских технологий способствует тому, что в скором времени не толь-
ко трипсин, но  и  другие новые терапевтические протеазы будут 
генно-инженерными. 

Основные производители и рынок рекомбинантного 
трипсина 

Крупные производители рекомбинантных энзимов – Novozymes, 
Thermo Fisher, Roche, BBI Group, Merck, Biological Industries, 
Shanghai Yaxin Biotechnology CoLtd и др. [26] – производят ком-
мерческие генно-инженерные трипсины свиньи, человека, КРС 
и других животных в зависимости от интересов заказчика, но, как 
было уже указано, для медицины и процессинга биофармацевти-
ков наиболее полезен рТч.

Рынок рекомбинантного трипсина составляет незначительную 
часть от глобального производства этой протеазы. Его применяют 
для процессинга белков, в т. ч. терапевтических, а также в работе 
с  культурой клеток и  для аналитики. Рекомбинантный трипсин, 
применяемый в протеомике с квалификацией «sequencing grade», 
самый дорогой (1000-2000 долл. США за 1 мг) [27-28]. Он дороже 
почти в миллион раз экстракта трипсина из ПЖ [29]. Китайская 
фирма Shanghai Yaxin Biotechnology CoLtd предлагает 10 мг высо-
коочищенного (>95%) рТч с удовлетворительной каталитической 
активностью по цене 8,9 долл. США за 1 мг [30] и может произво-
дить до 60 г в год этого фермента указанного качества. Разброс 
коммерческих цен на  очищенный трипсин [30-35] может дости-
гать 3-4 порядков (рис. 1).

имеют радикальное значение. Ведущие производители промыш-
ленных ферментов в США и ЕС: Novozymes (Дания), Danisco (Да-
ния), Genencor (США), DSM (Нидерланды) и BASF (Германия) [24]. 
Эти же фирмы производят трипсин, в т. ч. для терапии разных за-
болеваний (см. табл. 1). В медицинской практике разрешен трип-
син кристаллический (как для местного, так и для парентерально-
го применения) и  трипсин аморфный (только для местного 
применения). 

Пероральные таблетированные лекарства, содержащие трип-
син, в  основной массе являются экстрактом ПЖ животных. Си-
стемный подход в энзимотерапии значительно расширил исполь-
зование протеаз, включая трипсин. 

Стоимость трипсина зависит от степени его чистоты, специфи-
ческой активности и  фасовки. Широкий спектр терапевтических 
трипсинов реализуется через аптечную сеть, как моно- или поли-
компонентные препараты под различными брендовыми названия-
ми. Основные производители терапевтического фермента для 
инъекций или ингаляций поставляют стерильный трипсин лиофи-
лизированный или в виде раствора в ампулах с указанием его ка-
талитической активности, так как эффективность протеазной ре-
акции зависит не только от чистоты фермента, но и от его удельной 
активности. Каталитическая активность терапевтических энзимов 
обозначается в фармакопейных единицах. 

Цены на протеазные ФАС зависят не только от их каталитиче-
ской активности и степени очистки, но также от страны-произво-
дителя и потребителя. Поэтому в мировых масштабах стоимость 
1  г кристаллического терапевтического трипсина может варьи-
ровать в пределах 20-200 долл. США в зависимости от региона. 
Практически 100 мг рекомендуется для 10 дневного инвазивного 
курса лечения с  контролем содержания трипсина в  кровяном 
русле.

Рынок терапевтического трипсина оценить сложнее в отличие 
от рекомбинантного инсулина или эритропоэтина. Объем произ-
водства каждого из этих блокбастеров примерно на два-три по-
рядка выше, чем инъекционных препаратов трипсина. Цена био-
фармацевтических препаратов может напрямую зависеть от 

Таблица 1. Типы лекарственных препаратов, содержащих трипсин, и клинические показания для их назначения.

Table 1. Trypsin-containing medications and clinical indications for their use.

Типы препаратов Лечебные мероприятия Показания для энзимотерапии

Трипсин кристаллический Инъекции
Острые и хронические тромбофлебиты
Одонтогенные остеомиелиты 
Осложнения сахарного диабета

Ферментные смеси Инъекции или ингаляции

Муковисцидоз 
Опухоли
Бронхоэктатическая болезнь
Абсцессы легких
Экссудативный плеврит
Послеоперационные ателектазы
Эмпиема плевры

Протеолитические смеси
Растворы для инъекций, 
промываний, орошений

Гнойные хронические отиты
Гнойные синуситы
Воспалительно-дистрофические формы пародонтоза

Глазные капли Капли в коньюктивный мешок
Непроходимость и воспаление слезо-выводящих путей
Ириты и иридоциклиты 
Отечность окологлазничной области, кровоизлияния в камеру глаза

Панкреатин Перорально
Муковисцидоз 
Панкреатит 
Сниженная секреция ферментов поджелудочной железы

Ферментные растворы, 
гели или мази 

Терапия кожных тканей

Гнойные раны и ожоги
Некрэктомия и диабетическая стопа
Флегмоны, абсцессы, маститы
Язвы, пролежни, склеродермии 
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ный выход высокоочищенного рекомбинантного трипсина в тыся-
чи раз ниже, чем других биофармацевтиков [22]. Основной 
причиной таких потерь целевого белка является ферментативный 
аутокатализ трипсина по  указанным аминокислотным остаткам 
[10,12]. Поэтому блокирование или значительное замедление ау-
токаталитической реакции эндопептидазы необходимо для пре-
дотвращения губительных потерь целевого продукта при произ-
водстве и хранении [10,36]. Для этого в первую очередь следует 
блокировать высокоскоростной гидролиз диаминокарбоновых 
остатков трипсина [23,37].

Трипсин, как и другие рекомбинантные полипептиды, синтези-
руют в  гетерологичных клетках, затем его выделяют и очищают 

Исходя из объемов продаж рекомбинантного трипсина и дан-
ных о  решениях FDA и  ЕМА [25], становится ясно, что мировой 
рынок лекарственного рТч практически не  существует. Поэтому 
еще рано судить об объемах его продаж и прогнозировать непо-
средственно динамику его потребления. Можно примерно оце-
нить потребность для пула зарегистрированных больных с тром-
бофлебитом или генетическими нарушениями. Для инвазивных 
методов терапии (см. табл. 1), особенно сердечно-сосудистых за-
болеваний, должны использоваться современные рТч, несмотря 
на высокую стоимость таких препаратов. 

Потребление рТч в  странах Северной Америки, ЕС и  Японии 
должно быть высоким из-за значительной доли в популяции по-
жилых пациентов с сердечно-сосудистыми и офтальмологически-
ми заболеваниями, а  также диабетом. Ежегодная потребность 
в применении рТч в этих странах у пациентов, страдающих тром-
бофлебитом, для которых безопасность и  эффективность лече-
ния важнее, чем его цена, должна быть более 100 кг. 

Необходимо развивать инновационные технологии для сниже-
ния стоимости производства рТч, что приведет к увеличению гло-
бального применения этой протеазы в терапии различных болез-
ней (см. табл. 1). 

Особенности производства рекомбинантного трипсина
Trp1 – это белок, состоящий из 224 аминокислотных остатков 

с молекулярной массой 23 КДа [1], среди которых шесть аргини-
нов и 13 лизинов. В катионическом трипсиногене человека содер-
жится 20 этих диаминокарбоновых аминокислот, по  которым 
фермент способен аутогидролизоваться, и скорость образования 
может быть для разных пептидных фрагментов очень быстрой, 
быстрой или медленной в  зависимости от  структурных особен
ностей белка [23]. 

Обычно в  производстве терапевтических белков наиболее за-
тратным является down-stream-процесс и его оптимизация позво-
ляет в значительной мере снизить производственные затраты [22]. 
Цены на высокоочищенный трипсин в несколько тысяч раз выше 
[29-35], чем на первичный (см. рис. 1), что свидетельствует о ги-
гантских потерях целевого белка в down-stream-процессе. Конеч-

Рисунок 1. Цены на трипсин различных производителей в зависимости 
от чистоты и ферментативной активности. 
Примечание. По оси ординат указана цена 1 мг трипсина (долл. США); по оси 
абсцисс указаны поставщики: 1-[29], 2-[31], 3-[32], 4-[33], 5-[30], 6-[34], 
7-[35]. 

Figure 1. Prices for trypsin from different manufacturers depend on its purity and 
enzymatic activity.
Note. The ordinate axis is the price of 1 mg of trypsin (US $); the numbers on the 
abscissa axis indicate various suppliers: 1- [29], 2- [31], 3- [32], 4- [33], 5- [30], 
6- [34], 7- [35].

0
0

4

41 2 3

8

87

7

65

12

16

18

11

8,9

0,1180,0050,0026

20

Таблица 2. Основные фазы up-steam- и down-steam-процессов при производстве терапевтического трипсина.

Table 2. The main phases of the up-steam- and down-steam processes in production of therapeutic trypsin.

Источник клеток 
Фаза процесса ПЖ животных Дрожжи E. coli

Up-stream –
Культивирование рекомбинантных 
клеток при низком рН 

Культивирование 
рекомбинантных клеток

Выделение клеток Гомогенизация ПЖ животных
Осаждение клеток или фильтрация 
культуральной смеси

Фильтрация культуральной смеси 
или осаждение клеток

Down-steam 

Экстракция белков Ультрафильтрация трипсиногена
Лизис клеток, очистка телец 
включения

Фильтрация белка или 
осаждение крупных примесей

Концентрирование трипсиногена Солюбилизация белка 

Высаливание или 
преципитация белка

Очистка трипсиногена Очистка трипсиногена

– – Фолдинг трипсиногена
– – Очистка уложенного протеина
– Процессинг трипсиногена Процессинг трипсиногена
– Активация эндопептидазы Активация эндопептидазы
Очистка трипсина Очистка трипсина Очистка трипсина
Концентрирование трипсина Концентрирование трипсина Концентрирование трипсина
Кристаллизация трипсина Кристаллизация трипсина Кристаллизация трипсина
Лиофилизация ФАС Лиофилизация ФАС Лиофилизация ФАС

Примечание. ПЖ – поджелудочная железа; ФАС – фармацевтически активная субстанция.

Note. ПЖ – pancreas; ФАС – pharmaceutically active substance.
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са. Следует отметить, что угроза аутогидролиза сохраняется для 
трипсина всех животных [11-12] и для описанных технологий про-
изводства протеазы. Однако аутокаталитическая деградация трип-
синогена в 10 раз ниже, чем активного трипсина, что объясняет 
большие потери целевого продукта из животного сырья [6-7]. Для 
промышленных целей производят трипсин и очень редко – трип-
синоген из ПЖ [7]. Практика показывает, что аутопротеолиз выде-
ляемых протеаз трудно предотвратить, поэтому методы, принци-
пиально снижающие аутокатализ трипсина, можно использовать 
в производстве других рекомбинантных энзимов. Новейшие био-
фарма-технологии повышают эффективность up-stream- 
и down-stream-процессов различными подходами. Модернизиро-
ванные комплексы обеспечивают стабильный и  качественный 
процесс ферментации культуры клеток. Новые экспрессионные 
системы позволяют получать высокий титр полипептида рТч. Два 
этих улучшения значительно повышают выход целевого белка 
на единицу объема биотехнологической культуры [40-41]. Совре-
менные технологии предотвращают гетерологичных белков, сни-
жают уровень аутокатализа протеазы во время культивирования 
клеток, что принципиально важно, так как пептидные фрагменты 
этой молекулы остаются энзиматически активными. Для произ-
водства рекомбинантного трипсина запатентованы методы опти-
мальных up-stream-процессов [40-41], то есть получение высоко-
го титра устойчивого к  аутогидролизу фермента практически 
возможно.

Гигантские потери целевого белка, наблюдаемые разными ис-
следовательскими группами и производителями (см. рис. 1), тре-
буют радикального усовершенствования down-stream-процесса 
в производстве трипсина. Количество фаз down-stream-процесса 
рТч обычно превышает 20 и на каждой из них происходит непрео-
долимая, в той или иной степени, потеря целевого продукта. Кри-
тически высокозатратными являются при получении рекомби-
нантного белка из  E. coli несколько фаз down-stream-процесса: 
фолдинг трипсиногена, очистка и полишинг, а также кристаллиза-
ция трипсина (см. табл. 2). 

Трипсин человека для своей биологически активной структуры 
образует пять дисульфидных мостиков [3]. Такое количество ци-
стеинов затрудняет реакцию правильной укладки молекулы in 
vitro, а также ведет к образованию большого числа структурных 
изоформ. Требуется инновационный метод для повышения эф-
фективности фолдинга трипсиногена, образующего тельца вклю-

традиционными методами [24], однако в  технологии его произ-
водства имеется несколько проблемных фаз (табл. 2). 

Для биосинтеза рекомбинантного трипсина в промышленных 
масштабах применяются преимущественно две системы экс-
прессии. Одна система использует синтез белка в дрожжах, та-
ких как Saccharomyces cerevisiae или Pichia pastoris [37-38], ког-
да продукт экспрессии секретируется в  культуральную среду, 
из которой отделяются клетки-хозяина и затем белок подверга-
ется последовательной очистке (см. табл. 2). Однако производ-
ство трипсина биосинтезом его предшественника в дрожжах не-
стабильно (табл.  3) и, как правило, приводит к  очень низким 
выходам целевого продукта.

Более продуктивная система экспрессии протеазы  – это био-
синтез в прокариотических клетках, таких как Escherichia coli (E. 
coli). Эта бактерия является основной биосинтетической машиной 
для производства рекомбинантных белков, так как клетки E. coli 
хорошо изучены, быстро делятся и растут на простой среде, с вы-
сокой скоростью синтезируют гетерологичные белки и их можно 
легко лизировать. Поэтому бактериальная экспрессионная систе-
ма экономически выгодна для многих терапевтических биофар-
мацевтиков и также для производства рТч (см. табл. 3) [22,39-41].

Общая технологическая схема изготовления рекомбинантных 
ферментов экспрессией в  микроорганизмах приведена в  работе 
[24]. В таблице 2 сравниваются три способа производства трипси-
на, их up-steam- и  down-steam-процессы. Технология производ-
ства трипсина, экспрессированного в  бактериях, имеет больше 
down-steam-фаз (см. табл. 2.). 

Процесс биосинтеза, транспорта и экскреции белка в эукарио-
тах более сложный, чем при образовании телец включения в про-
кариотах, поэтому воспроизводимость метода ниже, чем в клет-
ках E.coli. Преимущества и недостатки каждого из трех способов 
коммерческого производства протеазы приведены в таблице 3. 

Технология оптимизации производства рекомбинантных 
биофармацевтических ферментов 

Как было уже указано, каждый из способов производства тера-
певтических трипсинов имеет свои достоинства и недостатки (см. 
табл. 3). Производство трипсина, в котором 8,5% аминокислотных 
остатков представлены аргинином и лизином, имеет свою особен-
ность, то есть не исключается опасность высокой протеазной ак-
тивности целевого белка в различных фазах down-stream-процес-

Таблица 3. Принципиальные преимущества и недостатки технологий производства трипсина.

Table 3. Principal advantages and disadvantages of trypsin production technologies.

Источник сырья 
Характеристики

ПЖ животных Дрожжи E. coli

Недостатки Аутокатализ активного энзима. 
Опасные для человека 
контаминанты.
Примесь других ферментов 
и ингибиторов протеаз.
Низкий выход 
высокоочищенного целевого 
белка. 
Иммунный ответ или аллергия 
у пациентов  на чужеродный 
белок

Некоторые аминокислотные остатки 
полипептида подвергаются 
посттрансляционной модификации. 
Невысокий уровень титра 
рекомбинантного белка из-за низкой рН 
культуральной среды и деградации 
протеазами клетки хозяина. Заданная 
экспрессия белка не всегда 
воспроизводима из-за разбалансировки 
сложного внутриклеточного процесса 
биосинтеза, транспорта и экскреции 
белка.

Большие потери в down-
stream-фазах.
Высокозатратный фолдинг 
трипсиногена

Преимущества Выделяют и очищают 
натуральный, биологически 
активный трипсин

Не требуется фолдинг полипептида  
in vitro.
Вырабатывается рекомбинантный 
трипсин 

Высокая экспрессия 
и продукция белка, 
идентичного трипсину 
человека

Ссылки [5-9] [37-38] [39-41]
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макоэкономических и  других исследований, подтверждающих 
потребность и преимущество терапии рТч, как это было выполне-
но для других рекомбинантных терапевтиков, вызывает у инвесто-
ра определенный уровень неуверенности в выгодной реализации 
проекта. 

Современное производство биофармацевтиков является высо-
ко рентабельным, однако сомнения в успешном завершении, фи-
нансовые риски проекта являются основными причинами, кото-
рые тормозят инвестиции в  производство новых био- 
фармацевтиков. Для финансирования проекта для производства 
новой рекомбинантной протеазы необходимо реально оценить 
факторы «затраты-выгода» и «затраты-эффективность». Инфор-
мация, полученная в  ходе SWOT-анализа, помогает в  выработке 
стратегических целей и планировании механизмов финансирова-
ния производства рекомбинантных терапевтических пептидов 
[43]. SWOT  – это акроним английских слов Strengts (силы), 
Weaknesses (слабости), Opportunities (благоприятные возможнос
ти) и Тhreats (угрозы). В таблице 4 анализируются основные силь-
ные и слабые стороны проекта, а также потенциальные возможно-
сти и внешние угрозы при продвижении нового биофармацевтика 
на рынок. Детальный анализ влияния внутренних (S и W) и/или 
внешних факторов (O и T) является важным этапом в разработ-
ке  маркетинговой стратегии. Приведенная структурированная 
оценка SWOT, а  также анализ PEST-факторов должны помочь 
в решении о финансировании производства рТч. PEST обозначает 
анализ, используемый для выявления политических (Political), 
экономических (Economic), социальных (Social) и  технологиче-
ских (Technological) внешних факторов, которые будут влиять 
на производство и рынок терапевтического рТч.

Применение современных производственных комплексов, но-
вейшего оборудования и  инновационных методов в  up-stream- 
и  down-stream-фазах оптимизирует производство рТч, что спо-
собствует снижению стоимости рТч до  трипсина из  животных 
источников и позволит использовать в энзимотерапии преимуще-
ственно трипсин человека. 

Если экономические барьеры преодолены, то появляется глав-
ный стимул для производства и  применения рТч  – это безопас-
ность лекарственных препаратов и качество терапии, которые яв-

чения при экспрессии в  прокариотах. Исследования в  этом на-
правлении ведутся [40] и  технология производства будет 
совершенствоваться как для рТч, так и для других ферментов. 

Оптимизация down-stream-процесса является общей техниче-
ской задачей в промышленном производстве протеаз. Для систем 
с  экспрессией в  прокариотах необходимо сократить число фаз, 
блокировать аутопротеолиз, кардинально повысить выход белка 
после фолдинга, замедлить олигомеризацию и уменьшить потери 
при очистке и кристаллизации конечного продукта ФАС трипсина.

Применяя новейшие методы, исследователи получают эндо-
пептидазу с повышенной удельной активностью [34,36]. 

Приведенные методы улучшения производства рекомбинант-
ной протеазы: повышение скорости биосинтеза и увеличение ти-
тра целевого белка; сокращение фаз процесса; более эффектив-
ный фолдинг полипептида; блокирование аутокатализа 
и снижение скорости деградации энзима; уменьшение потерь при 
очистке и кристаллизации при их совокупном применении позво-
лят во много раз повысить количество полученного в итоге высо-
коочищенного рекомбинантного продукта. 

Преодоление экономических барьеров для производства 
рекомбинантного трипсина 

Технология фармацевтических комплексов для выработки ген-
но-инженерных белков разработана более 30 лет назад, но,  не-
смотря на значительный прогресс, цены на современные рекомби-
нантные терапевтики остаются высокими, а  организация их 
производства является высоко затратным бизнесом. Производ-
ство значительного сегмента рекомбинантных биофармацевтиков 
требует длительный горизонт инвестиций, так как необходимы: 
крупномасштабное финансирование от начала проекта; большие 
производственные расходы и высококвалифицированные специа-
листы [22,42]. 

Сравнивалась эффективность энзимных препаратов при тера-
пии муковисцидоза [21]. Было показано, что рТч и  трипсин КРС 
проявляют одинаковое сродство к  рецепторам клеток человека 
и  близкую скорость их активации [13]. Фармакоэкономический 
анализ трипсиновых препаратов, включая инвазивный рТч, явля-
ется задачей для заинтересованных организаций. Отсутствие фар-

Таблица 4. SWOT-анализ проекта производства рТч. 

Table 4. SWOT-analysis of the recombinant human trypsin production project.

Факторы Сильные стороны (S) Слабые стороны (W)

Внутренние факторы 

Использование инновационных технологий значительно 
повышает выход целевого белка

Низкий выход целевого продукта

Производитель определяет цену на продукт 
В высокие цены на современные терапевтические 
рекомбинантные белки включается маржа, удовлетворяющая 
запросам инвестора и производителя, при высокой цене 
продукта

Высокие цены для терапии рТч

Производство рекомбинантных биофармацевтиков является 
высокоприбыльным 

Большая часть инвестиций до начала 
коммерческого производства

Внешние факторы

Благоприятные возможности (O) Угрозы (T)
Трипсин применяется более 80 лет для лечения различных 
болезней. Для инъекций и ингаляций должен использоваться 
не трипсин из животного сырья, а рТч, который идентичен 
человеческому. Большое количество рТч будет использоваться 
для производства дорогих генно-инженерных терапевтиков

Отсутствует опыт применения рТч 
в медицине
Могут возникнуть проблемы 
с продвижением продукта на рынок

Защита патентом инновационной технологии. Отсутствие 
конкуренции продукту более 10 лет

Инвестиции со старта проекта
Возможные задержки по срокам 
регистрации препарата

Ноу-хау могут быть применены для производства ряда 
необходимых рекомбинантных терапевтических протеаз

Потребность в высококвалифицированных 
кадрах
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альной возможности снизить в  значительной мере производ-
ственные затраты на рТч, применяя комплекс улучшенных методов 
и инновационные технологии. 

Новая технология изготовления рекомбинантного трипсина, от-
вечающего требованиям фармакопеи, должна использовать са-
мое современное оборудование и коммуникации, а также послед-
ние достижения генной инженерии, биохимии, биотехнологии, 
инжиниринга и управления производственными процессами. При 
использовании новой технологии, в  сочетании с  оптимальными 
методами для up-stream- и  down-stream-процессов, возможно 
увеличить в 15-20 раз выход рекомбинантного белка, что приве-
дет к радикальному снижению производственных затрат на еди-
ницу продукции. С такой стоимостью рТч станет привлекательным 
не  только для процессинга дорогих терапевтических белков, 
но и для производителей лекарств на базе этой протеазы, особен-
но инвазивных форм (см. табл. 1), что послужит реальным драй-
вером для инвестиций в производство биофармацевтика. Приме-
нение SWOT и  PEST для анализа и  оценки негативных 
и  стимулирующих факторов поможет определиться с  типом 
и планом инвестиций в производство рТч. 

Когда фармакоэкономические исследования подтвердят преи-
мущества использования рТч в лечении ряда заболеваний, вклю-
чая сердечно-сосудистые, то  его востребованность станет высо-
кой и  будет возрастать во  всех регионах, что принципиально 
улучшит терапию многих болезней. Поэтому инвазивный рТч 
в скором времени вытеснит трипсин свиньи или КРС, так как опре-
деляющим фактором для пациента является сочетание эффек-
тивности терапии с ее безопасностью и QALY. 

ляются приоритетными для QALY пациентов [44]. Абревиатура 
QALY происходит от английского Quality-Adjusted Life Year (добав-
ленные годы жизни с поправкой на ее качество).

Заключение
Процесс производства рекомбинантного трипсина является 

очень дорогостоящим, что отражается на цене высокоочищенного 
фермента (см. рис.  1). На  рынке эта терапевтическая протеаза 
в  основном представлена в  виде продукта, очищенного из  экс-
тракта поджелудочной железы КРС или свиней. Трипсин человека 
коммерчески доступен в небольших объемах в виде генно-инже-
нерного белка, полученного биотехнологическими методами, 
но именно он должен использоваться как современное, безопас-
ное и эффективное лекарственное средство. Пока такое примене-
ние ограничивают очень высокая цена и недостаточное производ-
ство трипсина человека.

Исходя из современных данных, проанализированы: примене-
ние, потребность и рынок терапевтического трипсина; основные 
факторы, ограничивающие производство рТч; пути повышения 
эффективности up-stream- и  down-stream-процессов для ради-
кального снижения потерь и стоимости целевого продукта; а так-
же ценность проекта для здравоохранения, негативные и позитив-
ные экономические предпосылки для его реализации. Данные, 
приведенные в последних публикациях, показывают, что примене-
ние новых методов позволяет достигать высокого уровня экспрес-
сии рекомбинантного трипсиногена, блокировать аутопротеолиз 
и значительно сократить потери целевого белка при очистке, ре-
фолдинге и кристаллизации [36,40,41]. Это свидетельствует о ре-
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