The results of experimental series II confirmed and extended those of experimental series I.

Types A - C of the r-L-asparaginase species contain norleucine instead of methionine and Types I - IV appear to be deamidation or oxidation variants. These minor peaks were all shown to have enzymatic activity, which in almost all cases was comparable to that of the main peak.
1.4 Forced degradation studies

The studies were performed on the following representative batches of r-L-asparaginase drug substance solution: F3AS0405/2 (deamidation stress) and AS0701 (deamidation, oxidation, pH and thermal stress).

Deamidation of a protein generally refers to the chemical conversion of asparagine and glutamine residues to aspartic acid and glutamic acid, respectively. Each of these deamidation reactions leads to a mass increment of +1 Da. This process can be accelerated by exposure of the protein to deamidation stress. Accordingly, r-L-asparaginase was exposed to a slightly basic ammonium bicarbonate solution (0.1 M NH4HCO3/4 M urea, pH 8.3) for 12 h at 37°C.

The peak profile was monitored by isocratic RP-HPLC and the results are shown in Figure 3.2.S.3.2-7 (full view) and Figure 3.2.S.3.2-8 (zoom).
As can be seen, during the course of the 12-h deamidation reaction, the main peak was almost completely decomposed and minor peaks increased accordingly. Under the extreme deamidation conditions, the main peak was converted to deamidated product variants. The most pronounced increase was evident in the hydrophilic peaks corresponding to Types I and III, but at least two other hydrophilic peaks were induced by deamidation stress which are not typically observed in isocratic RP-HPLC chromatograms of r-L-asparaginase drug substance solution.

Результаты серии экспериментов II подтвердили и закрепили те результаты, которые были получены в серии экспериментов I.

Типы разновидностей A - C  r-L-аспарагинеза   содержат норлеуцин вместо метионина, и Типы I - IV, кажется, являются видами  окисления или деамидирования. Оказалось, что все эти  незначительные пики имели ферментативную деятельность, которая  почти во всех случаях была сопоставима с деятельностью главного пика.

1.4 Исследование принудительной деградации

Исследования были выполнены на следующих сериях образцов r-L-аспарагинеза препарата разъяснение: F3AS0405/2 (деамидирование под давлением) и AS0701 (деамидирование, окисление, pH   и тепловое давление).

Деамидирование белка, как правило, относится к химическому преобразованию аспарагина и остатков глутамина в аспарагиновую кислоту и глутаминовую кислоту, соответственно. Каждая из этих реакций деамидирования приводит к приращению массы +1 Da. Этот процесс может быть ускорен благодаря  деамидированию давлением белка. Соответственно, r-L-аспарагинез выявил немного основного бикарбоната аммония разъяснение (0.1 М NH4HCO3/4 М мочевина, pH 8.3) в течение 12 часов при температуре37°C.

Вид пика был проверен изократическим ОФ-ВЭЖХ, и результаты можно увидеть на рисунке 3.2. S.3.2-7 (полное представление) и рисунке 3.2. S.3.2-8 (увеличенное изображение).

Как показали исследования, в течение реакции 12-часового деамидирования, главный пик почти полностью разложился и второстепенные пики увеличились соответственно. При экстремальных условиях деамидирования  главный пик был преобразован в деамидированные разновидности продукта. Стало очевидно, что самое явное увеличение было в гидрофильньных пиках, соответствующих Типам I и III, но как минимум два других гидрофильньных пика были вызваны деамидированием под давлением, что как правило не наблюдается в изократических хроматограммах ОФ-ВЭЖХ r-L-аспарагинеза при образовании препарата.

