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FIELD: medicine, pharmacology, biochemistry.
SUBSTANCE: invention relates to the highly

purified enzyme α-galactosidase A (α-Gal A) and to
different methods for its purification. Invention
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with changed charge and to methods for preparing
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì è êîìïîçèöè ì äë 
ëå÷åíè  α -ãàëàêòîçèäàçíîé À íåäîñòàòî÷íîñòè.

Ïðåäøåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Áîëåçíü Ôàáðè ïðåäñòàâë åò ñîáîé Õ-ñöåïëåííóþ íàñëåäñòâåííóþ áîëåçíü, ñâ çàííóþ

ñ íàêîïëåíèåì ëèçîñîì, õàðàêòåðèçóþùóþñ  ò æåëûì ïîðàæåíèåì ïî÷åê,
àíãèîêåðàòîìàìè è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûìè íàðóøåíè ìè, âêëþ÷à  óâåëè÷åíèå æåëóäî÷êà è
íåäîñòàòî÷íîñòü ìèòðàëüíîãî êëàïàíà. Áîëåçíü Ôàáðè òàêæå âîçäåéñòâóåò íà
ïåðèôåðè÷åñêóþ íåðâíóþ ñèñòåìó, âûçûâà  ïðèñòóïû ìó÷èòåëüíûõ æãó÷èõ áîëåé â
êîíå÷íîñò õ. Ïðè÷èíîé ðàçâèòè  áîëåçíè Ôàáðè  âë åòñ  äåôèöèò
ôåðìåíòà α -ãàëàêòîçèäàçû A (α -Gal A). α -Gal À ïðåäñòàâë åò ñîáîé ëèçîñîìíóþ
ãëèêîãèäðîëàçó, êîòîðà  îòùåïë åò êîíöåâûå α -ãàëàêòîçèëüíûå ãðóïïû ðàçëè÷íûõ
ãëèêîêîíúþãàòîâ. Áîëåçíü Ôàáðè ïðèâîäèò ê áëîêèðîâàíèþ êàòàáîëèçìà íåéòðàëüíîãî
ãëèêîñôèíãîëèïèäà, êåðàìèä-òðèãåêñîçèäà (ÑÒÍ) è ê àêêóìóë öèè ñóáñòðàòà ôåðìåíòà â
êëåòêàõ è â êðîâîòîêå.

Âñëåäñòâèå òîãî ÷òî äàííîå çàáîëåâàíèå èìååò X-ñöåïëåííûé òèï íàñëåäîâàíè , òî
áîëüøèíñòâî ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè ñîñòàâë þò ìóæ÷èíû. Õîò  ó ãåòåðîçèãîòíûõ
æåíùèí íàáëþäàþòñ  ñåðüåçíûå ïîðàæåíè , îäíàêî, â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ, ýòè
ãåòåðîçèãîòíûå æåíùèíû íå îáíàðóæèâàþò êàêèõ-ëèáî ñèìïòîìîâ ïîðàæåíè  èëè
îáíàðóæèâàþò îòíîñèòåëüíî ñëàáûå ñèìïòîìû (òàêèå êàê õàðàêòåðíîå ïîìóòíåíèå
ðîãîâèöû). Àòèïè÷åñêèé âàðèàíò áîëåçíè Ôàáðè, ïðî âë þùèéñ  â íèçêîé îñòàòî÷íîé
àêòèâíîñòè α -Gal À è ëèáî îáíàðóæèâàþùèé î÷åíü ñëàáûå ñèìïòîìû, ëèáî íå
îáíàðóæèâàþùèé íèêàêèõ äðóãèõ  âíûõ ñèìïòîìîâ, õàðàêòåðíûõ äë  áîëåçíè Ôàáðè,
êîððåëèðóåò ñ ãèïåðòðîôèåé ëåâîãî æåëóäî÷êà è çàáîëåâàíèåì ñåðäöà. Nakano et al. New
Engl. J.Med. 333:288-293 (1995). Ïðè÷èíîé òàêèõ ïàòîëîãèé ñåðäöà ìîæåò áûòü ñíèæåíèå
àêòèâíîñòè α -Gal A.

Áûëè âûäåëåíû è ñåêâåíèðîâàíû êÄÍÊ è ãåí, êîäèðóþùèå α -Gal À ÷åëîâåêà. α -Gal À
÷åëîâåêà ýêñïðåññèðóåòñ  â âèäå ïîëèïåïòèäà èç 429 àìèíîêèñëîò, ãäå N-êîíöåâûå 31
àìèíîêèñëîòà ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä. Ýòîò ÷åëîâå÷åñêèé ôåðìåíò áûë
ýêñïðåññèðîâàí â êëåòêàõ  è÷íèêà êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ) (Desnick et al., ïàòåíò ÑØÀ
¹5356804; loannou et al., J.Cell.Biol. 119: 1137 (1992)) è â êëåòêàõ íàñåêîìûõ (Calhoun et al.,
WO 90/11353).

Îäíàêî ñîâðåìåííûå ïðåïàðàòû α -Gal À èìåþò îãðàíè÷åííóþ ýôôåêòèâíîñòü. Ìåòîäû
ïîëó÷åíè  α -Gal À ñ îòíîñèòåëüíî âûñîêîé ÷èñòîòîé çàâèñ ò îò èñïîëüçîâàíè  àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè ñ ïðèìåíåíèåì êîìáèíàöèè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ëåêòèíå
(êîíêàâàëèíå A (Con À)-Ñåôàðîçå®) è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè, îñíîâàííîé íà
ñâ çûâàíèè α -Gal À ñ àíàëîãîì ñóáñòðàòà N-6-àìèíîãåêñàíîèë-α -Â-ãàëàêòîçèëàìèíîì,
ñâ çàííûì ñ ñåôàðîçíîé ìàòðèöåé (Sepharose®). Ñì., íàïðèìåð, Bishop et al., J. Biol.
Chem. 256:1307-1316 (1981). Èñïîëüçîâàíèå ñìîë, îáëàäàþùèõ àôôèííîñòüþ ê áåëêó
ëåêòèíó, è ñìîë,  âë þùèõñ  àíàëîãîì ñóáñòðàòà, îáû÷íî àññîöèèðîâàíî ñ íåïðåðûâíûì
âûùåëà÷èâàíèåì àôôèííîãî àãåíòà èç òâåðäîãî íîñèòåë  (Marikar et al., Anal. Biochem.
201:306-310 (1992)), ÷òî ïðèâîäèò ê çàãð çíåíèþ î÷èùåííîãî ïðîäóêòà àôôèííûì àãåíòîì
ëèáî â ñâîáîäíîé ôîðìå â ðàñòâîðå, ëèáî â ôîðìå, ñâ çàííîé ñ ïðîýëþèðîâàííûì
áåëêîì. Òàêèå çàãð çíåíè  äåëàþò ýòîò ïðîäóêò íåïðèåìëåìûì äë  èñïîëüçîâàíè  â
ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ. Ñâ çàííûå àíàëîãè ñóáñòðàòîâ è ëåêòèíû ìîãóò òàêæå
îêàçûâàòü çíà÷èòåëüíûå íåãàòèâíûå ýôôåêòû íà ôåðìåíòàòèâíûå, ôóíêöèîíàëüíûå è
ñòðóêòóðíûå ñâîéñòâà áåëêîâ. Áîëåå òîãî, α -Gal À, ïîëó÷àåìà  èçâåñòíûìè ìåòîäàìè,
áûñòðî âûâîäèòñ  ïå÷åíüþ.

Òàêèì îáðàçîì, ðàçðàáîòêà ñõåìû î÷èñòêè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòàíäàðòíûõ
õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñìîë,  âë þùèõñ  êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè è îáëàäàþùèõ
êà÷åñòâîì, ïîäõîä ùèì äë  èõ øèðîêîìàñøòàáíîãî êîììåð÷åñêîãî èñïîëüçîâàíè ,
êîòîðûå ïîçâîë ò ïîëó÷èòü ïðåïàðàò α -Gal À, íå ñîäåðæàùèé àôôèííîãî àãåíòà, îñòàåòñ 
àêòóàëüíîé. Êðîìå òîãî, òàêæå îñòàåòñ  àêòóàëüíîé íåîáõîäèìîñòü â ïîëó÷åíèè ïðåïàðàòîâ
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α -Gal À ñ áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûì âðåìåíåì ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå è ñ ïîâûøåííûì
óðîâíåì èõ ïîãëîùåíè  â êîíêðåòíûõ òêàí õ, íå îòíîñ ùèõñ  ê ïå÷åíè.

Êðàòêîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûñîêîî÷èùåííûì ïðåïàðàòàì α -Gal À è ê

ðàçëè÷íûì ñïîñîáàì î÷èñòêè ãëèêîôîðì α -Gal
À. Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòàì α -Gal A ñ èçìåíåííûì

çàð äîì è ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  òàêèõ ïðåïàðàòîâ. Èçìåíåíèå çàð äà äîñòèãàåòñ 
óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíè  ñèàëîâîé êèñëîòû â α -Gal À è/èëè óâåëè÷åíèåì óðîâí 
ôîñôîðèëèðîâàíè  α -Gal À. Êðîìå òîãî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïðåïàðàòàì α -Gal À, èìåþùèì áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîå âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå
ìëåêîïèòàþùåãî-õîç èíà è ê ñïîñîáàì èõ ïîëó÷åíè . È íàêîíåö, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì è ê äîçàì ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal À èíäèâèäóóìó.
Ïðåïàðàòû α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ëå÷åíè 
èíäèâèäóóìîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè èëè ñ àòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì áîëåçíè Ôàáðè, íàïðèìåð,
êîíêðåòíûõ ãðóïï ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ áîëåçíüþ Ôàáðè ñ ïðåîáëàäàþùèìè
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûìè ïàòîëîãè ìè, òàêèìè êàê óâåëè÷åíèå æåëóäî÷êîâ, íàïðèìåð
ãèïåðòðîôè  ëåâîãî æåëóäî÷êà (ÃËÆ) è/èëè íåäîñòàòî÷íîñòü ìèòðàëüíîãî êëàïàíà, èëè
ãðóïï ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ áîëåçíüþ Ôàáðè ñ ïðåîáëàäàþùèìè ïî÷å÷íûìè
íàðóøåíè ìè.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Íà ôèã.1 ïðåäñòàâëåí 210 ï.í. - çîíä, êîòîðûé áûë èñïîëüçîâàí äë  âûäåëåíè 

êÄÍÊ α -Gal À èç áèáëèîòåêè êÄÍÊ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà (SEQ ID NÎ:1). Ýòà
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðîèñõîäèò îò ýêçîíà 7 ãåíà α -Gal À. Çîíä áûë âûäåëåí èç ãåíîìíîé
ÄÍÊ ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ). Ïîä÷åðêíóòûå íà ôèã.1
îáëàñòè ñîîòâåòñòâóþò ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì ïðàéìåðîâ äë  àìïëèôèêàöèè.

Íà ôèã.2 ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÄÍÊ-ôðàãìåíòà, êîòîðóþ çàâåðøàåò
5'-êîíåö êÄÍÊ-êëîíà α -Gal A (SEQ ID NÎ:2). Ýòîò ôðàãìåíò áûë àìïëèôèöèðîâàí èç
ãåíîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ. Ïîä÷åðêíóòûå îáëàñòè ñîîòâåòñòâóþò
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ì ïðàéìåðîâ. Òàêæå ïîêàçàíû ïîëîæåíè  NcoI- è SacII-ñàéòîâ
ðåñòðèêòèðóþùèõ ýíäîíóêëåàç, êîòîðûå áûëè èñïîëüçîâàíû äë  ñóáêëîíèðîâàíè , êàê
îïèñàíî â Ïðèìåðå 1.

Íà ôèã.3 ïðåäñòàâëåíà ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êÄÍÊ α -Gal A, âêëþ÷àþùà 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà  êîäèðóåò ñèãíàëüíûé ïåïòèä (SEQ ID NO:3).

Íà ôèã.4 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâëåíà êàðòà pXAG-16, α -Gal À-ýêñïðåññèðóþùåé
êîíñòðóêöèè, êîòîðà  âêëþ÷àåò ïðîìîòîð CMV (öèòîìåãàëîâèðóñà), ýêçîí 1 è ïåðâûé
èíòðîí, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÐ è ïåðâûé èíòðîí, êÄÍÊ,
êîäèðóþùóþ α -Gal À (â êîòîðîé îòñóòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñèãíàëüíîãî
ïåïòèäà α -Gal À) è 3'UTS ÷ÃÐ. pcDNeo óêàçûâàåò íà ïîëîæåíèå ãåíà nåî, ïðîèñõîä ùåãî
îò ïëàçìèäû pcDNeo.

Íà ôèã.5 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâëåíà êàðòà pXAG-28 êîíñòðóêöèè,
ýêñïðåññèðóþùåé α -Gal À, êîòîðà  âêëþ÷àåò ïðîìîòîð êîëëàãåíà Iα 2 è ïåðâûé ýêçîí 1,
èíòðîí β -àêòèíà, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÐ è ïåðâûé
èíòðîí, êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ α -Gal À (â êîòîðîé îòñóòñòâóåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà α -Gal À) è 3'UTS ÷ÃÐ. pcDNeo óêàçûâàåò íà ïîëîæåíèå ãåíà nåî,
ïðîèñõîä ùåãî îò ïëàçìèäû pcDNeo.

Íà ôèã.6 ïðåäñòàâëåíà àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal À ÷åëîâåêà (SEQ ID
NO:4).

Íà ôèã.7 ïðåäñòàâëåíà êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùà  α -Gal À ÷åëîâåêà (áåç
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà) (SEQ ID NO:5).

Íà ôèã.8 ïðåäñòàâëåíà àõðîìàòîãðàììà ñòàäèè î÷èñòêè α -Gal À ñ èñïîëüçîâàíèåì
áóòèëñåôàðîçíîé ñìîëû (Butyl Sepharose®). Ïîêàçàíî ïîãëîùåíèå ïðè 280 íì (ñïëîøíà 
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ëèíè ) è àêòèâíîñòü α -Gal À (ïóíêòèðíà  ëèíè ) âûáðàííîé ôðàêöèè.
Íà ôèã.9 ñõåìàòè÷åñêè ïðåäñòàâëåíà êàðòà pGA213C.
Íà ôèã.10, â âèäå äèàãðàììû, ïðåäñòàâëåíà êîíñòðóêöè  äë  öåëåâîé äîñòàâêè,

pGA213C, è ãîìîëîãè÷íà  ðåêîìáèíàöè  ñ ýíäîãåííûì ëîêóñîì α -ãàëàêòîçèäàçû À.
pGA213C èçîáðàæåíà â âèäå ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé äë  äîñòàâêè, ðàñïîëîæåííûõ âûøå
ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé â ëîêóñå α -ãàëàêòîçèäàçû À íà õðîìîñîìå X.
Ïîëîæåíè  ïî îòíîøåíèþ ê èíèöèèðóþùåìó êîäîíó ìåòèîíèíà ATG ïîêàçàíû íîìåðàìè,
îáîçíà÷åííûì âûøå ëèíåéíûõ êàðò. Àêòèâàöèîííûé êîìïîíåíò, ñîäåðæàùèé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìûøèíîãî ãåíà dhfr, áàêòåðèàëüíîãî ãåíà nåî è ïðîìîòîðà
CMV/èíòðîíà àëüäîëàçû, ïîêàçàí âûøå ïîëîæåíè  (-221), â êîòîðûå îíè áûëè âñòðîåíû
ïóòåì êëîíèðîâàíè  ÄÍÊ. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå α -ãàëàêòîçèäàçó À, ïîêàçàíû
çàòåìíåííûìè ðàìêàìè. Íåêîäèðóþùèå ãåíîìíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè α -ãàëàêòîçèäàçû
ïîêàçàíû ñëåãêà çàøòðèõîâàííûìè ðàìêàìè. Êðóïíûå ñòðåëêè óêàçûâàþò íà íàïðàâëåíèå
òðàíñêðèïöèè êîìåò ýêñïðåññèè dhfr è nåî. Ñïëàéñèíã ìÐÍÊ GA-GAL ïîñëå óñïåøíîé
äîñòàâêè è àêòèâàöèè ãåíà ïîêàçàí ñåãìåíòèðîâàííîé ëèíèåé, ðàñïîëîæåííîé íèæå êàðòû
ëîêóñà àêòèâèðîâàííîé α -ãàëàêòîçèäàçû À (GA-GAL).

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè 
Ââåäåíèå
Îïèñàííîå çäåñü èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íåêîòîðûì íîâûì ïðåïàðàòàì α -Gal À è ê

ñïîñîáàì èõ ïîëó÷åíè , à òàêæå ê ñïîñîáàì ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè èëè ñ
àòèïè÷åñêèìè âàðèàíòàìè áîëåçíè Ôàáðè ñ èñïîëüçîâàíèåì äàííûõ ïðåïàðàòîâ.
Íåêîòîðûå ðàññìàòðèâàåìûå ðåïðåçåíòàòèâíûå âàðèàíòû îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
ñèñòåìàòèçèðîâàíû è ïîäðîáíî îïèñàíû íèæå.

Â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ðàññìàòðèâàåòñ  èñïîëüçîâàíèå α -Gal À, ïðîäóöèðóåìîé â
ëþáîé êëåòêå (â êëåòêå, ïðîäóöèðóþùåé α -Gal A), äë  ëå÷åíè  áîëåçíè Ôàáðè. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  èñïîëüçóåòñ 
÷åëîâå÷åñêà  α -Gal À, ïðîäóöèðóåìà  ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè (íà
îñíîâå ââåäåíè  êëîíèðîâàííîãî ãåíà èëè êÄÍÊ α -Gal À â êëåòêó-õîç èíà) èëè ïóòåì
àêòèâàöèè ãåíà.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòàì è ê ñïîñîáàì ïîëó÷åíè  ïðåïàðàòîâ,
êîòîðûå ñîäåðæàò α -Gal À, èìåþùóþ áîëåå âûñîêóþ ñòåïåíü ÷èñòîòû ïî ñðàâíåíèþ
ñ α -Gal À, ïîëó÷åííîé ðàíåå. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ î÷èñòêè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
êîìïîçèöèè ïðåïàðàòîâ α -Gal À ÷åëîâåêà ïðåäïî÷òèòåëüíî î÷èùàþò, ïî êðàéíåé ìåðå, äî
98%-íîé ãîìîãåííîñòè, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, äî 99%-íîé
ãîìîãåííîñòè, à íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, äî 99,5%-íîé ãîìîãåííîñòè,
êàê áûëî îïðåäåëåíî ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ èëè ñ ïîìîùüþ
îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ. Óäåëüíà  àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ α -Gal À íàñòî ùåãî

èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîñòàâë åò, ïî êðàéíåé ìåðå, 2,0 × 106 åäèíèö/ìã áåëêà,

áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 3,0× 106 åäèíèö/ìã áåëêà è íàèáîëåå

ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 3,5× 106 åäèíèö/ìã áåëêà.
Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò α -Gal À

î÷èùàþò ïóòåì îòäåëåíè  ðàçëè÷íûõ ãëèêîôîðì α -Gal À îò äðóãèõ êîìïîíåíòîâ íà ñìîëå
äë  ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè , íî íå ïðîâîä ò ñòàäèþ õðîìàòîãðàôèè íà ëåêòèíå. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ôóíêöèîíàëüíà 
ãðóïïà ñìîëû äë  ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè  âêëþ÷àåò áóòèëüíóþ ãðóïïó.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïðåïàðàò α -Gal
À î÷èùàþò ñíà÷àëà ïóòåì ñâ çûâàíè  ðàçëè÷íûõ ãëèêîôîðì α -Gal À ñ êàòèîííîîáìåííîé
ñìîëîé íà êîëîíêå ïðè êèñëîòíîì ðÍ â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå. Çàòåì ýòó êîëîíêó
ïðîìûâàþò óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðîì äë  ýëþèðîâàíè  íåñâ çàííîãî ìàòåðèàëà è
óêàçàííûå ðàçëè÷íûå ãëèêîôîðìû α -Gal A ýëþèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì â êà÷åñòâå
ýëþèðóþùåãî ðàñòâîðà ñîëåâîãî ðàñòâîðà ïðè 10-100 ìÌ, áóôåðíîãî ðàñòâîðà ñ ðÍ 4-5
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èëè èõ êîìáèíàöèè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
áóôåð äë  óðàâíîâåøèâàíè  èìååò ðÍ îêîëî 4,4.

Â äðóãîì àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,
ïðåïàðàò α -Gal À î÷èùàþò ïóòåì îòäåëåíè  ðàçëè÷íûõ ãëèêîôîðì α -Gal À â îáðàçöå îò
äðóãèõ êîìïîíåíòîâ äàííîãî îáðàçöà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîöåäóðû î÷èñòêè, âêëþ÷àþùåé
ñòàäèþ ïðîâåäåíè , ïî êðàéíåé ìåðå, îäíîé èç õðîìàòîãðàôèé, òàêèõ êàê
õðîìàòîôîêóñèðóþùà  õðîìàòîãðàôè , àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  íà õåëàòå ìåòàëëà èëè
èììóííîàôôèííà  õðîìàòîãðàôè .

Êðîìå òîãî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòàì α -Gal À è ê ñïîñîáàì
ïîëó÷åíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal À, êîòîðûå ñîäåðæàò α -Gal À ñ èçìåíåííûì çàð äîì. Äàííûå
ïðåïàðàòû ìîãóò âêëþ÷àòü ðàçëè÷íûå ãëèêîôîðìû α -Gal À. Èçìåíåíèå çàð äà
äîñòèãàþòñ  ïóòåì óâåëè÷åíè  ñîäåðæàíè  ñèàëîâîé êèñëîòû â ïðåïàðàòàõ α -Gal À è/èëè
ïóòåì ïîâûøåíè  óðîâí  ôîñôîðèëèðîâàíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal A.

Ñîäåðæàíèå ñèàëîâîé êèñëîòû â ïðåïàðàòàõ α -Gal À óâåëè÷èâàþò (i) ïóòåì âûäåëåíè 
âûñîêî çàð æåííûõ è/èëè áîëåå âûñîêîìîëåêóë ðíûõ ãëèêîôîðì α -Gal À â ïðîöåññå
î÷èñòêè èëè ïîñëå î÷èñòêè; (ii) ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû ñ
èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê, ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ (ëèáî ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè
ãåííîé èíæåíåðèè, ëèáî àêòèâàöèåé ãåíà) äë  ýêñïðåññèè ãåíà èëè êÄÍÊ
ñèàëèëòðàíñôåðàçû, èëè (iii) ïóòåì ôåðìåíòàöèè èëè êóëüòèâèðîâàíè  êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ äàííûé ôåðìåíò â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì àììîíè .

Óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal À óâåëè÷èâàþò (i) ïóòåì ïðèñîåäèíåíè 
ôîñôàòíûõ îñòàòêîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòîê, ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ (ëèáî
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè, ëèáî ïóòåì àêòèâàöèè ãåíà) äë  ýêñïðåññèè
ãåíà èëè êÄÍÊ ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû, èëè (ii) ïóòåì äîáàâëåíè  èíãèáèòîðîâ ôîñôàòàçû ê
êóëüòèâèðîâàííûì êëåòêàì.

Ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïîñîáîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîëó÷àþò ïðåïàðàòû
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ÷åëîâåêà, ãäå çàð æåííûìè  âë þòñ  îò 35 äî 85%
îëèãîñàõàðèäîâ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè 
çàð æåííûìè  âë þòñ , ïî êðàéíåé ìåðå, 35% îëèãîñàõàðèäîâ. Â áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  çàð æåííûìè  âë þòñ , ïî êðàéíåé
ìåðå, 50% îëèãîñàõàðèäîâ.

Àëüòåðíàòèâíûå ïðåäïî÷òèòåëüíûå ïðåïàðàòû ÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal
À èìåþò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì α -Gal À, ñîäåðæàùèõ ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå,
20%, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 50%, à íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî
êðàéíåé ìåðå, 70% ñëîæíûõ ãëèêàíîâ ñ 2-4 îñòàòêàìè ñèàëîâîé êèñëîòû. Â àëüòåðíàòèâíîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàòû
÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ ìíîæåñòâîì ãëèêîôîðì èìåþò
îëèãîñàõàðèäíûé çàð ä, èçìåð åìûé ÷èñëîì Z, êîòîðîå ïðåâûøàåò 100, ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðåâûøàåò 150, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåâûøàåò 170. Â äðóãîì àëüòåðíàòèâíîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàòû
÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ ìíîæåñòâîì ãëèêîôîðì èìåþò, â ñðåäíåì, ïî
êðàéíåé ìåðå, 16-50%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 25-50%, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé
ìåðå, 30% ôîñôîðèëèðîâàííûõ ãëèêîôîðì. Â äðóãîì àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  â óêàçàííûõ ïðåïàðàòàõ ñ ìíîæåñòâîì ãëèêîôîðì,
50-75%, à ïðåäïî÷òèòåëüíî 60% ãëèêàíîâ îò îáùåãî ÷èñëà ãëèêàíîâ  âë þòñ 
ñèàëèëèðîâàííûìè.

Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À, èìåþùèé ïîâûøåííûé îëèãîñàõàðèäíûé çàð ä, ïîëó÷àþò
ñíà÷àëà ïóòåì ââåäåíè  ïîëèíóêëåîòèäà, êîäèðóþùåãî òðàíñôåðàçó GlcNAc III (GnT-III), â
êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, èëè ïóòåì ââåäåíè , ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè, ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîíòðîëèðóþùåé ýêñïðåññèþ
ýíäîãåííîãî ãåíà GnT-III. Çàòåì êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, êóëüòèâèðóþò â óñëîâè õ
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êóëüòèâèðîâàíè , ñïîñîáñòâóþùèõ ýêñïðåññèè α -Gal À è GnT-III. Êîíå÷íà  ñòàäè 
ïðåäóñìàòðèâàåò âûäåëåíèå ïðåïàðàòà α -Gal À ñ óâåëè÷åííûì îëèãîñàõàðèäíûì
çàð äîì.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À, èìåþùèé ïîâûøåííûé îëèãîñàõàðèäíûé çàð ä, ïðîäóöèðóþò
ñíà÷àëà ïóòåì ââåäåíè  ïîëèíóêëåîòèäà, êîäèðóþùåãî ñèàëèëòðàíñôåðàçó, â êëåòêó,
ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, èëè ïóòåì ââåäåíè , ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè,
ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîíòðîëèðóþùåé ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî ãåíà
ñèàëèëòðàíñôåðàçû. Çàòåì êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, êóëüòèâèðóþò â óñëîâè õ
êóëüòèâèðîâàíè , ñïîñîáñòâóþùèõ ýêñïðåññèè α -Gal À è ñèàëèëòðàíñôåðàçû. Êîíå÷íà 
ñòàäè  ïðåäóñìàòðèâàåò âûäåëåíèå ïðåïàðàòà α -Gal À ñ ïîâûøåííûì îëèãîñàõàðèäíûì
çàð äîì. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ñèàëèëòðàíñôåðàçàìè  âë þòñ  α 2,3-ñèàëèëòðàíñôåðàçà è

α 2,6-ñèàëèëòðàíñôåðàçà. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  äàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò äîïîëíèòåëüíóþ ñòàäèþ îòáîðà ãëèêîôîðì α -Gal À
ñ óâåëè÷åííûì ðàçìåðîì èëè óâåëè÷åííûì çàð äîì ïóòåì ôðàêöèîíèðîâàíè  èëè î÷èñòêè
äàííîãî ïðåïàðàòà.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ
ïîâûøåííûì óðîâíåì ñèàëèëèðîâàíè  ïîëó÷àþò ïóòåì êîíòàêòèðîâàíè  êëåòêè,
ïðîäóöèðóþùåé α -Gal À, ñ êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé, ñîäåðæàùåé êîíöåíòðàöèþ àììîíè 
íèæå 10 ìÌ, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2 ìÌ. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå
îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ñðåäó ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì àììîíè  ïîëó÷àþò ïóòåì
äîáàâëåíè  ãëóòàìèíñèíòåòàçû ê óêàçàííîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Â àëüòåðíàòèâíîì
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñðåäó ñ íèçêèì
ñîäåðæàíèåì àììîíè  ïîëó÷àþò ïóòåì íåïðåðûâíîé èëè ïåðèîäè÷åñêîé ïåðôóçèè α -Gal
À-ïðîäóöèðóþùåé êëåòêè ñâåæåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé äë  ïîääåðæàíè  êîíöåíòðàöèè
àììîíè  íèæå 10 ìÌ, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2 ìÌ.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàíè  ïîëó÷àþò ñíà÷àëà
ïóòåì ââåäåíè  â α -Gal À-ïðîäóöèðóþùóþ êëåòêó ïîëèíóêëåîòèäà, êîäèðóþùåãî
ôîñôîðèëòðàíñôåðàçó, èëè ïóòåì ââåäåíè  ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, ðåãóëèðóþùåé ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî ãåíà
ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû. Çàòåì êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, êóëüòèâèðóþò â óñëîâè õ
êóëüòèâèðîâàíè , ñïîñîáñòâóþùèõ ýêñïðåññèè α -Gal À è ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû. Çàòåì
âûäåë þò ïðåïàðàò α -Gal À, êîòîðûé èìååò ïîâûøåííûé óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíè  ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïðåïàðàòàìè α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííîé â äàííîé êëåòêå áåç ïîëèíóêëåîòèäà.
Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàòû α -Gal
À, ïðîäóöèðóåìûå ñïîñîáàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , èìåþò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì, èç
êîòîðûõ 16-50%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 25-50%, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå,
30%  âë þòñ  ôîñôîðèëèðîâàííûìè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  äàííûé ñïîñîá âêëþ÷àåò äîïîëíèòåëüíóþ ñòàäèþ îòáîðà
ãëèêîôîðì α -Gal À ñ óâåëè÷åííûì ðàçìåðîì èëè óâåëè÷åííûì çàð äîì ïóòåì
ôðàêöèîíèðîâàíè  èëè î÷èñòêè äàííîãî ïðåïàðàòà.

Â åùå îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ïðåïàðàò ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal
À ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ôîñôîðèëèðîâàíè  ïîëó÷àþò ïóòåì äîáàâëåíè  ê
êóëüòèâèðîâàííûì êëåòêàì èíãèáèòîðà ôîñôàòàçû, íàïðèìåð áðîìòåòðàìèçîëà. Íèçêèå
óðîâíè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû áû÷üåé ïëàçìû ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü â ôåòàëüíîé ñûâîðîòêå
òåëåíêà, èñïîëüçóåìîé â êà÷åñòâå ðîñòîâîé äîáàâêè äë  êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê. Ýòî
ïðèâîäèò ê âåðî òíîñòè òîãî, ÷òî ýêñïîíèðîâàííûå ýïèòîïû Man-6-P íà
ñåêðåòèðîâàííîé α -Gal À ìîãóò áûòü ñóáñòðàòîì äë  ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ñûâîðîòêè.
Áûëî òàêæå ïîêàçàíî, ÷òî áðîìòåòðàìèçîë  âë åòñ  ñèëüíûì èíãèáèòîðîì ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçû, Ki=2,8 ìÌ (Metaye et al., Biochem. Pharmacol. 15:4263-4268 (1988)), è ïîëíîå
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èíãèáèðîâàíèå äîñòèãàåòñ  ïðè êîíöåíòðàöèè 0,1 ìÌ (Borgers & Thone, Histochemistry
44:277-280 (1975)). Ñëåäîâàòåëüíî, â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
èíãèáèòîð ôîñôàòàçû, íàïðèìåð áðîìòåòðàìèçîë, ìîæåò áûòü äîáàâëåí ê
êóëüòèâèðîâàííûì êëåòêàì äë  ìàêñèìèçàöèè ñîäåðæàíè  ôîðì α -Gal À ñ âûñîêèì
ïîãëîùåíèåì, ïðèñóòñòâóþùèõ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, áëàãîäàð  ïðåäóïðåæäåíèþ
ãèäðîëèçà ñëîæíîýôèðíûõ ãðóïï Man-6-P.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå, êðîìå òîãî, îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòàì α -Gal À è ê ñïîñîáàì
ïîëó÷åíè  òàêèõ ïðåïàðàòîâ, êîòîðûå èìåþò óâåëè÷åííîå âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå
ìëåêîïèòàþùåãî-õîç èíà. Âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå è êëåòî÷íîå ïîãëîùåíèå
óâåëè÷èâàþò ïóòåì (i) ïîâûøåíè  ñîäåðæàíè  ñèàëîâîé êèñëîòû â α -Gal À (äîñòèãàåìîãî,
êàê îïèñàíî âûøå); (ii) ïîâûøåíè  óðîâí  ôîñôîðèëèðîâàíè  α -Gal À (äîñòèãàåìîãî, êàê
îïèñàíî âûøå); (iii) ÏÝÃèëèðîâàíè  α -Gal À èëè (iv) ïîñëåäóþùåãî óäàëåíè  ñèàëîâîé
êèñëîòû è êîíöåâûõ îñòàòêîâ ãàëàêòîçû, èëè óäàëåíè  êîíöåâûõ îñòàòêîâ ãàëàêòîçû íà
îëèãîñàõàðèäíûõ öåï õ α -Gal À.

Ïîâûøåíèå óðîâí  ñèàëèëèðîâàíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal À ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ
âðåìåíè ïîëóæèçíè ýêçîãåííîé α -Gal À â êðîâîòîêå. Êðîìå òîãî, ïî ñðàâíåíèþ ñ
ïîãëîùåíèåì â ãåïàòîöèòàõ, ïîâûøåííûé óðîâåíü ñèàëèëèðîâàíè  α -Gal À ïðèâîäèò ê
ïîâûøåíèþ óðîâí  åãî ïîãëîùåíè  â íå-ãåïàòîöèòàõ, òàêèõ êàê ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè
ïå÷åíè, ñèíóñîèäàëüíûå êëåòêè ïå÷åíè, êëåòêè ëåãêèõ, êëåòêè ïî÷åê, íåðâíûå êëåòêè,
ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè èëè êëåòêè ñåðäöà. Ïðåïàðàò ÷åëîâå÷åñêîé
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal A ñ ïîâûøåííûì ñîäåðæàíèåì ñèàëîâîé êèñëîòû
ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àåò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì, ãäå, ïî êðàéíåé ìåðå, 20% ñëîæíûõ
ãëèêàíîâ èìåþò 2-4 îñòàòêà ñèàëîâîé êèñëîòû. Àëüòåðíàòèâíûé ïðåäïî÷òèòåëüíûé
ïðåïàðàò ÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À èìååò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì, ãäå
50-75%, à ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 60% îò âñåõ ãëèêàíîâ  âë þòñ 
ñèàëèëèðîâàííûìè.

Ôîñôîðèëèðîâàíèå ïðåïàðàòîâ α -Gal À òàêæå óâåëè÷èâàåò óðîâåíü âõîæäåíè  α -Gal À
â êëåòêè. Ôîñôîðèëèðîâàíèå ïðîèñõîäèò â êëåòêàõ, ýêñïðåññèðóþùèõ äàííóþ α -Gal À.
Îäèí ïðåäïî÷òèòåëüíûé ïðåïàðàò ÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À íàñòî ùåãî
èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àåò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì, ãäå, â ñðåäíåì, ïî êðàéíåé
ìåðå, 16-50%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 25-50%, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 30%
äàííûõ ãëèêîôîðì  âë þòñ  ôîñôîðèëèðîâàííûìè.

Â àëüòåðíàòèâíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå
ïðåïàðàòà ÷åëîâå÷åñêîé α -Gal À óâåëè÷èâàþò ïóòåì îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà α -Gal À ñ
ïîëèýòèëåíãëèêîëåì. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äàííûé
ïðåïàðàò α -Gal À ïîäâåðãàþò ðåàêöèè îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà ñ èñïîëüçîâàíèåì
òðåçèëìîíîìåòîêñè-ÏÝÃ (TMPEG) ñ ïîëó÷åíèåì ÏÝÃèëèðîâàííîé α -Gal À. Çàòåì êîìïëåêñ
ÏÝÃ-α -Gal À î÷èùàþò è âûäåë þò ïðåïàðàò ÏÝÃ- α -Gal À. ÏÝÃèëèðîâàíèå α -Gal A
óâåëè÷èâàåò âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå è ïîâûøàåò in vivo-ýôôåêòèâíîñòü äàííîãî
áåëêà.

Ñèàëèëèðîâàíèå âëè åò íà âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå è áèîëîãè÷åñêîå
ðàñïðåäåëåíèå áåëêîâ. Áåëêè ñ ìèíèìàëüíûì êîëè÷åñòâîì ñèàëîâîé êèñëîòû èëè áåç
ñèàëîâîé êèñëîòû ëåãêî èíòåðíàëèçóþòñ  ïîñðåäñòâîì ðåöåïòîðà àñèàëîãëèêîïðîòåèíà
(ðåöåïòîðà Ýøâåëëà) íà ãåïàòîöèòàõ áëàãîäàð  ýêñïîíèðîâàííûì ãàëàêòîçíûì îñòàòêàì
íà áåëêå. Âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå α -Gal À ñ ãàëàêòîçíûì êîíöîì ìîæåò áûòü
óâåëè÷åíî ïóòåì ïðîâåäåíè  ïîñëåäîâàòåëüíûõ ñòàäèé (1) óäàëåíè  ñèàëîâîé êèñëîòû
ïîñðåäñòâîì êîíòàêòèðîâàíè  α -Gal À ñ íåéðàìèíèäàçîé (ñèàëèäàçîé), â ðåçóëüòàòå ÷åãî
êîíöåâûå ãàëàêòîçíûå ãðóïïû ñòàíîâ òñ  ýêïîíèðóåìûìè, è (2) óäàëåíè  êîíöåâûõ
ãàëàêòîçèäíûõ îñòàòêîâ ïîñðåäñòâîì êîíòàêòèðîâàíè  äåñèàëèëèðîâàííîé α -Gal À
ñ β -ãàëàêòîçèäàçîé. Ïîëó÷åííûé ïðåïàðàò α -Gal À èìååò ìåíüøåå ÷èñëî êîíöåâûõ
îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû è/èëè êîíöåâûõ ãàëàêòîçèäíûõ îñòàòêîâ íà îëèãîñàõàðèäíûõ
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öåï õ ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåïàðàòàìè α -Gal À, êîòîðûå íå áûëè ïîñëåäîâàòåëüíî
ïîäâåðãíóòû êîíòàêòèðîâàíèþ ñ íåéðàìèíèäàçîé è β -ãàëàêòîçèäàçîé. Àëüòåðíàòèâíî,
âðåì  ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå β -Gal À ñ ãàëàêòîçíûì êîíöîì ìîæåò áûòü óâåëè÷åíî ëèøü
ïóòåì óäàëåíè  êîíöåâûõ ãàëàêòîçèäíûõ îñòàòêîâ ïîñðåäñòâîì êîíòàêòèðîâàíè 
äåñèàëèëèðîâàííîé α -Gal À ñ β -ãàëàêòîçèäàçîé. Ïîëó÷åííûé α -Gal À-ïðåïàðàò èìååò
ìåíüøåå ÷èñëî êîíöåâûõ ãàëàêòîçèäíûõ îñòàòêîâ íà îëèãîñàõàðèäíûõ öåï õ ïî ñðàâíåíèþ
ñ α -Gal À-ïðåïàðàòàìè, êîòîðûå íå áûëè ïîäâåðãíóòû êîíòàêòèðîâàíèþ
ñ β -ãàëàêòîçèäàçîé. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , ïîñëå
êîíòàêòèðîâàíè  íåéðàìèíèäàçû è β -ãàëàêòîçèäàçû, ïîëó÷åííûå α -Gal À - ïðåïàðàòû
çàòåì ïîäâåðãàþò êîíòàêòèðîâàíèþ ñ β -ãåêñîçàìèíèäàçîé, ÷òî ïðèâîäèò ê îòùåïëåíèþ
îëèãîñàõàðèäà ñ ïîëó÷åíèåì òðèìàííîçíîé ñåðäöåâèíû.

Êðîìå òîãî, óðîâíè ñèàëèëèðîâàíè  ìîãóò çàâèñåòü îò òèïà èñïîëüçóåìîé êëåòêè.
Ïîýòîìó, â äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè , óðîâåíü
ñèàëèëèðîâàíè  α -Gal A ìîæåò áûòü óâåëè÷åí áëàãîäàð  ñêðèíèíãó íà êëåòêè
ìëåêîïèòàþùèõ, íàïðèìåð êëåòêè ÷åëîâåêà, êîòîðûå èìåþò îòíîñèòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü
ñèàëèëòðàíñôåðàçíîé àêòèâíîñòè, è áëàãîäàð  èñïîëüçîâàíèþ òàêèõ êëåòîê â
êà÷åñòâå α -Gal À-ïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê.

Êðîìå òîãî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê êîìïîçèöè ì α -Gal À-ïðåïàðàòîâ,
êîòîðûå, â îñíîâíîì, íå ñîäåðæàò áåëêîâ α -Gal À, òàêèõ êàê àëüáóìèí; áåëêîâ, íå
îòíîñ ùèõñ  ê α -Gal À è ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè-õîç åâàìè, èëè áåëêîâ, âûäåëåííûõ èç
òêàíåé èëè ôèçèîëîãè÷åñêèõ æèäêîñòåé æèâîòíîãî. Â îäíîì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ
âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äàííà  êîìïîçèöè , êðîìå òîãî, ñîäåðæèò
íàïîëíèòåëü. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè íàïîëíèòåë ìè  âë þòñ  ìàííèò, ñîðáèò, ãëèöåðèí,
àìèíîêèñëîòû, ëèïèäû, EDTA, EGTA, õëîðèä íàòðè , ïîëèýòèëåíãëèêîëü,
ïîëèâèíèëïèðîëëèäîí, äåêñòðàí èëè êîìáèíàöèè ëþáûõ èç óêàçàííûõ íàïîëíèòåëåé. Â
äðóãîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  êîìïîçèöè , êðîìå òîãî,
ñîäåðæèò íåèîííûé äåòåðãåíò. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè íåèîíîãåííûìè äåòåðãåíòàìè
 âë þòñ  ïîëèñîðáàò 20, ïîëèñîðáàò 80, òðèòîí Õ-100, òðèòîí Õ-114, íîíèäåò Ð-40,
îêòèë-à-ãëþêîçèä, îêòèë-b-ãëþêîçèä, Brij 35, ïëþðîíèê è òâèí 20. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  íåèîíîãåííûé äåòåðãåíò âêëþ÷àåò ïîëèñîðáàò 20
èëè ïîëèñîðáàò 80. Ïðåäïî÷òèòåëüíà  êîìïîçèöè , êðîìå òîãî, ñîäåðæèò çàáóôåðåííûé
ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðè ðÍ 6.

Êðîìå òîãî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal À
èíäèâèäóóìó. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
ïðåïàðàòîì α -Gal À  âë åòñ  ïðåïàðàò α -Gal À ñ èçìåíåííûì çàð äîì, íàïðèìåð ñ
ïîâûøåííûì çàð äîì îëèãîñàõàðèäà è/èëè ñ áîëåå ïðîäîëæèòåëüíûì âðåìåíåì
ïîëóæèçíè, êàê îïèñàíî â íàñòî ùåé çà âêå. Äîçà ââåäåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîñòàâë åò
0,05-5,0 ìã, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,1-0,3 ìã ïðåïàðàòà α -Gal À íà êèëîãðàìì ìàññû
òåëà, è ââîäèòñ  îäèí ðàç â íåäåëþ èëè îäèí ðàç â äâå íåäåëè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äîçà ââåäåíè  ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 0,2 ìã íà
êèëîãðàìì ìàññû òåëà è ââîäèòñ  ðàç â äâå íåäåëè. Â óêàçàííûõ ñïîñîáàõ ýòà äîçà ìîæåò
áûòü ââåäåíà âíóòðèìûøå÷íî, ïåðîðàëüíî, ðåêòàëüíî, ïîäêîæíî, âíóòðèàðòåðèàëüíî,
âíóòðèáðþøèííî, èíòðàöåðåáðàëüíî, èíòðàíàçàëüíî, âíóòðèêîæíî, âíóòðèîáîëî÷å÷íî,
÷åðåç ñëèçèñòóþ, ÷ðåñêîæíî èëè ïóòåì èíãàë öèè. Â îäíîì èç âàðèàíòîâ îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ñïîñîá äîñòàâêè ïðåïàðàòà α -Gal À èíäèâèäóóìó ïðåäóñìàòðèâàåò ïîäêîæíîå
ââåäåíèå äîçû, ñîñòàâë þùåé îò 0,01 äî 10,0 ìã, à ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,1-5,0 ìã
ïðåïàðàòà α -Gal À íà êèëîãðàìì ìàññû òåëà, îäèí ðàç â íåäåëþ èëè îäèí ðàç â äâå
íåäåëè. Äàííûé ïðåïàðàò α -Gal À ìîæåò áûòü òàêæå ââåäåí âíóòðèâåííî, íàïðèìåð ïóòåì
âíóòðèâåííîé èíúåêöèè áîëþñà, âíóòðèâåííîé èíúåêöèè ïîñðåäñòâîì ìåäëåííîé
èíòóáàöèè èëè ïóòåì íåïðåðûâíîé âíóòðèâåííîé èíôóçèè. Â ëþáîì èç âûøåóêàçàííûõ
ñïîñîáîâ äîñòàâêà ïðåïàðàòà α -Gal À ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì òàêîé
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ñèñòåìû äîñòàâêè, êàê íàñîñ, èíêàïñóëèðîâàííà  êëåòêà, ëèïîñîìû, èíúåêöèè ñ
èñïîëüçîâàíèåì èãë, áåçûãîëüíîå âïðûñêèâàíèå, èíãàë òîð, àýðîçîëüíûé ðàñïûëèòåëü,
ýëåêòðîïîðàöè  è ïëàñòûðü äë  ÷ðåñêîæíîé äîñòàâêè. Óêàçàííûìè ñïîñîáàìè ìîæåò áûòü
ââåäåí ëþáîé èç âûøåîïèñàííûõ ïðåïàðàòîâ α -Gal À.

Èíäèâèäóóì ñ ïîäîçðåíèåì íà áîëåçíü Ôàáðè èëè ñ óæå óñòàíîâëåííûì äèàãíîçîì
áîëåçíè Ôàáðè ìîæåò áûòü ïîäâåðãíóò ëå÷åíèþ ïóòåì ââåäåíè  âûøåîïèñàííîãî
ïðåïàðàòà α -Gal À ñ èñïîëüçîâàíèåì âûøåîïèñàííûõ ñïîñîáîâ ââåäåíè  è äîç. Â
íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè ðàññìàòðèâàåòñ  ëå÷åíèå èíäèâèäóóìîâ, â îñíîâíîì, ñ áîëåçíüþ
Ôàáðè, à òàêæå ñ àòèïè÷åñêèìè âàðèàíòàìè áîëåçíè Ôàáðè, íàïðèìåð êîíêðåòíûõ ãðóïï
ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ áîëåçíüþ Ôàáðè ñ ïðåîáëàäàþùèìè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûìè
íàðóøåíè ìè, òàêèìè êàê óâåëè÷åíèå æåëóäî÷êîâ, íàïðèìåð ãèïåðòðîôè  ëåâîãî
æåëóäî÷êà (ÃËÆ), è/èëè íåäîñòàòî÷íîñòü ìèòðàëüíîãî êëàïàíà, èëè ãðóïï ïàöèåíòîâ,
ñòðàäàþùèõ áîëåçíüþ Ôàáðè ñ ïðåîáëàäàþùèìè ïî÷å÷íûìè íàðóøåíè ìè.

α -Gal A

α -Gal À ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãîìîäèìåðíûé ãëèêîïðîòåèí, êîòîðûé îòùåïë åò
êîíöåâûå α -ãàëàêòîçèëüíûå ãðóïïû îò ãëèêîëèïèäîâ è ãëèêîïðîòåèíîâ.

Òåðìèíû çðåëà  "α -Gal A", "GA-GAL" è "SEQ ID NO:5" (ñì.ôèã.7) îòíîñ òñ  ê α -Gal À
áåç ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà (äë  α -Gal À ñ ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì ñì. ôèã.3 è SEQ ID NO:3).
Îïðåäåëåííûé çäåñü òåðìèí "ïðåïàðàò α -Gal À" è òåðìèí "ïðåïàðàò
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À"  âë þòñ  âçàèìîçàìåí åìûìè è   âêëþ÷àþò ðàçëè÷íûå
ãëèêîôîðìû ãëèêîëèçèðîâàííîé α -Gal À.

Òåðìèí "ñèãíàëüíûé ïåïòèä" îçíà÷àåò ïåïòèäíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîòîðà 
íàïðàâë åò íîâîñèíòåçèðîâàííûé ïîëèïåïòèä, ê êîòîðîìó ïðèñîåäèíåí äàííûé
ñèãíàëüíûé ïåïòèä, â ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì (ÝÐ) äë  ïîñëåäóþùåãî
ïîñòòðàíñë öèîííîãî ïðîöåññèíãà è ðàñïðåäåëåíè .

Òåðìèí "ãåòåðîëîãè÷íûé ñèãíàëüíûé ïåïòèä", èñïîëüçóåìûé çäåñü â ñâ çè ñ α -Gal À,
îçíà÷àåò ñèãíàëüíûé ïåïòèä, êîòîðûé íå  âë åòñ  ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì α -Gal À
÷åëîâåêà, à îáû÷íî ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñèãíàëüíûé ïåïòèä áåëêà íåêîòîðûõ
ìëåêîïèòàþùèõ, íå  âë þùåãîñ  α -Gal À.

Ñïåöèàëèñòàì èçâåñòíî, ÷òî ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (ëèáî êÄÍÊ [SEQ ID NO:5], ëèáî
ãåíîìíà  ÄÍÊ) ÷åëîâå÷åñêîé α -Gal A èëè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòîðûå îòëè÷àþòñ  îò ÄÍÊ

α -Gal À ëèáî çàìåíàìè ìîë÷àùåãî êîäîíà, ëèáî çàìåíàìè êîäîíà, ïðèâîä ùèìè ê
çàìåíàì êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîò, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ãåíåòè÷åñêîé
ìîäèôèêàöèè êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ÷åëîâåêà òàê, ÷òîáû îíè ñâåðõïðîäóöèðîâàëè è
ñåêðåòèðîâàëè óêàçàííûé ôåðìåíò. Íåêîòîðûå ìóòàöèè â ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè α -Gal
A ìîãóò êîäèðîâàòü ïîëèïåïòèäû, êîòîðûå ñîõðàí þò òó æå ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü
èëè îáëàäàþò óëó÷øåííîé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ α -Gal À. Òàê, íàïðèìåð,
îæèäàåòñ , ÷òî çàìåíû êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîò áóäóò èìåòü íåçíà÷èòåëüíîå âëè íèå
èëè âîîáùå íå áóäóò îêàçûâàòü âëè íè  íà áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, à îñîáåííî, åñëè
îíè ïðåäñòàâë þò ìåíåå ÷åì 10% îò îáùåãî ÷èñëà îñòàòêîâ â äàííîì áåëêå.
Êîíñåðâàòèâíûìè çàìåíàìè îáû÷íî  âë þòñ  çàìåíû âíóòðè ñëåäóþùèõ ãðóïï: ãëèöèí,
àëàíèí; âàëèí, èçîëåéöèí, ëåéöèí; àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà, ãëóòàìèíîâà  êèñëîòà;
àñïàðàãèí, ãëóòàìèí; ñåðèí, òðåîíèí; ëèçèí, àðãèíèí; ôåíèëàëàíèí, òèðîçèí. Ñì.,
íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ 5356804, êîòîðûé ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì
ññûëêè.

Áîëåçíü Ôàáðè
Áîëåçíü Ôàáðè ïðåäñòàâë åò ñîáîé íàñëåäñòâåííîå çàáîëåâàíèå, âûçûâàåìîå

äåôèöèòîì àêòèâíîñòè ôåðìåíòà α -Gal À. Òåðìèí "äåôèöèò α -Gal À" îçíà÷àåò ëþáîé
äåôèöèò êîëè÷åñòâà èëè àêòèâíîñòè ýòîãî ôåðìåíòà ó ïàöèåíòà, ïðèâîä ùèé ê àíîìàëüíîé
àêêóìóë öèè íåéòðàëüíûõ ãëèêîëèïèäîâ (íàïðèìåð, ãëîáîòðèàîçèëöåðàìèäà) â ãèñòèîöèòàõ
â ñòåíêàõ êðîâåíîñíûõ ñîñóäîâ ñ îáðàçîâàíèåì àíãèîêåðàòîì â îáëàñòè áåäåð,  ãîäèö è
ãåíèòàëèé, ê ãèïîãèäðîçó, ïàðåñòåçèè â êîíå÷íîñò õ, èçâèòîñòè ðîãîâèöû è ê ñïèöåîáðàçíîé
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çàäíåé ñóáêàïñóë ðíîé êàòàðàêòå. Îòëîæåíèå ýòîãî ìàòåðèàëà ìîæåò ïðèâîäèòü ê áîë ì,
ò æåëîìó ïî÷å÷íîìó è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîìó çàáîëåâàíèþ è ê èíñóëüòó. Àêêóìóë öè 
ãëèêîëèïèäà ìîæåò ïðèâîäèòü ê ò æåëûì ñèìïòîìàì, îáû÷íî íàáëþäàåìûì ó ìóæ÷èí,
ñòðàäàþùèõ áîëåçíüþ Ôàáðè. Àëüòåðíàòèâíî, òàêà  àêêóìóë öè  ìîæåò èíäóöèðîâàòü
îòíîñèòåëüíî óìåðåííûå ñèìïòîìû, êîòîðûå ìîãóò èíîãäà íàáëþäàòüñ  ó æåíùèí -
ãåòåðîçèãîòíûõ íîñèòåëåé äåôåêòíîãî ãåíà. Ñòðàäàþùèå ýòèì çàáîëåâàíèåì èíäèâèäóóìû
èìåþò ïðîãíîçèðóåìóþ êîðîòêóþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè; ñìåðòü îáû÷íî íàñòóïàåò â
ðåçóëüòàòå îñëîæíåíèé íà ïî÷êè, ñåðäöå èëè ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòóþ ñèñòåìó â âîçðàñòå
ïðèáëèçèòåëüíî 40 ëåò. Êàêîãî-ëèáî êîíêðåòíîãî ñïîñîáà ëå÷åíè  ýòîé áîëåçíè íå
ñóùåñòâóåò. Áîëåçíü Ôàáðè êëàññèôèöèðóåòñ  êàê ðàññòðîéñòâî, ñâ çàííîå ñ íàêîïëåíèåì
ëèçîñîì, êîòîðûì ñòðàäàþò áîëåå ÷åì 15000 ÷åëîâåê âî âñåì ìèðå.

Áîëåçíü Ôàáðè, îïèñàííà  âûøå, ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñëîæíûé êëèíè÷åñêèé ñèíäðîì,
õàðàêòåðèçóþùèéñ  âîâëå÷åíèåì â ïàòîëîãè÷åñêèé ïðîöåññ ìíîæåñòâà îðãàíîâ è ñèñòåì.
Ïàöèåíòîâ, ó êîòîðûõ íàáëþäàåòñ  êîìáèíàöè  ïðèçíàêîâ äèñòðîôèè ðîãîâèöû,
ïîðàæåíèé êîæè (àíãèîêåðàòîìû), áîëåçíåííîé íåâðîïàòèè, ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîãî
çàáîëåâàíè , êàðäèîìèîïàòèè è ïî÷å÷íîé äèñôóíêöèè, îòíîñ ò ê êàòåãîðèè,
ðàññìàòðèâàåìîé êàê "êëàññè÷åñêèé" ôåíîòèï. Îäíàêî èìåþòñ  ïàöèåíòû, ó êîòîðûõ
ïðî âë þòñ  íåêîòîðûå, íî íå âñå àñïåêòû óêàçàííîãî êëàññè÷åñêîãî ôåíîòèïà. Ýòè
ïàöèåíòû êëàññèôèöèðóþòñ  êàê ïàöèåíòû ñ "àòèïè÷åñêèìè âàðèàíòàìè áîëåçíè Ôàáðè".
Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ôåíîòèïîâ àòèïè÷åñêîãî âàðèàíòà, àññîöèèðîâàííûõ ñ
äåôèöèòîì α -ãàëàêòîçèäàçû À. Òàê, íàïðèìåð, íåêîòîðûå ïàöèåíòû ñ
äåôèöèòîì α -ãàëàêòîçèäàçû À ñòðàäàþò âàðèàíòîì áîëåçíè Ôàáðè, ñîïðîâîæäàþùèìñ 
ëèøü ïîðàæåíèåì ñåðäöà, íàïðèìåð ãèïåðòðîôèåé ëåâîãî æåëóäî÷êà (ÃËÆ).

Èìååòñ  òàêæå äðóãîé ôåíîòèïè÷åñêèé âàðèàíò, ïðè êîòîðîì ïàöèåíòû ñòðàäàþò ëèøü
ïîðàæåíèåì ïî÷åê. Õîò  îáà ýòèõ ôåíîòèïè÷åñêèõ âàðèàíòà áûëè îïðåäåëåíû â ìóæñêèõ
ãåìèçèãîòàõ, îäíàêî, âàðèàíòíûå ôîðìû áîëåçíè Ôàáðè áûëè òàêæå îïèñàíû â æåíñêèõ
ãåòåðîçèãîòàõ.

Ó ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ àòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì ñ ïîðàæåíèåì ñåðäöà, ñèìïòîìû ýòîé
áîëåçíè ïðî âë þòñ  â áîëåå ïîçäíåì âîçðàñòå. Ñðåäíèé âîçðàñò äèàãíîñòèêè ýòîé
áîëåçíè ó ïàöèåíòîâ ñ ôåíîòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì, ïðî âë þùèìñ  ïîðàæåíèåì ñåðäöà,
ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 52 ãîäà, òîãäà êàê äë  êëàññè÷åñêîãî ôåíîòèïà, ýòîò âîçðàñò
ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 29 ëåò (Desnick et al., In The Metabolic and Molecular Bases of
Inherited Disease, 6th edition (1996), Scriver et al. (eds), McGraw-Hill (New York), pp.
2741-2784; Meikle et al., J.Am.Med. Assoc. 281:249-254 (1999)). Ñðåäè ïàöèåíòîâ ñ ýòèì
ñèíäðîìîì ÷àñòî âñòðå÷àþòñ  ïàöèåíòû ñî ñëàáûìè ñèìïòîìàìè íàðóøåíè  ñåðäå÷íîé
ôóíêöèè, òàêèìè êàê îäûøêà ïðè ôèçè÷åñêîé íàãðóçêå. Îáû÷íî ñòàíäàðòíûé
ýõîêàðäèîãðàôè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî ó ïàöèåíòîâ ñ ñåðäå÷íûì ôåíîòèïè÷åñêèì
âàðèàíòîì íàáëþäàåòñ  ãèïåðòðîôè  ëåâîãî æåëóäî÷êà (ÃËÆ) èëè àñèììåòðè÷åñêà 
ãèïåðòðîôè  ïåðåãîðîäêè. Îäíàêî ìîãóò òàêæå âñòðå÷àòüñ  ïàöèåíòû ñ èíôàðêòîì
ìèîêàðäà èëè êàðäèîìèîïàòèåé (Scheidt et al., New Engl. J.Med. 324:395-399 (1991); Nakao
et al., New Engl. J.Med. 333:288-293 (1995)). Ýòèõ ïàöèåíòîâ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
ïîäâåðãàþò ìèîêàðäèàëüíîé áèîïñèè, êîòîðà  ïîêàçûâàåò, ÷òî ïàòîëîãè  ñ òàêîé
ðàçíîâèäíîñòüþ ñèíäðîìà, â îñíîâíîì, àíàëîãè÷íà êëàññè÷åñêîé áîëåçíè Ôàáðè, ò.å.
ìèîêàðäèàëüíîé èíôèëüòðàöèè â ðåçóëüòàòå îòëîæåíè  ãëèêîëèïèäà. Ôåðìåíòíûå
àíàëèçû α -ãàëàêòîçèäàçû À ó ýòèõ ïàöèåíòîâ âû âèëè íàëè÷èå øèðîêîãî äèàïàçîíà
óðîâíåé ôåðìåíòà. Òàê, íàïðèìåð, ñîîáùàëîñü, ÷òî ïàöèåíòû ñ "ñåðäå÷íûì" âàðèàíòîì
èìåþò ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ñîñòàâë þùóþ äî 30% îò íîðìàëüíûõ óðîâíåé
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà α -ãàëàêòîçèäàçû À, è, òàêèì îáðàçîì, äî íàñòî ùåãî âðåìåíè ýòè
ïàöèåíòû ðàññìàòðèâàëèñü êàê êàíäèäàòû íà çàìåñòèòåëüíóþ òåðàïèþ α -Gal A.

Àâòîðàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áûëî íåîæèäàííî îáíàðóæåíî, ÷òî, õîò  ïàöèåíòû ñ
àòèïè÷åñêèì ñåðäå÷íûì âàðèàíòîì èëè àòèïè÷åñêèì ïî÷å÷íûì âàðèàíòîì ìîãóò èìåòü
óðîâíè àêòèâíîñòè ôåðìåíòà α -ãàëàêòîçèäàçû À, êîòîðûå  âë þòñ  îòíîñèòåëüíî
âûñîêèìè ïî ñðàâíåíèþ ñ óðîâí ìè ó ïàöèåíòîâ ñ êëàññè÷åñêèì ôåíîòèïîì áîëåçíè
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Ôàáðè, îäíàêî, ó ýòèõ ïàöèåíòîâ ìîæåò òàêæå íàáëþäàòüñ  áëàãîïðè òíûé èñõîä â
ðåçóëüòàòå ïðîâåäåíè  òåðàïèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà α -ãàëàêòîçèäàçû À. Òàê,
íàïðèìåð, ïàöèåíòû ìîãóò èìåòü ìóòàöèþ, ïðîäóöèðóþùóþ êèíåòè÷åñêè íåñòàáèëüíûé
ôåðìåíò α -Gal À â êëåòêå, è ó ýòèõ ïàöèåíòîâ óðîâíè ôåðìåíòà α -Gal À ìîãóò áûòü
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷åíû ïóòåì ââåäåíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè .
Êðîìå òîãî, ñîîáùàëîñü, ÷òî ó íåêîòîðûõ ïàöèåíòîâ, ñòðàäàþùèõ àòèïè÷íûì
ôåíîòèïè÷åñêèì ñåðäå÷íûì âàðèàíòîì, èìååòñ  òî÷êîâà  ìóòàöè  â àìèíîêèñëîòå
215 α -ãàëàêòîçèäàçû À. Ýòà àìèíîêèñëîòà â íåìóòèðîâàííîì áåëêå ïðåäñòàâë åò ñîáîé
àñïàðàãèí, êîòîðûé  âë åòñ  ãëèêîçèëèðîâàííûì (Eng et al., Am. J. Hum. Genet.
53:1186-1197 (1993)). Òàêèì îáðàçîì, çàìåñòèòåëüíà  òåðàïè  ôåðìåíòîì α -Gal À ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðåïàðàòîâ íà îñíîâå ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -ãàëàêòîçèäàçû À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò îêàçàòüñ 
ýôôåêòèâíîé äë  ýòèõ ïàöèåíòîâ. Áîëåå òîãî, ñîîáùàëîñü, ÷òî ó ïàöèåíòîâ ñ àòèïè÷åñêèì
ïî÷å÷íûì âàðèàíòîì, ó êîòîðûõ íàáëþäàëîñü ëèøü êëèíè÷åñêîå ïðî âëåíèå áîëåçíè
Ôàáðè, èìååòñ  ñëàáà  ïðîòåèíóðè . Îäíàêî áèîïñè  ïî÷åê âû âèëà òèïè÷íûå äë 
áîëåçíè Ôàáðè ãëèêîëèïèäíûå âêëþ÷åíè , à àíàëèç íà ôåðìåíò α -Gal À âû âèë áîëåå
íèçêèå óðîâíè α -Gal À ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíûìè óðîâí ìè α -Gal À. Îäíàêî, ïîñêîëüêó
îòëîæåíè  öåðàìèäòðèãåêñîçèäà â ïî÷êàõ ìîãóò áûòü îáíàðóæåíû â êëåòêàõ îòâîä ùèõ
ïî÷å÷íûõ êàíàëüöåâ ïðè îñàæäåíèè ìî÷è ó ýòèõ ïàöèåíòîâ, òî ââåäåíèå ïðåïàðàòîâ α -Gal
À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò çíà÷èòåëüíî ñíèæàòü ýòè óðîâíè. Ëèçîñîìíûå ôåðìåíòû,
òàêèå êàê α -Gal À, äîñòàâë þòñ  â ëèçîñîìíûé êîìïàðòìåíò êëåòêè ïîñðåäñòâîì
âçàèìîäåéñòâè  ñ ðåöåïòîðîì ìàííîçî-6-ôîñôàòà (Ì6Ð), êîòîðûé ñâ çûâàåòñ  ñ
îñòàòêàìè Ì6Ð, ïðèñóòñòâóþùèìè â îëèãîñàõàðèäíûõ ãðóïïàõ ôåðìåíòîâ, íàöåëåííûõ íà
ëèçîñîìíûé êîìïàðòìåíò. Kornfeld & Mellman, Ann. Rev. Cell. Biol. 5:483-525 (1989).
Ïåðâè÷íîå âçàèìîäåéñòâèå ïðîèñõîäèò â àïïàðàòå Ãîëüäæè, ãäå ôåðìåíòû, ñâ çàííûå ñ
ðåöåïòîðàìè Ì6Ð Ãîëüäæè, îòäåë þòñ  äë  òðàíñïîðòà â ëèçîñîìû. Î÷åâèäíî, ÷òî âòîðîé
òèï âçàèìîäåéñòâè  ïðîèñõîäèò ìåæäó âíåêëåòî÷íîé α -Gal À è ðåöåïòîðàìè Ì6Ð íà
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè. Ôåðìåíòû, êîòîðûå "óñêîëüçàþò" èç ñèñòåìû îáû÷íîãî "ìàðøðóòà",
ñåêðåòèðóþòñ  êëåòêàìè ïî êîíñòèòóòèâíîìó ñåêðåòîðíîìó ïóòè è ÷àñòî ñíîâà
çàõâàòûâàþòñ  ðåöåïòîðàìè Ì6Ð êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè, êîòîðûå
âîçâðàùàþò α -ãàëàêòîçèäàçó À â ëèçîñîìó ïî ýíäîöèòíîìó ïóòè. Âíåêëåòî÷íûå âåùåñòâà,
èíòåðíàëèçîâàííûå êëåòêàìè, òðàíñïîðòèðóþòñ  ÷åðåç öèòîïëàçìó â ýíäîöèòíûå
âåçèêóëû, êîòîðûå ñëèâàþòñ  ñ ïåðâè÷íûìè ëèçîñîìàìè è ïåðåíîñ ò ñâîå ñîäåðæèìîå â
ëèçîñîìû. Â ýòîì ïðîöåññå ðåöåïòîðû Ì6Ð êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè òàêæå âêëþ÷àþòñ  â
ýíäîöèòíûå âåçèêóëû è òðàíñïîðòèðóþòñ  â ëèçîñîìû. Â ÷àñòíîñòè, ïðåïàðàòû α -Gal À
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , â êîòîðûõ ïðèñóòñòâóþò âûñîêèå óðîâíè ñèàëèëèðîâàíè  è/èëè
ôîñôîðèëèðîâàíè ,  âë þòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûìè äë  ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ ñ àòèïè÷åñêèìè
âàðèàíòàìè áîëåçíè Ôàáðè. Òàêèå ïðåïàðàòû, íàïðèìåð, ìèíèìèçèðóþò ôðàêöèþ
èíúåöèðîâàííîé α -Gal À, êîòîðà  óäàë åòñ  ãåïàòîöèòàìè, è ïîçâîë þò ïîãëîùàòü
âûñîêèå óðîâíè α -Gal À êëåòêàìè, íå  âë þùèìèñ  êëåòêàìè ïå÷åíè, òàêèìè êàê êëåòêè
ïî÷åê, êëåòêè ñîñóäîâ, êëåòêè êàíàëüöåâ, ãëîìåðóë ðíûå êëåòêè, ìèîöèòû ñåðäöà è êëåòêè
ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòîé ñèñòåìû.

Âíåêëåòî÷íà  α -Gal À, íåñóùà  îñòàòêè Ì6Ð, ìîæåò ñâ çûâàòüñ  ñ ðåöåïòîðàìè Ì6Ð
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è òðàíñïîðòèðîâàòüñ  â ëèçîñîìíûé êîìïàðòìåíò. Ïîñëå
òðàíñïîðòèðîâêè â ëèçîñîìíûé êîìïàðòìåíò α -Gal À ìîæåò âûïîëí òü ñîîòâåòñòâóþùóþ
ôóíêöèþ. Ýòî  âë åòñ  òåì àñïåêòîì òðàíñïîðòèðîâêè ëèçîñîìíîãî ôåðìåíòà, êîòîðûé
äåëàåò çàìåñòèòåëüíóþ òåðàïèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôåðìåíòà α -ãàëàêòîçèäàçû À
ïîäõîä ùåé äë  ýôôåêòèâíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî ëå÷åíè  ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè.
Òàêèì îáðàçîì, äàæå åñëè êëåòêà  âë åòñ  ãåíåòè÷åñêè äåôèöèòíîé ïî
ïðîäóöèðîâàíèþ α -Gal À, ýòà êëåòêà ìîæåò ïîãëîùàòü âíåêëåòî÷íóþ α -Gal À, åñëè
óêàçàííà  α -Gal À  âë åòñ  ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì ãëèêîçèëèðîâàííîé, à äåôèöèòíà 
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êëåòêà íåñåò ðåöåïòîðû Ì6Ð. Ó ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè ñîñóäèñòûå ýíäîòåëèàëüíûå
êëåòêè ïî÷åê è ñåðäöà îáíàðóæèâàþò ñåðüåçíûå ãèñòîïàòîëîãè÷åñêèå àíîìàëèè è âíîñ ò
îïðåäåëåííûé âêëàä â êëèíè÷åñêóþ ïàòîëîãèþ äàííîãî çàáîëåâàíè . Òàêèå êëåòêè, êîòîðûå
íåñóò ðåöåïòîðû Ì6Ð,  âë þòñ  êîíêðåòíîé òåðàïåâòè÷åñêîé ìèøåíüþ äë  α -Gal À.
Öåëüþ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå ïðåïàðàòà α -Gal À, â êîòîðîì Ì6Ð
ïðèñóòñòâóåò â N-ñâ çàííûõ îëèãîñàõàðèäàõ.

Ñòåïåíü, ñ êîòîðîé N-ñâ çàííûå îëèãîñàõàðèäû α -Gal À ìîäèôèöèðóþòñ  ïóòåì
ñèàëèëèðîâàíè , îêàçûâàåò çíà÷èòåëüíîå âëè íèå íà ôàðìàêîêèíåòèêó è áèîëîãè÷åñêîå
ðàñïðåäåëåíèå α -Gal À. Â îòñóòñòâèå ñîîòâåòñòâóþùåãî ñèàëèëèðîâàíè  α -Gal À áûñòðî
âûâîäèòñ  èç êðîâîòîêà áëàãîäàð  ñâ çûâàíèþ ïå÷åíî÷íûõ àñèàëîãëèêîïðîòåèíîâûõ
ðåöåïòîðîâ (ðåöåïòîðîâ Ýøâåëëà) ñ ïîñëåäóþùåé èíòåðíàëèçàöèåé è äåãðàäàöèåé
ãåïàòîöèòàìè. Ashwell & Harford, Ann.Rev.Biochem. 51:531-554 (1982). Ýòî ïðèâîäèò ê
ñíèæåíèþ êîëè÷åñòâà α -Gal À, èìåþùåãîñ  â êðîâîòîêå äë  ñâ çûâàíè  ñ ðåöåïòîðàìè
Ì6Ð íà êëåòêàõ, êîòîðûå âíîñ ò ñâîé âêëàä â êëèíè÷åñêóþ ïàòîëîãèþ áîëåçíè Ôàáðè, òàêèõ
êàê ñîñóäèñòûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ïî÷åê è ñåðäöà. α -Gal À, ñåêðåòèðóåìà 
ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà, îáëàäàåò ãëèêîçèëèðóþùèìè
ñâîéñòâàìè, êîòîðûå  âë þòñ  ïîäõîä ùèìè äë  ëå÷åíè  áîëåçíè Ôàáðè, ëèáî ïóòåì
ñòàíäàðòíîãî ôàðìàöåâòè÷åñêîãî ââåäåíè  î÷èùåííîãî ñåêðåòèðîâàííîãî áåëêà, ëèáî
ïîñðåäñòâîì ãåííîé òåðàïèè, è íå òðåáóåò êàêèõ-ëèáî äîïîëíèòåëüíûõ ôåðìåíòíûõ
ìîäèôèêàöèé, êîòîðûå, êàê ñîîáùàëîñü, íåîáõîäèìû äë  ëèçîñîìíîãî ôåðìåíòà,
ãëþêîöåðåáðîçèäàçû, ãäå ïîãëîùåíèå î÷èùåííîãî ãëþêîöåðåáðîçèäàçíîãî ôåðìåíòà
êëèíè÷åñêè ðåëåâàíòíûìè êëåòêàìè òðåáóåò ïðîâåäåíè  ñëîæíûõ ôåðìåíòàòèâíûõ
ìîäèôèêàöèé äàííîãî ôåðìåíòà ïîñëå î÷èñòêè îò ïëàöåíòû ÷åëîâåêà. Beutler, New Engl.
J.Med. 325:1354-1360 (1991).

Êëåòêè, ïîäõîä ùèå äë  ïðîäóöèðîâàíè  α -Gal A
Èíäèâèäóóì ñ ïîäîçðåíèåì íà äåôèöèò α -Gal À, òàêîé êàê áîëåçíü Ôàáðè, ìîæåò áûòü

ïîäâåðãíóò ëå÷åíèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì î÷èùåííîé ÷åëîâå÷åñêîé α -Gal À, ïîëó÷åííîé èç
êóëüòèâèðîâàííûõ, ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê, ïðåäïî÷òèòåëüíî êëåòîê
÷åëîâåêà.

Åñëè äë  ëå÷åíè  áîëåçíè Ôàáðè íåîáõîäèìà ãåíåòè÷åñêà  ìîäèôèêàöè  êëåòîê, òî ýòè
êëåòêè ìîãóò áûòü ìîäèôèöèðîâàíû ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè èëè ïóòåì
àêòèâàöèè ãåíà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ìîëåêóëà ÄÍÊ, ñîäåðæàùà  êÄÍÊ èëè
ãåíîìíóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal À, ìîæåò íàõîäèòüñ  â ýêñïðåññèîííîé
êîíñòðóêöèè è òðàíñôåöèðîâàòüñ  â ïåðâè÷íûå, âòîðè÷íûå èëè èììîðòàëèçîâàííûå êëåòêè
ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè, âêëþ÷à , íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè, òðàíñôåêöèþ,
îïîñðåäîâàííóþ ëèïîñîìàìè, ïîëèáðåíîì èëè DEAE-äåêñòðàíîì, ýëåêòðîïîðàöèþ,
îñàæäåíèå ôîñôàòîì êàëüöè , ìèêðîèíúåêöèþ èëè áîìáàðäèðîâêó ìèêðî÷àñòèöàìè ñ
ðåãóëèðóåìîé ñêîðîñòüþ ("áèîáàëëèñòèêà") (ñì. íàïðèìåð, ñîâìåñòíî ðàññìàòðèâàåìóþ
çà âêó, USSN 08/334797, êîòîðà  ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè).
Àëüòåðíàòèâíî, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ñèñòåìà, êîòîðà  äîñòàâë åò ãåíåòè÷åñêóþ
èíôîðìàöèþ ñ ïîìîùüþ âèðóñíîãî âåêòîðà. Èçâåñòíûìè âèðóñàìè, êîòîðûå ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû äë  ïåðåíîñà ãåíîâ,  âë þòñ  àäåíîâèðóñû, àäåíîàññîöèèðîâàííûé âèðóñ,
âèðóñ ãåðïåñà, âèðóñ ñâèíêè, ïîëèîâèðóñ, ðåòðîâèðóñû, âèðóñ Ñèíäáèñ è âèðóñ êîðîâüåé
îñïû, òàêîé êàê ïîêñâèðóñ êàíàðååê.

Àëüòåðíàòèâíî, óêàçàííûå êëåòêè ìîãóò áûòü ìîäèôèöèðîâàíû ìåòîäîì àêòèâàöèè ãåíà
("GA"), òàêèì êàê ìåòîä, îïèñàííûé â ïàòåíòàõ Ñîåäèíåííûõ Øòàòîâ ¹5733761 è 5750376,
êàæäûé èç êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. α -Gal À,
ïîëó÷åííûé ïóòåì àêòèâàöèè ãåíà, îáîçíà÷åí â íàñòî ùåì îïèñàíèè GA-GAL.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì òåðìèí "ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé", èñïîëüçóåìûé â
äàííîì îïèñàíèè ïðèìåíèòåëüíî ê êëåòêàì, îòíîñèòñ  ê êëåòêàì, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò
êîíêðåòíûé ãåííûé ïðîäóêò ïîñëå ââåäåíè  ÄÍÊ-ìîëåêóë, êîäèðóþùèõ ýòîò ãåííûé ïðîäóêò
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è/èëè ðåãóë òîðíûå ýëåìåíòû, êîíòðîëèðóþùèå ýêñïðåññèþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé äàííûé ãåííûé ïðîäóêò. Óêàçàííà  ÄÍÊ-ìîëåêóëà ìîæåò áûòü ââåäåíà
ïîñðåäñòâîì äîñòàâêè ãåíà èëè ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, ò.å. ââåäåíè 
ýòîé ÄÍÊ-ìîëåêóëû â êîíêðåòíûé ãåíîìíûé ñàéò. Ãîìîëîãè÷íà  ðåêîìáèíàöè  ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà äë  çàìåíû ñàìîãî äåôåêòíîãî ãåíà (äåôåêòíûé ãåí α -Gal À èëè åãî ÷àñòü
ìîãóò áûòü çàìåíåíû â êëåòêàõ ïàöèåíòà ñ áîëåçíüþ Ôàáðè íà öåëûé ãåí èëè åãî ÷àñòü).

Èñïîëüçóåìûé çäåñü òåðìèí "ïåðâè÷íà  êëåòêà" îçíà÷àåò êëåòêó, ïðèñóòñòâóþùóþ â
ñóñïåíçèè êëåòîê, âûäåëåííûõ èç òêàíåâîãî èñòî÷íèêà ïîçâîíî÷íûõ (ïåðåä èõ âûñåâàíèåì,
ò.å. ïðèêðåïëåíèåì ê ñóáñòðàòó òêàíåâîé êóëüòóðû, òàêîìó êàê ÷àøêà èëè êîëáà); êëåòêó,
ïðèñóòñòâóþùóþ â ýêñïëàíòàòå, ïðîèñõîä ùåì îò òêàíè; êëåòêè îáîèõ âûøåóïîì íóòûõ
òèïîâ, âûñåâàåìûå â ïåðâûé ðàç, è êëåòî÷íûå ñóñïåíçèè, ïîëó÷åííûå îò óêàçàííûõ
çàñå ííûõ êëåòîê.

Òåðìèí "âòîðè÷íûå êëåòêè" îçíà÷àåò êëåòêè âî âñåõ ïîñëåäóþùèõ ñòàäè õ
êóëüòèâèðîâàíè . Òî åñòü â ïåðâûé ðàç çàñå ííà  ïåðâè÷íà  êëåòêà, óäàë åìà  èç
ñóáñòðàòà â êóëüòóðå è çàñåèâàåìà  ñíîâà (ïàññèðîâàííà ), íàçûâàåòñ  âòîðè÷íîé êëåòêîé,
êàê è âñå êëåòêè â ïîñëåäóþùèõ ïàññàæàõ.

"Êëåòî÷íûé øòàìì" ñîñòîèò èç âòîðè÷íûõ êëåòîê, êîòîðûå áûëè ïàññèðîâàíû îäèí èëè
íåñêîëüêî ðàç; èìåþò îïðåäåëåííîå ÷èñëî óäâîåíè  ñðåäíåé ïîïóë öèè â êóëüòóðå;
îáëàäàþò ñïîñîáíîñòüþ ê êîíòàêòíî èíãèáèðóåìîìó ðîñòó íà " êîðíîé" ïîäëîæêå (çà
èñêëþ÷åíèåì êëåòîê, ðàçìíîæåííûõ â ñóñïåíçèîííîé êóëüòóðå) è íå  âë þòñ 
èììîðòàëèçîâàííûìè.

Òåðìèí "èììîðòàëèçîâàííà  êëåòêà" îçíà÷àåò êëåòêó, ïðîèñõîä ùóþ îò ñòàáèëüíîé
êëåòî÷íîé ëèíèè, êîòîðà  îáëàäàåò î÷åâèäíîé íåîãðàíè÷åííîé ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ æèçíè
â êóëüòóðå.

Ïðèìåðàìè ïåðâè÷íûõ èëè âòîðè÷íûõ êëåòîê  âë þòñ  ôèáðîáëàñòû, ýïèòåëèàëüíûå
êëåòêè, âêëþ÷à  êëåòêè ìëåêîïèòàþùèõ è ýïèòåëèàëüíûå êèøå÷íûå êëåòêè,
ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè, ôîðìåííûå ýëåìåíòû êðîâè, âêëþ÷à  ëèìôîöèòû è êëåòêè
êîñòíîãî ìîçãà, ãëèàëüíûå êëåòêè, ãåïàòîöèòû, êåðàòèíîöèòû, ìûøå÷íûå êëåòêè, íåðâíûå
êëåòêè èëè ïðåäøåñòâåííèêè êëåòîê ýòîãî òèïà. Ïðèìåðàìè èììîðòàëèçîâàííûõ êëåòî÷íûõ
ëèíèé ÷åëîâåêà, êîòîðûå ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â ñïîñîáàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè ,
 âë þòñ , íî íå îãðàíè÷èâàþòñ  èìè, êëåòêè ìåëàíîìû Áîóýñà (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CRL
9607), êëåòêè Äàóäè (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 213), êëåòêè HeLa è ïðîèçâîäíûå êëåòîê
HeLa (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 2, CCL 2.1 è CCL 2.2), êëåòêè HL-60 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ
CCL 240), êëåòêè ÍÒ-1080 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 121), êëåòêè Jurkat (íîìåð äîñòóïà
ÀÒÑÑ TIB 152), êëåòêè êàðöèíîìû KB (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 17), êëåòêè ëåéêîçà Ê-562
(íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 243), êëåòêè ðàêà ìîëî÷íîé æåëåçû MCF-7 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ
ÂÒÍ 22), êëåòêè MOLT-4 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ 1582), êëåòêè Íàìàëüâû (íîìåð äîñòóïà
ÀÒÑÑ CRL 1432), Raji-êëåòêè (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 86), êëåòêè RPMI 8226 (íîìåð
äîñòóïà ÀÒÑÑ CCL 155), êëåòêè U-937 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CRL 1593), êëåòêè 2R4
ñóáëèíèè WI-38VA13 (íîìåð äîñòóïà ÀÒÑÑ CLL 75,1), êëåòêè CCRF-CEM (íîìåð äîñòóïà
ÀÒÑÑ CCL 119) è êëåòêè êàðöèíîìû  è÷íèêà 2780AD (Van der Blick et al., Cancer Res.
48:5927-5932, 1988), à òàêæå êëåòêè ãåòåðîãèáðèäîìû, ïðîäóöèðóåìûå ïóòåì ñëè íè 
êëåòîê ÷åëîâåêà è êëåòîê äðóãîãî âèäà.

Ïîñëå ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè êëåòîê ÷åëîâåêà äë  ïðîäóöèðîâàíè  êëåòêè,
ñåêðåòèðóþùåé α -Gal À, ìîæåò áûòü ãåíåðèðîâàí êëîíàëüíûé êëåòî÷íûé øòàìì,
ñîñòî ùèé, â îñíîâíîì, èç ìíîæåñòâà ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ êóëüòèâèðîâàííûõ
ïåðâè÷íûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, ëèáî, åñëè ýòè êëåòêè  âë þòñ  èììîðòàëèçîâàííûìè, òî
ìîæåò áûòü ãåíåðèðîâàíà êëîíàëüíà  êëåòî÷íà  ëèíè , ñîñòî ùà , â îñíîâíîì, èç
ìíîæåñòâà ãåíåòè÷åñêè èäåíòè÷íûõ èììîðòàëèçîâàííûõ ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòîê. Â îäíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  êëåòêàìè êëîíàëüíîãî êëåòî÷íîãî
øòàììà èëè êëîíàëüíîé êëåòî÷íîé ëèíèè  âë þòñ  ôèáðîáëàñòû. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  òàêèìè êëåòêàìè  âë þòñ  âòîðè÷íûå ôèáðîáëàñòû
÷åëîâåêà, íàïðèìåð êëåòêè BRS-11.

Ñòðàíèöà: 14

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 248 213 C2

Ïîñëå ãåíåòè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè óêàçàííûå êëåòêè êóëüòèâèðóþò â óñëîâè õ,
ñïîñîáñòâóþùèõ ñåêðåöèè α -Gal À. Äàííûé áåëîê âûäåë þò èç êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê
ïóòåì ñáîðà ñðåäû, â êîòîðîé áûëè âûðàùåíû óêàçàííûå êëåòêè, è/èëè ïóòåì ëèçèñà
êëåòîê ñ âûñâîáîæäåíèåì èõ ñîäåðæèìîãî, ñ ïîñëåäóþùåé èõ îáðàáîòêîé ìåòîäàìè
î÷èñòêè áåëêîâ.

Î÷èñòêà α -Gal À èç êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûõ êëåòîê
Â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áåëîê α -Gal À âûäåë þò èç

êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòîê ("êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ α -Gal À") ïóòåì ñáîðà ñðåäû, â êîòîðîé
áûëè âûðàùåíû ýòè êëåòêè, èëè ëèçèñà êëåòîê ñ âûñâîáîæäåíèåì èõ ñîäåðæèìîãî, à çàòåì
áåëêè î÷èùàþò ìåòîäàìè î÷èñòêè áåëêîâ áåç èñïîëüçîâàíè  àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà
ëåêòèíå. Ïðåäïî÷òèòåëüíûé ñïîñîá î÷èñòêè îïèñàí íèæå â ïðèìåðå 2.

Äë  î÷èñòêè α -Gal À ìîãóò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíû àëüòåðíàòèâíûå ñìîëû
ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè , òàêèå êàê Source Iso (Pharmacia), ìåòèëîâà  ïîäëîæêà
Macro-Prep® Methyl Support (Bio-Rad), TSK-áóòèë (Tosohaas) èëè ôåíèëñåôàðîçà®
(Pharmacia). Êîëîíêà ìîæåò áûòü óðàâíîâåøåíà â îòíîñèòåëüíî âûñîêîé êîíöåíòðàöèè
ñîëè, íàïðèìåð â 1 Ì ñóëüôàòå àììîíè  èëè 2 Ì õëîðèäå íàòðè , â áóôåðå ïðè ðÍ 5,6.
Î÷èùàåìûé îáðàçåö ïîëó÷àþò ïóòåì äîâåäåíè  ðÍ è êîíöåíòðàöèè ñîëè äî ðÍ è
êîíöåíòðàöèè óðàâíîâåøèâàþùåãî áóôåðà. Îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó è ýòó êîëîíêó
ïðîìûâàþò óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðîì äë  óäàëåíè  íåñâ çàííîãî ìàòåðèàëà. α -Gal À
ýëþèðóþò èç êîëîíêè áóôåðîì ñ áîëåå íèçêîé èîííîé ñèëîé, âîäîé èëè îðãàíè÷åñêèì
ðàñòâîðèòåëåì â âîäå, íàïðèìåð 20% ýòàíîëîì èëè 50% ïðîïèëåíãëèêîëåì.
Àëüòåðíàòèâíî, α -Gal À ìîæíî çàñòàâèòü ïðîõîäèòü ÷åðåç êîëîíêó ñ èñïîëüçîâàíèåì
áîëåå íèçêîé êîíöåíòðàöèè ñîëè â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå è â ïðîáå èëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì äðóãîãî ðÍ. Äðóãèå áåëêè ìîãóò áûòü ñâ çàíû ñ êîëîíêîé, ÷òî ïðèâîäèò ê
î÷èñòêå α -Gal À-ñîäåðæàùåãî îáðàçöà, êîòîðûé íå áûë ñâ çàí ñ êîëîíêîé. Ïåðâà  ñòàäè 
î÷èñòêè, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïðåäóñìàòðèâàåò èñïîëüçîâàíèå êîëîíêè ñ ãèäðîêñèàïàòèòîì.

Â àëüòåðíàòèâíîé ñòàäèè î÷èñòêè α -Gal À ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû êàòèîíîîáìåííûå
ñìîëû, íàïðèìåð ñåôàðîçû: SP Sepharose® 6 Fast Flow (Pharmacia), Source 30S
(Pharmacia), CM Sepharose® Fast Flow (Pharmacia), Macro-Prep® Methyl Support (Bio-Rad)
èëè Macro-Prep® High S Support (Bio-Rad). Òåðìèí "ïåðâà  ñòàäè  õðîìàòîãðàôèè"
îçíà÷àåò ïåðâîå íàíåñåíèå îáðàçöà íà õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ êîëîíêó (âñå ñòàäèè,
ñâ çàííûå ñ ïîëó÷åíèåì îáðàçöà èñêëþ÷àþòñ ). α -Gal À ìîæåò áûòü ñâ çàíà ñ êîëîíêîé
ïðè ðÍ 4,4. Äë  óðàâíîâåøèâàíè  êîëîíêè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí áóôåð, òàêîé êàê 10 ìÌ
àöåòàò íàòðè , ðÍ 4,4, 10 ìÌ öèòðàò íàòðè , ðÍ 4,4, èëè äðóãîé áóôåð ñ àíàëîãè÷íîé
çàáóôåðèâàþùåé ñïîñîáíîñòüþ, ïðèáëèçèòåëüíî ïðè ðÍ 4,4. Îáðàçåö, ïðåäíàçíà÷åííûé
äë  î÷èñòêè äîâîä ò äî ðÍ è èîííîé ñèëû óðàâíîâåøèâàþùåãî áóôåðà. Ýòîò îáðàçåö
íàíîñ ò íà êîëîíêó è ïîñëå çàãðóçêè ýòó êîëîíêó ïðîìûâàþò äë  óäàëåíè  íåñâ çàííîãî
ìàòåðèàëà. Äë  ýëþèðîâàíè  α -Gal À ñ êîëîíêè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ñîëü, òàêà  êàê
õëîðèä íàòðè  èëè õëîðèä êàëè . Àëüòåðíàòèâíî, α -Gal À ìîæåò áûòü ïðîýëþèðîâàí ñ
êîëîíêè áóôåðîì ñ áîëåå âûñîêèì ðÍ èëè ñ áóôåðîì ñ áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèåé ñîëè
è ñ áîëåå âûñîêèì ðÍ. α -Gal À ìîæíî òàêæå çàñòàâèòü ïðîõîäèòü ÷åðåç êîëîíêó âî âðåì 
çàãðóçêè ïóòåì óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå è â çàãðóçêå
ïðîáû ïðè ïðîâåäåíèè õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ïðè áîëåå âûñîêîì ðÍ èëè ïóòåì
êîìáèíàöèè ïîâûøåíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè è óâåëè÷åíè  ðÍ.

Â äðóãîé ñòàäèè î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà ñåôàðîçà® Q (Q Sepharose®
6 Fast Flow). Óêàçàííà  Ñåôàðîçà® Q  âë åòñ  îòíîñèòåëüíî ñèëüíîé àíèîíîîáìåííîé
ñìîëîé. Äë  î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà è áîëåå ñëàáà  àíèîíîîáìåííà 
ñìîëà, òàêà  êàê DEAE-ñåôàðîçà® (DEAE Sepharose® 6 Fast Flow; Pharmacia) èëè
Macro-Prep® DEAB (Bio-Rad). Êîëîíêó óðàâíîâåøèâàþò â áóôåðå, íàïðèìåð â 10 ìÌ
ôîñôàòå íàòðè , ðÍ 6. ðÍ îáðàçöà äîâîä ò äî ðÍ 6, à íèçêà  èîííà  ñèëà äîñòèãàåòñ 
ðàçâåäåíèåì èëè äèàôèëüòðàöèåé îáðàçöà. Ýòîò îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó â óñëîâè õ,
áëàãîïðè òñòâóþùèõ ñâ çûâàíèþ α -Gal À. Êîëîíêó ïðîìûâàþò óðàâíîâåøèâàþùèì
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áóôåðîì äë  óäàëåíè  íåñâ çàííîãî ìàòåðèàëà. α -Gal À ýëþèðóþò ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñîëè, íàïðèìåð õëîðèäà íàòðè  èëè õëîðèäà êàëè , èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì áóôåðà ñ áîëåå
íèçêèì ðÍ, èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèè áîëåå âûñîêîé êîíöåíòðàöèè ñîëè è áîëåå
íèçêèì ðÍ. α -Gal À ìîæíî òàêæå çàñòàâèòü ïðîõîäèòü ÷åðåç êîëîíêó âî âðåì  çàãðóçêè
ïóòåì óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå è â çàãðóçêå ïðîáû ïðè
ïðîâåäåíèè õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ïðè áîëåå âûñîêîì ðÍ èëè ïóòåì êîìáèíàöèè
ïîâûøåíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè è óâåëè÷åíè  ðÍ.

Â äðóãîé ñòàäèè î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà âûòåñíèòåëüíà 
õðîìàòîãðàôè  íà ñóïåðäåêñå® (Superdex® 200; Pharmacia). Äë  î÷èñòêè α -Gal À ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû è äðóãèå ñìîëû äë  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè, òàêèå êàê
ñåôàêðèë® (Sephacryl® S-200 HR) èëè Bio-Gel® À-1,5 ì. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì áóôåðîì äë 
âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè  âë åòñ  25 ìÌ ôîñôàò íàòðè , ðÍ 6,0, ñîäåðæàùèé 0,15
Ì õëîðèäà íàòðè . Ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû è äðóãèå, ñîâìåñòèìûå ñ äàííîé êîìïîçèöèåé
áóôåðû, íàïðèìåð 10 ìÌ öèòðàò íàòðè  èëè êàëè . Äàííûé áóôåð ìîæåò èìåòü ðÍ îò 5 äî
7 è äîëæåí ñîäåðæàòü ñîëü, íàïðèìåð õëîðèä íàòðè  èëè ñìåñü õëîðèäà íàòðè  è õëîðèäà
êàëè .

Â äðóãîé ñòàäèè äë  î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà õðîìàòîôîêóñèðóþùà 
ñìîëà, òàêà  êàê Polybuffer Exchanger ÐÂÅ 94 (Pharmacia). Êîëîíêó óðàâíîâåøèâàþò ïðè
îòíîñèòåëüíî âûñîêèõ ðÍ (íàïðèìåð, ðÍ 7 èëè âûøå), ðÍ îáðàçöà, ïîäâåðãàåìîãî î÷èñòêå,
äîâîä ò äî òîãî æå ñàìîãî ðÍ è äàííûé îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó. Áåëêè ýëþèðóþò ñ
óìåíüøàþùèìñ  ãðàäèåíòîì ðÍ äî, íàïðèìåð, ðÍ 4 ñ èñïîëüçîâàíèåì áóôåðíîé ñèñòåìû,
íàïðèìåð Polybuffer 74 (Pharmacia), êîòîðà  áûëà äîâåäåíà äî ðÍ 4.

Àëüòåðíàòèâíî, äë  î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà èììóíîàôôèííà 
õðîìàòîãðàôè . Ñîîòâåòñòâóþùåå ïîëèêëîíàëüíîå èëè ìîíîêëîíàëüíîå àíòèòåëî
ïðîòèâ α -Gal À (ãåíåðèðîâàííîå ïóòåì èììóíèçàöèè α -Gal À èëè ïåïòèäîì, ïîëó÷åííûì
èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè α -Gal À ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè) ìîæåò áûòü èììîáèëèçîâàíî íà
àêòèâèðîâàííîé ñâ çûâàþùåé ñìîëå, íàïðèìåð NHS-àêòèâèðîâàííîé ñåôàðîçå®
(Sepharose® 4 Fast Flow, Pharmacia) èëè íà CNBr-àêòèâèðîâàííîé ñåôàðîçå® (Sepharose®
4 Fast Flow; Pharmacia). Ïðåäíàçíà÷åííûé äë  î÷èñòêè îáðàçåö ìîæåò áûòü íàíåñåí íà
êîëîíêó ñ èììîáèëèçîâàííûì àíòèòåëîì ïðèìåðíî ïðè ðÍ 6 èëè ðÍ 7. Ýòó êîëîíêó
ïðîìûâàþò äë  óäàëåíè  íåñâ çàííîãî ìàòåðèàëà. α -Gal À ýëþèðóþò ñ êîëîíêè
òèïè÷íûìè ðåàãåíòàìè, èñïîëüçóåìûìè äë  ýëþèðîâàíè  íà àôôèííîé êîëîíêå, òàêèìè
êàê äåíàòóðèðóþùèé àãåíò ñ íèçêèì ðÍ, íàïðèìåð ðÍ 3, íàïðèìåð ãóàíèäèí-ÍÑl èëè
òèîöèàíàò, ëèáî îðãàíè÷åñêèé ðàñòâîðèòåëü, íàïðèìåð 50% ïðîïèëåíãëèêîëü â áóôåðå ñ
ðÍ 6. Â ïðîöåäóðå î÷èñòêè α -Gal À ìîæåò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíà àôôèííà  ñìîëà,
îáðàçóþùà  õåëàòíûé êîìïëåêñ ñ ìåòàëëîì, íàïðèìåð õåëàòîîáðàçóþùà  ñåôàðîçà
(Sepharose® Fast Flow; Pharmacia). Êîëîíêó ïðåäâàðèòåëüíî çàãðóæàþò èîíàìè ìåòàëëà,

íàïðèìåð Ñu2+, Zn2+, Ñà2+, Ìg2+ èëè Ñd2+. Î÷èùàåìûé îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó ïðè
ñîîòâåòñòâóþùåì ðÍ, íàïðèìåð ðÍ 6-7,5, è ýòó êîëîíêó ïðîìûâàþò äë  óäàëåíè 
íåñâ çàííûõ áåëêîâ. Ñâ çàííûå áåëêè ýëþèðóþò ïóòåì êîíêóðåíòíîãî ýëþèðîâàíè 
èìèäàçîëîì èëè ãèñòèäèíîì, ëèáî ïóòåì ñíèæåíè  ðÍ ñ èñïîëüçîâàíèåì öèòðàòà íàòðè 
èëè àöåòàòà íàòðè  äî ðÍ ìåíåå 6, ëèáî ïóòåì ââåäåíè  õåëàòîîáðàçóþùèõ àãåíòîâ, òàêèõ
êàê EDTA èëè EGTA.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ âûøåóêàçàííûìè ïðîòîêîëàìè íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê
ïðåïàðàòàì ñ áîëåå âûñîêîé ÷èñòîòîé, ÷åì ïîëó÷åííûå ðàíåå ïðåïàðàòû α -Gal À, òî åñòü
ê ïðåïàðàòàì, î÷èùåííûì, ïî êðàéíåé ìåðå, äî 98%-íîé ãîìîãåííîñòè, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, äî 99%-íîé ãîìîãåííîñòè, à íàèáîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, äî 99,5%-íîé ãîìîãåííîñòè, èçìåðåííîé ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ èëè îáðàùåííî-ôàçîâîé ÂÝÆÕ. Ïðåïàðàòû α -Gal À
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò ñîäåðæàòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî ãëèêîôîðì α -Gal À. Â
ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì òåðìèí "ãîìîãåííîñòü", èñïîëüçóåìûé çäåñü ïî îòíîøåíèþ ê
ïðåïàðàòàì α -Gal À, îòíîñèòñ  ê ïðåïàðàòàì, êîòîðûå, â îñíîâíîì, íå ñîäåðæàò áåëêîâ
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( <2% îò îáùåãî ÷èñëà áåëêîâ), íå  âë þùèõñ  α -Gal À. Ïðèìåðàìè òàêèõ íå-α -Gal À
áåëêîâ  âë þòñ  àëüáóìèí, áåëêè, íå îòíîñ ùèåñ  ê α -Gal À, ïðîäóöèðóåìûå
êëåòêîé-õîç èíîì, è áåëêè, íå îòíîñ ùèåñ  ê α -Gal À, âûäåëåííûå èç òêàíè èëè
ôèçèîëîãè÷åñêîé æèäêîñòè æèâîòíîãî. Óäåëüíà  àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ α -Gal À

íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîñòàâë åò, ïî êðàéíåé ìåðå, 2,0× 106 åäèíèö/ìã

áåëêà, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 3,0× 106 åäèíèö/ìã áåëêà, à íàèáîëåå

ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 3,5× 106 åäèíèö/ìã áåëêà.
Óâåëè÷åíèå âðåìåíè ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå ïðåïàðàòîâ α -Gal A ïóòåì ãëèêàíîâîãî

ðåìîäåëèðîâàíè  â öåë õ óâåëè÷åíè  çàð äà îëèãîñàõàðèäîâ
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðîãðàììå ìîäèôèêàöèè ãëèêîïðîòåèíà äë 

óñèëåíè  ïîãëîùåíè  òåðàïåâòè÷åñêîãî ôåðìåíòà êîíêðåòíûìè òêàí ìè, íå îòíîñ ùèìèñ 
ê ïå÷åíè, è ìàêðîôàãàìè. Ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîäîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  áûëè
ïîëó÷åíû ïðåïàðàòû ãëèêîçèëèðîâàííîé ÷åëîâå÷åñêîé α -Gal À, ãäå îò 35 äî 85%
îëèãîñàõàðèäîâ, à ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 50% îëèãîñàõàðèäîâ,  âë þòñ 
çàð æåííûìè.

N-Ãëèêîçèëèðîâàíèå áåëêà îñóùåñòâë þò ïóòåì ìîäèôèêàöèè ñîîòâåòñòâóþùèõ
àñïðàãèíîâûõ îñòàòêîâ áåëêîâ îëèãîñàõàðèäíûìè ñòðóêòóðàìè, ÷òî âëè åò íà èõ ñâîéñòâà è
áèîàêòèâíîñòü. Kukuruzinska & Lennon, Crit.Rev.Oral.Biol.Med. 9: 415-48 (1998). Íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê âûäåëåííîìó ïðåïàðàòó α -Gal À, â êîòîðîì âûñîêèé ïðîöåíò
îëèãîñàõàðèäîâ  âë åòñ  îòðèöàòåëüíî çàð æåííûì, ãëàâíûì îáðàçîì, ïóòåì
ïðèñîåäèíåíè  îò îäíîãî äî ÷åòûðåõ îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû ê ñëîæíûì ãëèêàíàì, ëèáî
îäíîé èëè äâóõ ôîñôàòíûõ ãðóïï ê ãëèêàíàì ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû, ëèáî îäíîãî
ôîñôàòà è îäíîé ñèàëîâîé êèñëîòû ê ãèáðèäíûì ãëèêàíàì. Ìîãóò òàêæå ïðèñóòñòâîâàòü
ñóëüôàòèðîâàííûå ñëîæíûå ãëèêàíû â ìåíüøèõ êîëè÷åñòâàõ. Âûñîêîå ñîäåðæàíèå
çàð æåííûõ ñòðóêòóð èìååò äâå îñíîâíûå ôóíêöèè. Âî-ïåðâûõ, êýïèðîâàíèå
ïðåäïîñëåäíèõ ãàëàêòîçíûõ îñòàòêîâ 2,3- èëè 2,6-ñâ çàííîé ñèàëîâîé êèñëîòîé
ïðåäóïðåæäàåò èõ ïðåæäåâðåìåííîå óäàëåíèå èç êðîâîòîêà ïîä äåéñòâèåì
àñèàëîãëèêîïðîòåèíîâîãî ðåöåïòîðà, ïðèñóòñòâóþùåãî íà ãåïàòîöèòàõ. Ýòîò ðåöåïòîð
óçíàåò ãëèêîïðîòåèíû ñ êîíöåâûìè ãàëàêòîçíûìè îñòàòêàìè. Óâåëè÷åíèå âðåìåíè
ïîëóæèçíè α -Gal À â êðîâîòîêå äàåò âîçìîæíîñòü òàêèì âàæíûì îðãàíàì-ìèøåí ì, êàê
ñåðäöå è ïî÷êè, îñóùåñòâë òü ýíäîöèòîç áîëüøèõ êîëè÷åñòâ ôåðìåíòà èç ïëàçìû ïîñëå
èíôóçèè ôåðìåíòà. Âî-âòîðûõ, ïðèñóòñòâèå ìàí-6-ôîñôàòà íà ãëèêàíàõ ñ âûñîêèì
ñîäåðæàíèåì ìàííîçû èëè íà ãèáðèäíûõ ãëèêàíàõ ïîçâîë åò îñóùåñòâë òü
îïîñðåäîâàííîå ðåöåïòîðîì ïîãëîùåíèå ñ ïîìîùüþ êàòèîíîíåçàâèñèìîãî
ìàí-6-ôîñôàòíîãî ðåöåïòîðà (CI-MPR). Ýòî îïîñðåäîâàííîå ðåöåïòîðîì ïîãëîùåíèå
ïðîèñõîäèò íà ïîâåðõíîñòè ìíîãèõ êëåòîê, âêëþ÷à  ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè ñîñóäîâ,
êîòîðûå  âë þòñ  ãëàâíûì ìåñòîì íàêîïëåíè  ÑÒÍ ó ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè.
Ìîëåêóëû ôåðìåíòà ñ äâóì  ìàí-6-ôîñôàòíûìè îñòàòêàìè îáëàäàþò ãîðàçäî áîëüøåé
àôôèííîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê CI-MPR, ÷åì ôåðìåíòû ñ îäíèì ìàí-6-ôîñôàòîì.
Õàðàêòåðíûå ãëèêàíîâûå ñòðóêòóðû ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 1.
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Â áèîñèíòåçå N-ãëèêîïðîòåèíà ó÷àñòâóåò ìíîæåñòâî ôåðìåíòîâ, ãëèêîçèëòðàíñôåðàç è
ãëèêîçèäàç. Áîëüøèíñòâî èç ýòèõ ôåðìåíòîâ ôóíêöèîíèðóåò â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì
ðåòèêóëóìå (ÝÐ) è àïïàðàòå Ãîëüäæè óïîð äî÷åííûì è õîðîøî îðãàíèçîâàííûì îáðàçîì.
Ñëîæíîñòü N-ãëèêîçèëèðîâàíè  âîçðàñòàåò âñëåäñòâèå òîãî ôàêòà, ÷òî äðóãèå
àñïàðàãèíîâûå îñòàòêè â òåõ æå ñàìûõ ïîëèïåïòèäàõ ìîãóò áûòü ìîäèôèöèðîâàíû äðóãèìè
îëèãîñàõàðèäíûìè ñòðóêòóðàìè, è ðàçëè÷íûå áåëêè îòëè÷àþòñ  äðóã îò äðóãà ñâîèìè
óãëåâîäíûìè ãðóïïàìè. Ïðîãðåññ, äîñòèãíóòûé çà ïîñëåäíåå âðåì  â ìîëåêóë ðíîé
ãåíåòèêå, óñêîðèë èäåíòèôèêàöèþ, âûäåëåíèå è õàðàêòåðèçàöèþ ãåíîâ
N-ãëèêîçèëèðîâàíè . Â ðåçóëüòàòå ýòîãî áûëà ïîëó÷åíà èíôîðìàöè  îòíîñèòåëüíî
âçàèìîñâ çè ìåæäó ãëèêîçèëèðîâàíèåì è äðóãèìè êëåòî÷íûìè ôóíêöè ìè.

Ïðîöåññèíã N-ñâ çàííîãî ãëèêîïðîòåèíà â êëåòêå íà÷èíàåòñ  â òîì ñëó÷àå, êîãäà
îëèãîñàõàðèäíà  öåïü ñ Glc 3Man9GlcNAc2 ïðèñîåäèí åòñ  ê àêöåïòîðó àñïàðàãèíà íà
ðàñòóùåé ïåïòèäíîé öåïè â ïðîñâåòå ÝÐ â âèäå îäíîãî çâåíà. Îëèãîñàõàðèäíóþ öåïü èç
÷åòûðíàäöàòè ñàõàðîâ, ñîñòî ùóþ èç Glc 3Man9GlcNAc2, ñòðî ò íà äîëèõîëå,
àëèôàòè÷åñêîì ñïèðòå ñ î÷åíü äëèííîé öåïüþ:
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Ýòîò îëèãîñàõàðèä ïåðåíîñ ò â âèäå îäíîãî çâåíà ê îñòàòêó àñïàðàãèíà-àêöåïòîðà íà
ðàñòóùåé ïåïòèäíîé öåïè â ïðîñâåòå ÝÐ. Ãëèêàí, èìåþùèé áîëüøîé ðàçìåð ïî îòíîøåíèþ
ê ïåïòèäó, ìîæåò óïðàâë òü óêëàäêîé áåëêà. Ýòè òðè ãëþêîçíûõ îñòàòêà ñëóæàò â êà÷åñòâå
ñèãíàëà, çàâåðøàþùåãî îëèãîñàõàðèä, â ðåçóëüòàòå ÷åãî äàííûé îëèãîñàõàðèä ñòàíîâèòñ 
ãîòîâûì äë  ïåðåíîñà îëèãîñàõàðèëòðàíñôåðàçîé. Ýòîò ôåðìåíò áóäåò òàêæå ïåðåíîñèòü
íåãëþêîçèëèðîâàííûå îëèãîñàõàðèäû, íî òîëüêî ôðàêöèþ ñ ðàçìåðîì, ðàâíûì
çàâåðøåííîé öåïè, ïîñêîëüêó îíè  âë þòñ  ñóáîïòèìàëüíûìè ñóáñòðàòàìè. Áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî îäíà èç ôîðì ñèíäðîìà óãëåâîäíîãî äåôèöèòà ãëèêîïðîòåèíà ó ÷åëîâåêà
îáóñëîâëåíà äåôèöèòîì äîëèõîë-P-Glc:Man9GlcNÀñ2-ÐÐ-äîëèõîë-ãëèêîçèëòðàíñôåðàçû,
ïåðâîãî ôåðìåíòà â ïóòè ïðèñîåäèíåíè  ãëþêîçû, ÷òî ïðèâîäèò ê ãèïîãëèêîçèëèðîâàíèþ
áåëêîâ ñûâîðîòêè. Korner et al., Proc.Natl. Acad. Sci., USA, 95:13200-13205 (1998). Ïîñëå
óäàëåíè  òðåõ ãëþêîçíûõ îñòàòêîâ è äîñòèæåíè  ïðàâèëüíîé êîíôîðìàöèè âíîâü
ñèíòåçèðîâàííûé ãëèêîïðîòåèí  ýêñïîðòèðóåòñ  â  àïïàðàò Ãîëüäæè. Â çàâèñèìîñòè îò
äîñòóïíîñòè ãëèêàíà ìàííîçèäàçàì àïïàðàòà Ãîëüäæè ïîñëå óêëàäêè áåëêà ãëèêàíîâà 
öåïü ìîæåò îñòàâàòüñ  â âèäå öåïè ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû ñ 5-9 ìàííîçíûìè
îñòàòêàìè. Àëüòåðíàòèâíî, ãëèêàíîâà  öåïü ìîæåò áûòü çàòåì ïðîöåññèðîâàíà â
òðèìàííîçèëîâóþ ñåðäöåâèíó è ñòàòü àêöåïòîðîì äë  äðóãèõ ãëèêîçèëòðàíñôåðàç, êîòîðûå
îáðàçóþò ñëîæíûå öåïè ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  äðóãèõ îñòàòêîâ GlcNAc, à çàòåì Gal, NeuAc
è Fuc. Òðåòüåé âîçìîæíîñòüþ, â òîì ñëó÷àå, åñëè áåëîê èìååò äâà ëèçèíîâûõ îñòàòêà íà
ðàññòî íèè òî÷íî â 34 àíãñòðåìà è â ïðàâèëüíîé ïðîñòðàíñòâåííîé âçàèìîñâ çè ñ öåïüþ ñ
âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû,  âë åòñ  ïðèñîåäèíåíèå GlcNAc α -1-ÐO4 ê óãëåðîäó 6
îäíîãî, à èíîãäà äâóõ ìàííîçíûõ îñòàòêîâ. Cuozzo et àl., J.Biol.Chem. 273:21069-21076
(1998). Ïîñëå óäàëåíè  α -ñâ çàííîãî GlcNAc ñïåöèôè÷åñêèì ôåðìåíòîì, ãåíåðèðóåòñ 
êîíöåâîé ýïèòîï Ì6Ð, êîòîðûé óçíàåòñ  ðåöåïòîðîì Ì6Ð â òðàíñ-ñåòè Ãîëüäæè, êîòîðà 
çàòåì íàïðàâë åò ýòè ôåðìåíòû â ëèçîñîìû êëåòîê, ïðîèñõîä ùèõ èç ìåçåíõèìû.

Äë  äîñòàâêè α -Gal À ïî âîçìîæíîñòè â áîëüøåå ÷èñëî òêàíåé ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
ìíîãèå äðóãèå óãëåâîäíûå ñòðóêòóðû (ãëèêîôîðìû). Matsuura et al., Glycobiology 8:329-339
(1998), ñîîáùàþò, ÷òî ãëèêàíîâûå ñòðóêòóðû íà ÷åëîâå÷åñêîé α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííûå â
êëåòêàõ ÑÍÎ, èìåþò 41% ãëèêàíîâ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû, à óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíè  ñîñòàâë åò 24%. Îäíàêî óðîâåíü ñèàëèëèðîâàííûõ ñëîæíûõ ãëèêàíîâ
ñîñòàâë ë ëèøü 11%. Òàêèì îáðàçîì, 2/3 óêàçàííûõ ñëîæíûõ öåïåé íå áûëè
ñèàëèëèðîâàíû, ÷òî ïðèâîäèëî ê áûñòðîìó óäàëåíèþ α -Gal À ïå÷åíüþ. α -Gal À,
ïðîäóöèðîâàííà  â ÷åëîâå÷åñêèõ êëåòêàõ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , èìååò áîëåå âûñîêèé
ïðîöåíò çàð æåííûõ îëèãîñàõàðèäîâ, ÷åì α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííà  ðàíåå â êëåòêàõ ÑÍÎ.
Òàê, íàïðèìåð, α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííà  â îïèñàííûõ çäåñü êëåòêàõ ÍÒ-1080,  âë åòñ 
îñîáåííî ïîäõîä ùåé, ïîñêîëüêó α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííà  â êëåòêàõ ÍÒ-1080, ñîäåðæèò
ïðèáëèçèòåëüíî 15% íåéòðàëüíûõ ñòðóêòóð (ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû è ãèáðèäîâ),
ïðèáëèçèòåëüíî 16% ôîñôîðèëèðîâàííûõ ãëèêàíîâ è ïðèáëèçèòåëüíî 67% ñëîæíûõ
ãëèêàíîâ â 2-4 îñòàòêàìè ñèàëîâîé êèñëîòû. Òàêèì îáðàçîì, â îñíîâíîì, âñå ýòè ñëîæíûå
öåïè  âë þòñ  ñèàëèëèðîâàííûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ α -Gal À, ïðîäóöèðóåìîé â êëåòêàõ ÑÍÎ.

α -Gal À â êëåòêàõ ÍÒ-1080 èìååò òðè ñàéòà ãëèêîçèëèðîâàíè  ïî N-ñâ ç ì. Äâà ñàéòà
ïðîöåññèðóþòñ  â ñëîæíûå ãëèêàíû â àïïàðàòå Ãîëüäæè, à òðåòèé ñàéò çàí ò ãëèêàíîì ñ
âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû, 50% êîòîðîãî ìîäèôèöèðîâàíî ëèçîñîìíûì
ôåðìåíò-ñïåöèôè÷åñêèì ôîñôîðèëèðîâàíèåì ñ îáðàçîâàíèåì êàê
ìîíîôîñôîðèëèðîâàííûõ, òàê è äèôîñôîðèëèðîâàííûõ ìîëåêóë.

Ñóùåñòâóåò ÷åòûðå ñïîñîáà óãëåâîäíîãî ðåìîäåëèðîâàíè  íà áåëêå, ñîäåðæàùåì
N-ñâ çàííûå ãëèêàíîâûå öåïè. Â ïåðâîì ñïîñîáå ñîîòíîøåíèå çàð æåííîé α -Gal À ìîæåò
áûòü óâåëè÷åíî ïóòåì ñåëåêòèâíîãî âûäåëåíè  ãëèêîôîðì â ïðîöåññå î÷èñòêè. Íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óâåëè÷åíèþ ñîäåðæàíè  â âûñîêîé ñòåïåíè çàð æåííûõ è
âûñîêîìîëåêóë ðíûõ ãëèêîôîðì α -Gal À ïóòåì ôðàêöèîíèðîâàíè  ìîëåêóë α -Gal À íà
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêå ñî ñìîëîé âî âðåì  è/èëè ïîñëå î÷èñòêè. Ìîëåêóëû
ãëèêîôîðì α -Gal À ñ áîëüøèì çàð äîì ñîäåðæàò áîëüøåå êîëè÷åñòâî ñèàëîâîé êèñëîòû
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è/èëè áîëüøåå êîëè÷åñòâî ôîñôàòà, à áîëåå âûñîêîìîëåêóë ðíûå ãëèêîôîðìû òàêæå
äîëæíû ñîäåðæàòü ïîëíîñòüþ ãëèêîçèëèðîâàííûå, íàèáîëåå âûñîêîðàçâåòâëåííûå è
âûñîêîçàð æåííûå ìîëåêóëû. Îòáîð çàð æåííûõ ìîëåêóë èëè óäàëåíèå
íåãëèêîçèëèðîâàííûõ, ñëàáî ãëèêîçèëèðîâàííûõ èëè ñëàáî ñèàëèëèðîâàííûõ è/èëè
ôîñôîðèëèðîâàííûõ ìîëåêóë α -Gal À äîëæíî ïðèâîäèòü ê ïîëó÷åíèþ ïîïóë öèè
ãëèêîôîðì α -Gal À ñ ñîäåðæàíèåì ñèàëîâîé êèñëîòû
è/èëè ñ ñîäåðæàíèåì ôîñôàòà, à ñëåäîâàòåëüíî, ê ïîëó÷åíèþ ïðåïàðàòà α -Gal
À ñ áîëåå âûñîêèì âðåìåíåì ïîëóæèçíè è ñ áîëåå âûñîêîé ïîòåíöèàëüíîé
òåðàïåâòè÷åñêîé ýôôåêòèâíîñòüþ.

Ýòîò ïðîöåññ ôðàêöèîíèðîâàíè  ìîæåò ïðîèñõîäèòü, íî íå îãðàíè÷èâàòüñ  èìè, íà
ïîäõîä ùèõ ñìîëàõ äë  õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ êîëîíîê, èñïîëüçóåìûõ äë  î÷èñòêè èëè äë 
âûäåëåíè  α -Gal À. Òàê, íàïðèìåð, ôðàêöèîíèðîâàíèå ìîæåò ïðîèñõîäèòü, íî íå
îãðàíè÷èâàòüñ  èìè, íà êàòèîííîîáìåííûõ ñìîëàõ (òàêèõ êàê SP-Sepharose®),
àíèîííîîáìåííûõ ñìîëàõ (Q-Sepharose®), àôôèííûõ ñìîëàõ (Heparin Sepharose®,
êîëîíêè ñ ëåêòèíîì), ñìîëàõ íà êîëîíêàõ äë  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè (Superdex®
200) è ñìîëàõ íà êîëîíêàõ äë  ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè  (Butyl Sepharose®) è íà
äðóãèõ ñìîëàõ äë  õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ êîëîíîê, èçâåñòíûõ ñïåöèàëèñòàì.

Ïîñêîëüêó α -Gal À ïðîäóöèðóåòñ  â êëåòêàõ â âèäå ãåòåðîãåííîé ñìåñè ãëèêîôîðì,
êîòîðûå îòëè÷àþòñ  ïî ñâîåé ìîëåêóë ðíîé ìàññå è çàð äó, òî α -Gal À èìååò òåíäåíöèþ ê
ýëþèðîâàíèþ ñ õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñìîë â îòíîñèòåëüíî øèðîêèõ ïèêàõ. Ïðè òàêîì
ýëþèðîâàíèè óêàçàííûå ãëèêîôîðìû èìåþò êîíêðåòíîå ðàñïðåäåëåíèå â çàâèñèìîñòè îò
ïðèðîäû èñïîëüçóåìîé ñìîëû. Òàê, íàïðèìåð, ïðè âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè ñàìûå
êðóïíûå ãëèêîôîðìû ýëþèðóþòñ  ðàíüøå íà ïðîôèëå ýëþöèè, ÷åì áîëåå ìåëêèå
ãëèêîôîðìû.

Ïðè èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íàèáîëåå îòðèöàòåëüíî çàð æåííûå ãëèêîôîðìû
áóäóò ñâ çûâàòüñ  ñ ïîëîæèòåëüíî çàð æåííîé ñìîëîé (òàêîé êàê Q-Sepharose®) ñ áîëåå
âûñîêîé àôôèííîñòüþ, ÷åì ìåíåå îòðèöàòåëüíî çàð æåííûå ãëèêîôîðìû, à
ñëåäîâàòåëüíî, îíè áóäóò ïîçäíåå ýëþèðîâàòüñ  íà ïðîôèëå ýëþöèè. Â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó óêàçàííûå â âûñîêîé ñòåïåíè îòðèöàòåëüíî çàð æåííûå
ãëèêîôîðìû ìîãóò ìåíåå æåñòêî ñâ çûâàòüñ  ñ îòðèöàòåëüíî çàð æåííîé ñìîëîé, òàêîé
êàê SP Sepharose®, ÷åì ìåíåå îòðèöàòåëüíî çàð æåííûå ìîëåêóëû, ëèáî îíè äàæå ìîãóò
âîîáùå íå ñâ çûâàòüñ  ñî ñìîëîé.

Ôðàêöèîíèðîâàíèå ìîëåêóë ãëèêîôîðì íà õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñìîëàõ ìîæåò çàâèñåòü
îò ðÍ, èîííîé ñèëû, âûáîðà áóôåðíîé ñîëè, â çêîñòè è/èëè äðóãèõ ïàðàìåòðîâ, òàêèõ êàê
òèï âûáðàííîé ñìîëû. Èñïîëüçîâàíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ ãðàäèåíòíîãî ýëþèðîâàíè 
(ëèíåéíûõ ãðàäèåíòîâ, íåëèíåéíûõ ãðàäèåíòîâ, íàïðèìåð ýêñïîíåíöèàëüíûõ ãðàäèåíòîâ)
èëè èñïîëüçîâàíèå ñåðèè êîðîòêèõ ñòàäèé ýëþöèè äë  ñåëåêòèâíîãî ýëþèðîâàíè 
ìîëåêóë α -Gal À ñ õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êîëîíêè ìîæåò áûòü îïòèìèçèðîâàíî äë 
ôðàêöèîíèðîâàíè  α -Gal À. Âñå ýòè ôàêòîðû, âç òûå îòäåëüíî èëè â êîìáèíàöèè, ìîãóò
áûòü îïòèìèçèðîâàíû äë  äîñòèæåíè  ýôôåêòèâíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè  ãëèêîôîðì.
Ôðàêöèîíèðîâàíèå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïîñëå çàâåðøåíè  ïðîöåññà î÷èñòêè íà
êîíêðåòíîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñìîëå, ñåëåêòèâíî îïòèìèçèðîâàííîé äë 
ôðàêöèîíèðîâàíè  è îòáîðà íóæíîé ïîïóë öèè ãëèêîôîðì.

Îòáîð ïîïóë öèè ãëèêîôîðì èç ôðàêöèîíèðîâàííûõ ìîëåêóë α -Gal À ìîæåò áûòü
îñóùåñòâëåí ïîñëå àíàëèçà ýëþèðîâàííûõ ãëèêîôîðì α -Gal À. Ïèê ýëþöèè ìîæåò áûòü
ïðîàíàëèçèðîâàí ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, íî íå îãðàíè÷èâà ñü èìè, òàêèìè êàê
ýëåêòðîôîðåç â ÄÑÍ-ÏÀÀÃ, èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå, êàïèëë ðíûé ýëåêòðîôîðåç,
àíàëèòè÷åñêà  èîíîîáìåííà  ÂÝÆÕ è/èëè àíàëèòè÷åñêà  âûòåñíèòåëüíà  ÂÝÆÕ. Ìîãóò
áûòü îòîáðàíû êîíêðåòíûå ôðàêöèè, êîòîðûå èìåþò æåëàåìûé ðàçìåð èëè ïðîôèëü
çàð äà. Îòáîð ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåí â êàæäîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñòàäèè äàííîãî
ïðîöåññà, ÷òî ïîçâîë åò ïîñòåïåííî äîñòè÷ü ïîëó÷åíè  íóæíîé ïîïóë öèè ãëèêîôîðì, èëè,
â ñëó÷àå âûñîêîé ýôôåêòèâíîñòè ôðàêöèîíèðîâàíè  â äàííîé ñòàäèè (ñòàäè õ), ýòîò îòáîð
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ìîæåò áûòü îãðàíè÷åí ýòîé êîíêðåòíîé ñòàäèåé èëè ñòàäè ìè. Ôðàêöèîíèðîâàíèå ìîæåò
áûòü òàêæå îñóùåñòâëåíî ïîñëå çàâåðøåíè  ïðîöåññà î÷èñòêè íà êîíêðåòíîé
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé ñìîëå, ñåëåêòèâíî îïòèìèçèðîâàííîé äë  ôðàêöèîíèðîâàíè  è
îòáîðà íóæíîé ïîïóë öèè ãëèêîôîðì.

Ôðàêöèîíèðîâàíèå è îòáîð âûñîêîçàð æåííûõ è/èëè âûñîêîìîëåêóë ðíûõ
ãëèêîôîðì α -Gal À ìîãóò áûòü îñóùåñòâëåíû íà ëþáîì ïðåïàðàòå α -Gal À, òàêîì êàê
ïðåïàðàò, ïîëó÷åííûé èç ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûõ êëåòîê, òàêèõ êàê êëåòêè,
ìîäèôèöèðîâàííûå ñòàíäàðòíûìè ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè èëè ïóòåì àêòèâàöèè ãåíà
(ÀÃ). Îíè ìîãóò áûòü îñóùåñòâëåíû íà êëåòî÷íûõ ëèíè õ, êóëüòèâèðîâàííûõ â
îïòèìèçèðîâàííûõ ñèñòåìàõ ñ äîñòèæåíèåì âûñîêîé ñòåïåíè ñèàëèëèðîâàíè  è
ôîñôîðèëèðîâàíè , êàê îïèñàíî âûøå, ëèáî íà ÏÝÃèëèðîâàííûõ α -Gal À, êàê îïèñàíî
íèæå.

Òàê, íàïðèìåð, â îïèñàííîì çäåñü ïðîöåññå î÷èñòêè α -Gal À ôðàêöèîíèðîâàíèå
ãëèêîôîðì α -Gal À ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî íà ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ ýòîãî ïðîöåññà. Íà
ãèäðîôîáíîé ñìîëå, áóòèëñåôàðîçå, Butyl Sepharose® Fast Flow, ïåðâûìè ýëþèðóþòñ 
íàèáîëåå çàð æåííûå ãëèêîôîðìû α -Gal À, à çà íèìè - ìîëåêóëû ñ ìåíüøèì çàð äîì. Íà
ãåïàðèí-ñåôàðîçå, Heparin Sepharose®, ìîëåêóëû ñ íàèáîëåå âûñîêèì çàð äîì òàêæå
ýëþèðóþòñ  ïåðâûìè â ïèêå ýëþöèè, à ìåíåå çàð æåííûå ìîëåêóëû ýëþèðóþòñ  ïîçæå.
Ýòî îòëè÷àåòñ  îò ýëþèðîâàíè  íà Q-ñåðôàðîçå®, ãäå íàèìåíåå çàð æåííûå ìîëåêóëû
ýëþèðóþòñ  ïåðâûìè, à çàòåì ýëþèðóþòñ  íàèáîëåå âûñîêî çàð æåííûå ãëèêîôîðìû. Ïðè
âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè íà ñóïåðäåêñå (Superdex® 200), íàèáîëåå
âûñîêîìîëåêóë ðíûå ãëèêîôîðìû ýëþèðóþòñ  ïåðâûìè, à çà íèìè ýëþèðóþòñ  ìîëåêóëû
ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ ìåíüøåé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé. Äë  ýôôåêòèâíîãî
ôðàêöèîíèðîâàíè  êîíêðåòíûõ ïîïóë öèé ãëèêîôîðì α -Gal À ìîæåò áûòü îáúåäèíåíî
ìíîæåñòâî õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñòàäèé, è âñå ýòè ãëèêîôîðìû ôðàêöèîíèðóþòñ  ðàçíûìè
ôèçè÷åñêèìè ìåòîäàìè. Òàê, íàïðèìåð, äë  ïîëó÷åíè  ãëèêîôîðì α -Gal À, ñîäåðæàùèõ
íàèìåíüøèé ðI (òî åñòü, ñîäåðæàùèõ íàèáîëüøèé îòðèöàòåëüíûé çàð ä), îãðàíè÷èâàíèå
ñáîðîì ðàíî ýëþèðóþùèõñ  áóòèëüíûõ ôðàêöèé äîëæíî ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ α -Gal À
ñ áîëüøèì çàð äîì. Îñóùåñòâë   õðîìàòîãðàôèþ ýòîãî îòîáðàííîãî ïóëà íà ãåïàðèíîâîé
êîëîíêå è ñíîâà îãðàíè÷èâà ñü ñáîðîì ïóëà ðàíî ýëþèðóþùèõñ  ìîëåêóë α -Gal À ñ áîëåå
âûñîêèì îòðèöàòåëüíûì çàð äîì, ìîæíî äîñòè÷ü åùå áîëüøåãî óâåëè÷åíè  ôðàêöèè
ãëèêîôîðì α -Gal À ñ íèçêèì ðI â äàííîì ïóëå. Ïîñëåäóþùà  áîëåå òîíêà  êîððåêòèðîâêà
ïîïóë öèè ãëèêîôîðì ìîæåò áûòü ïðîâåäåíà â ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ ïðîöåññà î÷èñòêè ïóòåì
ìîíèòîðèíãà ðàñïðåäåëåíè  ðàçìåðà è çàð äà ïóëîâ ýëþöèè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â
ÄÑÍ-ÏÀÀÃ è èçîýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíè . Ïðèìåð ôðàêöèîíèðîâàíè  ïî ðàçìåðàì è
ïî çàð äó ïîêàçàí íèæå â Ïðèìåðå 2.4.

Âòîðûì ñïîñîáîì ðåìîäåëèðîâàíè  óãëåâîäîâ  âë åòñ  ìîäèôèêàöè  íåêîòîðûõ
ãëèêîôîðì î÷èùåííîé α -Gal À ïóòåì ïðèñîåäèíåíè  äîïîëíèòåëüíîãî êîíöåâîãî
ñàõàðíîãî îñòàòêà ñ èñïîëüçîâàíèåì î÷èùåííîé ãëèêîçèëòðàíñôåðàçû è ñîîòâåòñòâóþùåãî
äîíîðà íóêëåîòèäíîãî ñàõàðà. Òàêà  îáðàáîòêà âîçäåéñòâóåò ëèøü íà òå ãëèêîôîðìû,
êîòîðûå èìåþò ñîîòâåòñòâóþùèé ñâîáîäíûé êîíöåâîé ñàõàðíûé îñòàòîê, äåéñòâóþùèé êàê
àêöåïòîð äë  èñïîëüçóåìîé ãëèêîçèëòðàíñôåðàçû. Òàê,
íàïðèìåð, α 2,6-ñèàëèëòðàíñôåðàçà äîáàâë åò ñèàëîâóþ êèñëîòó ê 2,6-ñâ çè íà àêöåïòîð
êîíöåâîãî Galβ 1, 4GlcNac-R ñ èñïîëüçîâàíèåì ÑÌÐ-ñèàëîâîé êèñëîòû â êà÷åñòâå äîíîðà
íóêëåîòèäíîãî ñàõàðà. Êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè ôåðìåíòàìè è ìîëåêóëàìè, îò êîòîðûõ
îíè ïðîèñõîä ò,  âë þòñ  ôóêîçî- α 1,3-òðàíñôåðàçû III, V è VI (÷åëîâåêà);
ãàëàêòîçî- α 1,3-òðàíñôåðàçà (ñâèíüè); ãàëàêòîçî-β 1,4-òðàíñôåðàçà (êîðîâû);
ìàííîçî- α 1,2-òðàíñôåðàçà (äðîææåé); ñèàëîâà  êèñëîòà- α 2,3-òðàíñôåðàçà (êðûñû) è
ñèàëîâà  êèñëîòà- α 2,6-òðàíñôåðàçà (êðûñû). Ïîñëå çàâåðøåíè  ðåàêöèè
ãëèêîçèëòðàíñôåðàçà ìîæåò áûòü óäàëåíà èç ðåàêöèîííîé ñìåñè ñ èñïîëüçîâàíèåì
ãëèêîçèëòðàíñôåðàçî-ñïåöèôè÷åñêîé àôôèííîé êîëîíêè, âêëþ÷àþùåé ñîîòâåòñòâóþùèé
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íóêëåîòèä, ñâ çàííûé ñ ãåëåì ÷åðåç 6-óãëåðîäíûé ñïåéñåð ïîñðåäñòâîì ïèðîôîñôàòíîé
(GDP, UDP) èëè ôîñôàòíîé (ÑÌÐ) ñâ çè, èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì äðóãèõ
õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ èçâåñòíûõ ìåòîäîâ. Äë  ôåðìåíòíîé çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè
÷åëîâåêà, èç âûøåïåðå÷èñëåííûõ ãëèêîçèëòðàíñôåðàç, îñîáåííî ïîäõîä ùèìè äë 
ìîäèôèêàöèè ôåðìåíòîâ, òàêèõ êàê α -Gal À,  âë þòñ  ñèàëèëòðàíñôåðàçû.
Èñïîëüçîâàíèå ëþáîé ñèàëèëòðàíñôåðàçû ñ ÑÌÐ-5-ôëóîðåñöåèí-íåéðàìèíîâîé êèñëîòîé
â êà÷åñòâå äîíîðà íóêëåîòèäíîãî ñàõàðà ïîçâîë åò ïîëó÷èòü ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åííûé
ãëèêîïðîòåèí, ïîãëîùåíèå è òêàíåâà  ëîêàëèçàöè  êîòîðîãî ìîæåò áûòü ëåãêî ïðîñëåæåíà.

Òðåòèé ñïîñîá óãëåâîäíîãî ðåìîäåëèðîâàíè , ïðåäóñìàòðèâàþùèé îñóùåñòâëåíèå
ãëèêî-èíæåíåðèè, íàïðèìåð ââåäåíèå ãåíîâ, êîòîðûå âîçäåéñòâóþò íà êëåòî÷íûå
ìåõàíèçìû ïðîäóöèðîâàíè  α -Gal À ñ ìîäèôèêàöèåé ïîñòòðàíñë öèîííîãî ïðîöåññèíãà â
àïïàðàòå Ãîëüäæè,  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñïîñîáîì.

×åòâåðòûé ñïîñîá óãëåâîäíîãî ðåìîäåëèðîâàíè  ïðåäóñìàòðèâàåò îáðàáîòêó α -Gal À
ñîîòâåòñòâóþùèìè ãëèêîçèäàçàìè äë  ñíèæåíè  ÷èñëà äðóãèõ ïðèñóòñòâóþùèõ ãëèêîôîðì.
Òàê, íàïðèìåð, ïîñëåäóþùà  îáðàáîòêà ñëîæíûõ ãëèêàíîâûõ öåïåé
íåéðàìèíèäàçîé, β -ãàëàêòîçèäàçîé è β -ãåêñîçàìèíèäàçîé ïðèâîäèò ê îòùåïëåíèþ
îëèãîñàõàðèäà äî òðèìàííîçíîé ñåðäöåâèíû.

Ñòðóêòóðà N-ñâ çàííîãî ãëèêàíà çàâèñèò îò äîñòóïíîñòè ãëèêàíîâîé öåïè äë 
ìàííîçèäàç, îñóùåñòâë þùèõ ïðîöåññèíã â àïïàðàòå Ãîëüäæè ïîñëå óêëàäêè áåëêà, è îò
ïðèñóòñòâè  â àïïàðàòå Ãîëüäæè ñåìåéñòâà ãëèêîçèëòðàíñôåðàç è ñîîòâåòñòâóþùèõ
äîíîðîâ íóêëåîòèäíîãî ñàõàðà. Ìíîãèå ãëèêîçèë-òðàíñôåðàçû êàòàëèçèðóþò êîíêóðåíòíûå
ðåàêöèè, êîòîðûå ìîãóò ïðèâîäèòü ê óäëèíåíèþ ãëèêàíîâîé öåïè íåêîòîðûìè äðóãèìè è
ñîâìåñòèìûìè ïóò ìè â çàâèñèìîñòè îò òîãî, êàêîé ôåðìåíò ðåàãèðóåò ïåðâûì. Ýòî
ïðèâîäèò ê ìèêðîãåòåðîãåííîñòè è îáðàçîâàíèþ ñåìåéñòâà ñëîæíûõ ãëèêîôîðì. Íåêîòîðûå
ñòðóêòóðû  âë þòñ  óíèêàëüíûìè äë  îäíîé òêàíè, òàêèå êàê ñòðóêòóðû, îáðàçîâàííûå â
ðåçóëüòàòå ìîäèôèêàöèè íåêîòîðûõ ãîðìîíîâ ãèïîôèçà ïóòåì ïðèñîåäèíåíè 
GalNAc-4-SO 4, èëè îãðàíè÷èâàþòñ  íåñêîëüêèìè îðãàíàìè.

Ïðèìåðîì ïîñëåäíåé èç âûøåóïîì íóòûõ ñòðóêòóð  âë åòñ  òàê íàçûâàåìà 
ðàçäåë þùà  ïîïîëàì (áèñåêòîðíà ) ñòðóêòóðà GlcNAc (GlcNAc, β 1,4-ñâ çàííà  ñ êîðîâûì

β -ìàííîçíûì îñòàòêîì) íà ñëîæíûõ ãëèêàíàõ ãëóòàìèëòðàíñïåïòèäàçû â ïî÷êàõ, íî íå â
ïå÷åíè. Ðàçäåëåííà  ïîïîëàì áèàíòåííàëüíà  ñòðóêòóðà íà γ ~ ãëóòàìèëòðàíñïåïòèäàçå
ïîêàçàíà íèæå:

Ó ìëåêîïèòàþùèõ îòâåòñòâåííûé ôåðìåíò, GlcNAc-òðàíñôåðàçà III (GnT-III), îáíàðóæåí
â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ãîëîâíîãî ìîçãà è ïî÷åê è â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ïå÷åíè ó ïàöèåíòîâ ñ
ãåïàòîêàðöèíîìîé. GnT-III êàòàëèçèðóåò ïðèñîåäèíåíèå N-àöåòèëãëþêîçàìèíà
â β -1-4-ñâ çè ê β -ñâ çàííîé ìàííîçå òðèìàííîçèëîâîé ñåðäöåâèíû N-ñâ çàííûõ ñàõàðíûõ
öåïåé ñ ïðîäóöèðîâàííîì áèñåêòîðíîãî îñòàòêà GlcNAc. Áûëè êëîíèðîâàíû ãåíû GnT-III
ìûøè, êðûñû è ÷åëîâåêà. lhara et al., J. Biochem. (Tokyo) 113:692-698 (1993).

Ïðèñóòñòâèå äîïîëíèòåëüíîé àêòèâíîñòè GlcNAc T-III â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ìîæåò
ïðîäóöèðîâàòü óâåëè÷åíèå óðîâí  ìîíîôîñôîðèëèðîâàííûõ ãèáðèäíûõ ãëèêàíîâ çà ñ÷åò
áè-, òðè- è òåòðààíòåííàëüíûõ ñëîæíûõ ãëèêàíîâ. Ýòî íå äîëæíî íåãàòèâíî âëè òü íà
âðåì  ïîëóæèçíè â ïëàçìå, íî ìîæåò ïðèâîäèòü ê óâåëè÷åíèþ óðîâí  äîñòàâêè â
ñîñóäèñòûå ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè. Õàðàêòåðíà  ñòðóêòóðà ïðåäñòàâëåíà íèæå:
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Íåêîòîðûå èç α -Gal À ïîãëîùàþòñ  ïî÷êàìè è ïðèâîä ò ê çíà÷èòåëüíîìó èõ ñíèæåíèþ
íàêîïëåíè  ãëèêîëèïèäîâ. Ïîñêîëüêó ïî÷êè ìîãóò îáðàçîâûâàòü N-ãëèêàíû ñ áèñåêòîðíûìè
îñòàòêàìè GlcNAc, ïî÷å÷íûå ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ìîãóò ðàñïîçíàâàòü ãëèêîïðîòåèíû ñ
ýòèì ýïèòîïîì ñ îñîáåííî âûñîêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ.

Ïîâûøåííà  àêòèâíîñòü GnT-III ìîæåò âûçûâàòü äèñáàëàíñ â ðàçâåòâëåíèè íà
òðèìàííîçèëüíîé ñåðäöåâèíå ïóòåì èíãèáèðîâàíè  ïîñëåäóþùåãî ðàçâåòâëåíè 
ïîñðåäñòâîì GnT-II, IV, V è Gal-β -1,4-òðàíñôåðàçû íà óðîâíå ñóáñòðàòà. Íåäàâíî ïóòåì
ñâåðõýêñïðåññèè ðåêîìáèíàíòíîãî GnT-III áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà êëåòî÷íà  ëèíè   è÷íèêà
êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ), ñïîñîáíà  ïðîäóöèðîâàòü áèñåêòîðíûå îëèãîñàõàðèäû íà
ãëèêîïðîòåèíàõ. Sburtali et al., Biotechnol. Progr. 14:189-192 (1998). Èíòåðôåðîí β (IFN-β )
áûë âûáðàí êàê ìîäåëü è ïîòåíöèàëüíûé òåðàïåâòè÷åñêèé ñåêðåòèðîâàííûé
ãåòåðîëîãè÷íûé áåëîê, íà êîòîðîì ìîæåò áûòü îöåíåíî âëè íèå GnT-III-ýêñïðåññèè íà
ãëèêîçèëèðîâàíèå ïðîäóêòà. IFN-β ñ áèñåêòîðíûìè îëèãîñàõàðèäàìè áûë ïðîäóöèðîâàí
êëåòêàìè ÑÍÎ, ñêîíñòðóèðîâàííûìè ñ èñïîëüçîâàíèåì GnT-III, íî íå êëåòêàìè,
ïðåäñòàâë þùèìè ñîáîé íåìîäèôèöèðîâàííóþ ðîäèòåëüñêóþ êëåòî÷íóþ ëèíèþ.

Äë  ïðîäóöèðîâàíè  ãëèêîïðîòåèíîâûõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ íåîáõîäèìà
õàðàêòåðèçàöè  ãëèêîçèëèðîâàíè  â îòíîøåíèè êîíñèñòåíöèè îò ïàðòèè ê ïàðòèè.
"Ãèïîòåòè÷åñêèé çàð ä Z N-ãëèêàíà" áûë èñïîëüçîâàí â êà÷åñòâå ïàðàìåòðà äë 
õàðàêòåðèçàöèè ãëèêîçèëèðîâàíè  áåëêà ïðîñòûì ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì. Îïðåäåëåíèå Z
áûëî îñóùåñòâëåíî âî ìíîãèõ ïîâòîðíûõ ýêñïåðèìåíòàõ è áûëî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî îí
èìååò âûñîêóþ ñòåïåíü òî÷íîñòè è íàäåæíîñòè. Hermentin et al. Glycobiology 6:217-230
(1996). Ãèïîòåòè÷åñêèé çàð ä N-ãëèêàíà äàííîãî ãëèêîïðîòåèíà âûâîä ò èç ïðîôèë 
êàðòèðîâàíè  N-ãëèêàíà, ïîëó÷åííîãî ñ ïîìîùüþ âûñîêîýôôåêòèâíîé àíèîíîîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè (ÂÝÀÎÕ)/èìïóëüñíîé àìïåðîìåòðè÷åñêîé äåòåêöèè (ÈÀÄ). Â ÂÝÀÎÕ
N-ãëèêàíû ÷åòêî ðàçäåë þòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ çàð äîì, íàïðèìåð â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ
÷èñëîì îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû, ÷òî ïîçâîë åò ïîëó÷èòü ÷åòêèå îáëàñòè äë 
íåéòðàëüíûõ ñòðóêòóð, à òàêæå äë  ìîíî-, äè-, òðè- è òåòðàñèàëèëèðîâàííûõ N-ãëèêàíîâ. Z
îïðåäåë þò êàê ñóììó ïðîäóêòîâ ñîîòâåòñòâóþùèõ ïëîùàäåé (À) â àñèàëî-, ìîíîñèàëî-,
äèñèàëî-, òðèñèàëî-, òåòðàñèàëî- è ïåíòàñèàëî-îáëàñòè, êàæäóþ èç êîòîðûõ óìíîæàþò íà
ñîîòâåòñòâóþùèé çàð ä:

Z=A(añèaëo)⋅ +A(MS)⋅ 1+A(Dis)⋅ 2+A(TriS)⋅ 3+A(TetraS)⋅ 4[+A(PentaS)⋅ 5]
Z=∑ À(i)⋅ (i)
ãäå i ðàâíî íóëþ â àñèàëî-îáëàñòè, 1 â ìîíîñèàëî (MS) - îáëàñòè, 2 â äèñèàëî (DiS) -

îáëàñòè, 3 â òðèñèàëî (TriS) - îáëàñòè, 4 â òåòðàñèàëî (TetraS) - îáëàñòè è 5 â ïåíòàñèàëî
(PentaS) - îáëàñòè.

Òàêèì îáðàçîì, ãëèêîïðîòåèí, èìåþùèé, â îñíîâíîì, ñòðóêòóðû Ñ4-4*, áóäåò èìåòü

Z 5 400, ãëèêîïðîòåèí, íåñóùèé ìíîæåñòâî ñòðóêòóð Ñ2-2*, áóäåò èìåòü Z 5 200, à

ãëèêîïðîòåèí, îáëàäàþùèé ëèøü ñòðóêòóðîé ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì ìàííîçû èëè
óñå÷åííîé ñòðóêòóðîé, áóäåò èìåòü Z 5 0.

Ïðåïàðàòû ÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èìåþò
îëèãîñàõàðèäíûé çàð ä, âûðàæåííûé ÷èñëîì Z, ïðåâûøàþùèì 100, ïðåäïî÷òèòåëüíî
ïðåâûøàþùèì 150, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ïðåâûøàþùèì 170.

Èçìåíåíèå âðåìåíè ïîëóæèçíè α -Gal À â ñûâîðîòêå ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíè 
Ôîñôîðèëèðîâàíèå α -Gal À ìîæåò áûòü ìîäèôèöèðîâàíî â öåë õ èçìåíåíè  âðåìåíè

ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå α -Gal À è óðîâí  α -Gal À, âõîä ùèõ â êëåòêè. Òàêîå
ôîñôîðèëèðîâàíèå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, äîñòèãàåòñ  â êëåòêå, ýêñïðåññèðóþùåé α -Gal À. Â
äàííîé çà âêå êîíêðåòíî ðàññìàòðèâàåòñ  ïîëó÷åíèå ãëèêîçèëèðîâàííîãî
ïðåïàðàòà α -Gal À ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ãëèêîçèëèðîâàíè  ïóòåì ïåðâîíà÷àëüíîãî
ââåäåíè  â α -Gal À-ïðîäóöèðóþùóþ êëåòêó ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùåé
ôîñôîðèëèëòðàíñôåðàçó, èëè ïóòåì ââåäåíè  ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, êîòîðà  ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî
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ãåíà ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû. Çàòåì êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, êóëüòèâèðóþò â
ñîîòâåòñòâóþùèõ óñëîâè õ êóëüòèâèðîâàíè , êîòîðûå ñïîñîáñòâóþò ýêñïðåññèè α -Gal À è
ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû. Ïîñëå ýòîãî îñóùåñòâë þò âûäåëåíèå ïðåïàðàòà α -Gal À,
êîòîðûé ïî ñðàâíåíèþ ñ α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííîé â êëåòêå áåç ïîëèíóêëåîòèäà, èìååò
ïîâûøåííûé óðîâåíü ôîñôîëèëèðîâàíè . Òàêèå ôîñôîðèëòðàíñôåðàçû õîðîøî èçâåñòíû
ñïåöèàëèñòàì. Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ 5804413 è 5789247, êàæäûé èç êîòîðûé
ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè.

Äë  ãåíåðèðîâàíè  ìàðêåðà ðàñïîçíàâàíè  ìàí-6-ôîñôàòà íà ëèçîñîìíîì
ïðîôåðìåíòå íåîáõîäèìû ñîãëàñîâàííûå äåéñòâè  äâóõ ìåìáðàíîàññîöèèðîâàííûõ
ôåðìåíòîâ Ãîëüäæè. Ïåðâûé ôåðìåíò, UDP-N-àöåòèëãëþêîçàìèí:
ãëèêîïðîòåèí-N-àöåòèëãëþêîçàìèí-1-ôîñôîòðàíñôåðàçà (GlcNAc-ôîñôîòðàíñôåðàçà)
òðåáóåò ïðèñóòñòâè  áåëîêðàñïîçíàþùåé äåòåðìèíàíòû íà ëèçîñîìíîì ôåðìåíòå, êîòîðà 
ñîñòîèò èç äâóõ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ, íàõîä ùèõñ  íà ðàññòî íèè òî÷íî 34 è â

ñîîòâåòñòâóþùåì ïðàâèëüíîì ïðîñòðàíñòâåííîì ñîîòíîøåíèè ñ öåïüþ, èìåþùåé âûñîêîå
ñîäåðæàíèå ìàííîçû. Âòîðîé ôåðìåíò, N-àöåòèëãëþêîçàìèí-1-ôîñôîäèýôèð-à-N-
àöåòèëãëþêîçàìèíèäàçà(ôîñôîäèýôèð-à-GlñNÀñ-àçà) ãèäðîëèçóåò α -GlcNAc-ôîñôàòíóþ
ñâ çü, ÷òî ïðèâîäèò ê ýêñïîíèðîâàíèþ ñàéòà ðàñïîçíàâàíè  ìàí-6-ôîñôàòà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàòû α -Gal À, ïîëó÷åííûå
ñïîñîáàìè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , èìåþò ìíîæåñòâî ãëèêîôîðì, èç êîòîðûõ 16-50%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 25-50%, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî êðàéíåé ìåðå, 30% ãëèêîôîðì
 âë þòñ  ôîñôîðèëèðîâàííûìè.

Èçìåíåíèå âðåìåíè ïîëóæèçíè α -Gal À â ñûâîðîòêå ïóòåì óâåëè÷åíè  óðîâí 
ñèàëèëèðîâàíè 

Óâåëè÷åíèå óðîâí  ñèàëèëèðîâàíè  íåäîñòàòî÷íî ñèàëèëèðîâàííûõ ãëèêàíîâ ñ
êîíöåâûìè ãàëàêòîçíûìè îñòàòêàìè ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïóòåì òðàíñôåêöèè êëåòîê
ìëåêîïèòàþùèõ, à ïðåäïî÷òèòåëüíî, êëåòîê ÷åëîâåêà, ãåíîì ñèàëèëòðàíñôåðàçû.

Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïîëó÷åíèþ ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À, èìåþùåé
áîëåå âûñîêîçàð æåííûå îëèãîñàõàðèäû, ïðîäóöèðîâàííûå áëàãîäàð  ïðåäâàðèòåëüíîìó
ââåäåíèþ â α -Gal À-ïðîäóöèðóþùóþ êëåòêó ïîëèíóêëåîòèäà, êîäèðóþùåãî
ñèàëèëòðàíñôåðàçó, èëè áëàãîäàð  ââåäåíèþ ðåãóë òîðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïîñðåäñòâîì ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè, êîòîðà  ðåãóëèðóåò ýêñïðåññèþ ýíäîãåííîãî
ãåíà ñèàëèëòðàíñôåðàçû. Çàòåì êëåòêó, ïðîäóöèðóþùóþ α -Gal À, êóëüòèâèðóþò â
ñîîòâåòñòâóþùèõ êóëüòóðàëüíûõ óñëîâè õ, êîòîðûå ïðèâîä ò ê ýêñïðåññèè α -Gal À è
ñèàëèëòðàíñôåðàçû. Ïîñëåäóþùà  ñòàäè  ïðåäóñìàòðèâàåò âûäåëåíèå ïðåïàðàòà α -Gal
À ñ ïîâûøåííûì çàð äîì îëèãîñàõàðèäîâ. Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè ñèàëèëòðàíñôåðàçàìè
 âë þòñ  α 2,3-ñèàëèëòðàíñôåðàçà è α 2,6-ñèàëèëòðàíñôåðàçà. Óêàçàííûå
ñèàëèëòðàíñôåðàçû õîðîøî èçâåñòíû ñïåöèàëèñòàì. Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíò ÑØÀ 5858751,
êîòîðûé ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  óêàçàííûé ñïîñîá
óâåëè÷åíè  óðîâí  ñèàëèëèðîâàíè  âêëþ÷àåò äîïîëíèòåëüíóþ ñòàäèþ îòáîðà
ãëèêîôîðì α -Gal À ñ óâåëè÷åííûì ðàçìåðîì èëè ñ óâåëè÷åííûì çàð äîì ïóòåì
ôðàêöèîíèðîâàíè  èëè î÷èñòêè äàííîãî ïðåïàðàòà (êàê îáñóæäàåòñ  íèæå).

Àëüòåðíàòèâíî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê óâåëè÷åíèþ ñòåïåíè
ñèàëèëèðîâàíè  ïóòåì âûäåðæèâàíè  êëåòîê â ñðåäå ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì àììîíè . Â
÷àñòíîñòè, ïðåïàðàò ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal À ñ ïîâûøåííûì óðîâíåì ñèàëèëèðîâàíè 
ïîëó÷àþò ïîñðåäñòâîì êîíòàêòèðîâàíè  êëåòêè, ïðîäóöèðóþùåé α -Gal À, ñ êóëüòóðàëüíîé
ñðåäîé, èìåþùåé êîíöåíòðàöèþ àììîíè  íèæå 10 ìÌ, à áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2
ìÌ. Óâåëè÷åíèå óðîâí  ñèàëèëèðîâàíè  ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïóòåì ïåðôóçèè
ïðîäóêòèâíûõ êëåòîê, ïðè êîòîðîé òîêñè÷íûå ìåòàáîëèòû, òàêèå êàê àììîíèé, ïåðèîäè÷åñêè
óäàë þòñ  èç êóëüòóðàëüíîé ñðåäû. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
èçîáðåòåíè  ñðåäó ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì àììîíè  ïîëó÷àþò ïóòåì äîáàâëåíè  â

Ñòðàíèöà: 24

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 248 213 C2

ïðîäóêòèâíûå êëåòêè ãåíà èëè êÄÍÊ ãëóòàìèíñèíòåòàçû. Àëüòåðíàòèâíî, ñðåäó ñ íèçêèì
ñîäåðæàíèåì àììîíè  ïîëó÷àþò ïóòåì ïåðôóçèè α -Gal À-ïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê ñâåæåé
êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé ñ ïîääåðæàíèåì êîíöåíòðàöèè àììîíè  íèæå 10 ìÌ, áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2 ìÌ. Ïðîäóêòèâíûå êëåòêè ìîãóò áûòü ïîäâåðãíóòû íåïðåðûâíîé
ïåðôóçèè ñâåæåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé ñ êîíöåíòðàöèåé àììîíè  íèæå 10 ìÌ, à áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2 ìÌ. Àëüòåðíàòèâíî, ïðîäóêòèâíûå êëåòêè ìîãóò áûòü
ïåðèîäè÷åñêè ïåðôóçèðîâàíû ñâåæåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäîé. Èñïîëüçóåìà  çäåñü
ïåðèîäè÷åñêà  ïåðôóçè  îçíà÷àåò ïåðôóçèþ, îñóùåñòâë åìóþ ðåãóë ðíî, ÷åðåç
îïðåäåëåííûå èíòåðâàëû âðåìåíè, èëè ïîñëå èçìåðåíè  êîíöåíòðàöèè àììîíè  ñ
äîñòèæåíèåì öåëåâîé êîíöåíòðàöèè (òî åñòü, 10 ìÌ, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî íèæå 2 ìÌ).
Ïåðèîäè÷åñêèå ïåðôóçèè äîëæíû áûòü îñóùåñòâëåíû ÷åðåç èíòåðâàëû âðåìåíè ñ
äîñòàòî÷íîé ÷àñòîòîé òàê, ÷òîáû êîíöåíòðàöè  àììîíè  íèêîãäà íå ïðåâûøàëà öåëåâóþ
êîíöåíòðàöèþ. Ïðîäóêòèâíûå êëåòêè ïîäâåðãàþò ïåðôóçèè â òå÷åíèå ïåðèîäà âðåìåíè,
íåîáõîäèìîãî äë  ïîëó÷åíè  ïðåïàðàòà α -Gal À, â êîòîðîì 50-70%, à ïðåäïî÷òèòåëüíî
60% ãëèêàíîâ îò âñåãî êîëè÷åñòâî ãëèêàíîâ,  âë þòñ  ñèàëèëèðîâàííûìè.

Óâåëè÷åíèå âðåìåíè ïîëóæèçíè α -Gal À â ñûâîðîòêå ïóòåì ÏÝÃèëèðîâàíè  α -Gal A
Êðîìå òîãî, â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, âðåì  ïîëóæèçíè ïðåïàðàòà

÷åëîâå÷åñêîé ãëèêîçèëèðîâàííîé α -Gal A â êðîâîòîêå, óâåëè÷èâàþò ïîñðåäñòâîì
îáðàçîâàíè  êîìïëåêñà α -Gal À ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì. Ïîëèýòèëåíãëèêîëü (ÏÝÃ)
ïðåäñòàâë åò ñîáîé âîäîðàñòâîðèìûé ïîëèìåð, êîòîðûé, ïðè åãî êîâàëåíòíîì ñâ çûâàíèè
ñ áåëêàìè, èçìåí åò èõ ñâîéñòâà òàê, ÷òî ýòî ïðèâîäèò ê ðàñøèðåíèþ âîçìîæíîñòåé èõ
èñïîëüçîâàíè . Ìîäèôèêàöè  ïîëèýòèëåíãëèêîëåì ("ÏÝÃèëèðîâàíèå") ïðåäñòàâë åò ñîáîé
õîðîøî ðàçðàáîòàííóþ ìåòîäèêó, êîòîðà  ïîçâîë åò ðåøèòü èëè ìèíèìèçèðîâàòü ìíîãèå
ïðîáëåìû, ñâ çàííûå ñ ïîëó÷åíèåì áåëêîâûõ è ïåïòèäíûõ ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ñðåäñòâ.

Óëó÷øåííîå ôàðìàêîëîãè÷åñêîå êà÷åñòâî ÏÝÃ-áåëêîâ, ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ
íåìîäèôèöèðîâàííûìè àíàëîãàìè, ïîçâîë åò ïîëó÷àòü êîíúþãàòû òàêîãî òèïà â êà÷åñòâå
òåðàïåâòè÷åñêèõ àãåíòîâ. Ñîñòî íè , ñâ çàííûå ñ äåôèöèòîì ôåðìåíòîâ, äë  ëå÷åíè 
êîòîðûõ òåðàïè  íàòèâíûì ôåðìåíòîì  âë åòñ  íåäîñòàòî÷íîé (âñëåäñòâèå áûñòðîãî èõ
âûâåäåíè  è/èëè èììóíîëîãè÷åñêèõ ðåàêöèé), ìîãóò áûòü â íàñòî ùåå âðåì  ïîäâåðãíóòû
ëå÷åíèþ ýêâèâàëåíòíûìè ÏÝÃ-ôåðìåíòàìè. Òàê, íàïðèìåð, ÏÝÃ-àäåíîçèíäåçàìèíàçà óæå
áûëà óòâåðæäåíà FDA (Óïðàâëåíèåì ïî êîíòðîëþ çà êà÷åñòâîì ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ è
ìåäèêàìåíòîâ). Delgado et al., Crit.Rev.Ther.Drug Carrier Syst. 9: 249-304 (1992).

Êîâàëåíòíîå ñâ çûâàíèå ÏÝÃ ñ α -ãàëàêòîçèäàçîé çåëåíûõ êîôåéíûõ áîáîâ âûçûâàåò
èçìåíåíèå êàòàëèòè÷åñêèõ ñâîéñòâ äàííîãî ôåðìåíòà ïóòåì ìàñêèðîâêè ñàéòîâ
ñïåöèôè÷åñêèõ äåòåðìèíàíò íà äàííîé ìîëåêóëå. Ýòî ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ âåëè÷èí Km
è ñíèæåíèþ âåëè÷èíû Vmax ïî ñðàâíåíèþ ñ àíàëîãàìè ï-íèòðîôåíèëîâûõ ñóáñòðàòîâ.
Wieder & Davis, J.AppI.Biochem. 5:337-47 (1983). α -Ãàëàêòîçèäàçà åùå îáëàäàëà
ñïîñîáíîñòüþ îòùåïë òü êîíöåâûå ãàëàêòîçíûå îñòàòêè îò âåùåñòâà ãðóïïû êðîâè Â â
ñëþíå ÷åëîâåêà. ÏÝÃ-α -ãàëàêòîçèäàçà òåð ëà ñïîñîáíîñòü ê ñïåöèôè÷åñêîìó ñâ çûâàíèþ
ñ àíòèòåëîì è ëåêòèíîì. Àíòèòåëà, ãåíåðèðîâàííûå íàòèâíîé α -ãàëàêòîçèäàçîé, ìîãóò
áëîêèðîâàòü ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü, è ñïîñîáíîñòü ê òàêîìó èíãèáèðîâàíèþ
ïîñòåïåííî òåð ëàñü ïðè òåñòèðîâàíèè ïî ñðàâíåíèþ ñ ïðåïàðàòàìè ôåðìåíòîâ,
ñîäåðæàùèõ ïîñòåïåííî âîçðàñòàþùèå êîëè÷åñòâà ÏÝÃ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó,
àíòèñûâîðîòêà, ïîëó÷åííà  îò æèâîòíûõ, èììóíèçîâàííûõ ÏÝÃ- α -ãàëàêòîçèäàçîé, íå
èíãèáèðîâàëà ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü â ëþáîì èç α -ãàëàêòîçèäàçíûõ èëè
ÏÝÃ- α -ãàëàêòîçèäàçíûõ ïðåïàðàòîâ. Ýòè ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ÏÝÃ èìååò òåíäåíöèþ
ïîêðûâàòü ëåêòèí-ñïåöèôè÷åñêèå óãëåâîäíûå ãðóïïû è àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû è ÷òî ýòè
ñàéòû, âåðî òíî, îñòàþòñ  "ñêðûòûìè" âî âðåì  in vivo-ïðîöåññèíãà ÏÝÃ-ôåðìåíòîâ.

Êîâàëåíòíîå ñâ çûâàíèå ÏÝÃ ñ áåëêàìè òðåáóåò àêòèâàöèè ãèäðîêñèëüíîé êîíöåâîé
ãðóïïû ïîëèìåðà ïîäõîä ùåé óõîä ùåé ãðóïïîé, êîòîðà  ìîæåò áûòü óäàëåíà
íóêëåîôèëüíîé àòàêîé ε -àìèíîêîíöà ëèçèíà è α -àìèíîãðóïïû N-êîíöà. Äë  àêòèâàöèè
ÏÝÃ áûëî èñïîëüçîâàíî íåñêîëüêî õèìè÷åñêèõ ãðóïï. Äë  êàæäîãî êîíêðåòíîãî ïðèìåíåíè 

Ñòðàíèöà: 25

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 248 213 C2

ðàçíûå ìåòîäû èìåþò ñâîè îïðåäåëåííûå ïðåèìóùåñòâà. Ðàçíûå ìåòîäû ÏÝÃèëèðîâàíè 
îáíàðóæèâàëè íåîæèäàííîå è ðåçêîå âîçäåéñòâèå íà òàêèå ôàêòîðû, êàê ñîõðàíåíèå
áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè, ñòàáèëüíîñòü è èììóíîãåííîñòü ïîëó÷åííûõ ÏÝÃèëèðîâàííûõ
áåëêîâ è ïåïòèäîâ. Francis et al., Int.J.Hematol. 68(1): 1-18 (1998). Òàê, íàïðèìåð, â ìåòîäàõ
ÏÝÃèëèðîâàíè  áåç èñïîëüçîâàíè  ëèíêåðà ê ìîëåêóëå-ìèøåíè ïðèñîåäèí åòñ  ëèøü
ÏÝÃ. Áîëåå êîíêðåòíî, ïðèìåíåíèå ìåòîäîâ áèîëîãè÷åñêè îïòèìèçèðîâàííîãî
ÏÝÃèëèðîâàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì òðåçèëìîíîìåòîêñè-ÏÝÃ (ÒÌÏÝÃ) ê ð äó
áåëêîâ-ìèøåíåé ïîêàçàëî, ÷òî ïðè ýòîì, êàê îïèñàíî Francis et al., Int.J.Hematol. 68(1): 1-18
(1998), àáñîëþòíî ñîõðàí åòñ  áèîëîãè÷åñêà  àêòèâíîñòü äàííîé ìèøåíè. Ýòîò ôàêò è
ïðåèìóùåñòâî äîáàâëåíè  ê äàííîìó áåëêó ëèøü òîëüêî îäíîãî ÏÝÃ (êîòîðîå, êàê áûëî
ïîêàçàíî, áåçîïàñíî äë  èñïîëüçîâàíè  â òåðàïåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòàõ äë  ëå÷åíè 
÷åëîâåêà) äåëàåò ýòîò ñïîñîá èäåàëüíûì äë  ìîäèôèêàöèè α -Gal A.

Äë  ïðèñîåäèíåíè  ÏÝÃ ê áåëêàì èìåþòñ  ÷åòûðå âîçìîæíûõ ñàéòà: (1) àìèíîãðóïïû
(N-êîíåö è ëèçèí); (2) êàðáîêñèëüíûå ãðóïïû (àñïàðàãèíîâà  êèñëîòà è ãëóòàìèíîâà 
êèñëîòà); (3) ñóëüôãèäðèëüíûå ãðóïïû (öèñòåèí) è (4) óãëåâîäíûå ãðóïïû (àëüäåãèäû,
ïðîäóöèðóåìûå ïîñëå îáðàáîòêè ïåðèîäàòîì). Ïðèñîåäèíåíèå ê êàðáîêñèëüíûì ãðóïïàì
áåëêîâ è ê àëüäåãèäíûì ãðóïïàì íà óãëåâîäàõ òðåáóåò èñïîëüçîâàíè  ðåàãåíòà ÏÝÃ ñ
íóêëåîôèëüíîé àìèíîãðóïïîé. Ýòîò õèìè÷åñêèé ïðîöåññ ìåí åò ðI ôåðìåíòà α -Gal À
ïîñëå ñâ çûâàíè  îòðèöàòåëüíî çàð æåííûõ êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï ñ ÏÝÃ. Ëþáûå
èçìåíåíè  ðI ìîãóò âëè òü íà áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü α -Gal À. Áîëåå òîãî, ñâ çûâàíèå
ÏÝÃ ñ óãëåâîäíûìè öåï ìè ìîæåò âëè òü íà ïîãëîùåíèå α -Gal À ïîñðåäñòâîì ðåöåïòîðà
Ì6Ð, êîòîðûé èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Õèìè÷åñêèé ïðîöåññ
ñ èñïîëüçîâàíèåì ñóëüôãèäðèëà òàêæå âëè åò íà ôèçè÷åñêóþ ñòðóêòóðó äàííîé ìîëåêóëû,
à ïîýòîìó åãî èñïîëüçîâàòü íå ðåêîìåíäóåòñ .

Îáùåèçâåñòíûå ìåòîäû ÏÝÃèëèðîâàíè  ïîçâîë þò îáðàçîâûâàòü àìèäíóþ ñâ çü ìåæäó
àìèíîãðóïïàìè áåëêà è ìåòîêñèãðóïïîé íà ìîíîìåòîêñè-ÏÝÃ. NHS-ÏÝÃ  âë åòñ 
êîììåð÷åñêè äîñòóïíûì è ïîçâîë åò îáðàçîâûâàòü àìèäíóþ ñâ çü ìåæäó áåëêîì è ÏÝÃ.
Îäíàêî îáðàçîâàíèå àìèäíîé ñâ çè èçìåí åò ðI, ÷òî îáóñëîâëåíî ïîòåðåé ïîëîæèòåëüíîãî
çàð äà ãðóïïû �NH2.

Ñïîñîá ïðèñîåäèíåíè  ÏÝÃ ê α -Gal À áåç âëè íè  íà åãî ðI ïðåäóñìàòðèâàåò
èñïîëüçîâàíèå òðåçèë-ÏÝÃ. Òðåçèë-ÏÝÃ ïðèñîåäèí åòñ  ÷åðåç àìèíîãðóïïû è îáðàçóåò
ñòàáèëüíûé âòîðè÷íûé àìèí. Âòîðè÷íûå àìèíû èìåþò òî ïðåèìóùåñòâî, ÷òî îíè
ñîõðàí þò ïîëîæèòåëüíûé çàð ä àìèíîãðóïïû. Ðåàãåíò òðåçèë-ÏÝÃ  âë åòñ  êîììåð÷åñêè
äîñòóïíûì è ñòàáèëüíûì â êà÷åñòâå ëèîôèëèçîâàííîãî è âûñóøåííîãî ïîðîøêà.
Òðåçèë-ÏÝÃ áûë òùàòåëüíî îõàðàêòåðèçîâàí è áûëè õîðîøî îïðåäåëåíû åãî ðåàêöè  è
ïîáî÷íûå ïðîäóêòû. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ýòèì, â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè 
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , ïðåïàðàò α -Gal À ïîäâåðãàþò êîìïëåêñîîáðàçîâàíèþ ñ
èñïîëüçîâàíèåì òðåçèëìîíîìåòîêñè-ÏÝÃ (ÒÌÏÝÃ), â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àþò
ÏÝÃèëèðîâàííûé-α -Gal À. Çàòåì ÏÝÃèëèðîâàííûé-α -Gal À î÷èùàþò ñ ïîëó÷åíèåì
âûäåëåííîãî ÏÝÃèëèðîâàííîãî α -Gal A.

Ñõåìàòè÷åñêà  ðåàêöè 

α -Gal À ñîäåðæèò 18 àìèíîãðóïï, 17 ε -àìèíîãðóïï (ëèçèí) è îäíó α -àìèíîãðóïïó
(N-êîíåö). Ýòà ðåàêöè  ìîæåò áûòü îòðåãóëèðîâàíà äë  ïðîäóöèðîâàíè  α -Gal À ñ
ìèíèìàëüíûìè çàìåíàìè, à çàòåì ìîëåêóëû ñ îäíèì ÏÝÃ íà ìîëåêóëó èëè ñ íàèìåíüøèì
ñðåäíèì ÷èñëîì ãðóïï ÏÝÃ íà ìîëåêóëó ìîãóò áûòü î÷èùåíû îò íåçàìåùåííûõ ôîðì è
ôîðì ñ ìíîæåñòâîì çàìåí. Ìíîæåñòâî çàìåí íà α -Gal À ìîæåò íåçíà÷èòåëüíî âëè òü íà
áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâíîñòü, à ïîýòîìó êîíå÷íûé ïðîäóêò ìîæåò ñîäåðæàòü ãåòåðîãåííóþ
ñìåñü èç 1-18 ïðèñîåäèíåííûõ ìîëåêóë ÏÝÃ. Óðîâåíü çàìåíû çàâèñèò îò óðîâí 
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îñòàòî÷íîé ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñíèæåíèå ôåðìåíòàòèâíîé
àêòèâíîñòè ìîæåò áûòü êîìïåíñèðîâàíî ïîâûøåííûì òåðàïåâòè÷åñêèì ýôôåêòîì,
äîñòèãíóòûì â ðåçóëüòàòå óâåëè÷åíè  âðåìåíè ïîëóæèçíè â êðîâîòîêå è ñíèæåíè 
ñïîñîáíîñòè ê èììóííîìó ðàñïîçíàâàíèþ α -Gal À. Òàêèì îáðàçîì, ïðè ðàçðàáîòêå
ïðîäóêòà ÏÝÃ-α -Gal À îòíîøåíèå ÏÝÃ ê α -Gal A äîëæíî çàâèñåòü îò áèîëîãè÷åñêîé
àêòèâíîñòè, à íå òîëüêî îò ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè.

Ðåàêöè  ÏÝÃèëèðîâàíè  òðåáóåò êîíòðîë  çà ðÍ, ñîñòàâîì áóôåðà è êîíöåíòðàöèåé
áåëêà. Íóæíûå ðåàêöèîííûå óñëîâè  ìîãóò áûòü äîñòèãíóòû ïóòåì ïðîâåäåíè  ñòàäèè
óëüòðàôèëüòðàöèè/äèàôèëüòðàöèè, êîòîðà  â íàñòî ùåå âðåì  èñïîëüçóåòñ  â
ïðîìûøëåííîì ïðîèçâîäñòâå. Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ðåàêöèåé òðåçèë-ÏÝÃ áûñòðî
ñîëþáèëèçèðóåòñ  â âîäå ïðè íåïðåðûâíîì ïåðåìåøèâàíèè. Çàòåì ýòîò ðàñòâîð
äîáàâë þò ê ïîëó÷åííîé α -Gal A è îñòàâë þò äë  ðåàêöèè â òå÷åíèå êîíòðîëèðóåìîãî
ïåðèîäà âðåìåíè è ïðè ðåãóëèðóåìîé òåìïåðàòóðå (íàïðèìåð, íà 2 ÷àñà ïðè 250° Ñ).
ÏÝÃèëèðîâàíèå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïåðåä êîíå÷íîé ïðîöåäóðîé î÷èñòêè, êîòîðà 
ïîçâîë åò èçáåæàòü ïðîâåäåíè  ñòàäèé ïðèñîåäèíåíè  äî ïðîöåäóðû î÷èñòêè. Ïîñëå
çàâåðøåíè  ïðèñîåäèíåíè  ÏÝÃ- α -Gal À îáðàáàòûâàþò ïóòåì ïðîâåäåíè  îñòàëüíûõ
ñòàäèé î÷èñòêè. Îñóùåñòâëåíèå ðåàêöèè ïåðåä õðîìàòîãðàôèåé íà êîëîíêå Q
(àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè) ïîçâîë åò ïðîâåñòè äâå ñòàäèè î÷èñòêè äë  óäàëåíè 
ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ ðåàêöèè. Ïîñêîëüêó ÏÝÃ íå ñîäåðæèò êàêîãî-ëèáî îòðèöàòåëüíîãî
çàð äà, îí íå áóäåò óäåðæèâàòüñ  Q-ñåôàðîçîé® è áóäåò ýëþèðîâàòüñ  â ïóñòîì îáúåìå.

Ñòåïåíü ÏÝÃèëèðîâàíè  ìîæåò áûòü îïðåäåëåíà èçâåñòíûìè  ìåòîäàìè. Òàê, íàïðèìåð,
ôëóîðåñêàìèí ôëóîðåñöèðóåò ïðè  ñâ çûâàíèè ñ α -àìèíî- è ε -àìèíîãðóïïàìè áåëêîâ.
Ïðîöåíò ïîòåðè ôëóîðåñöåíöèè ïîñëå ÏÝÃèëèðîâàíè  ñîîòâåòñòâóåò ïðîöåíòíîìó
îòíîøåíèþ ñâ çàííîãî ÏÝÃ ê α -Gal À. Äë  îïðåäåëåíè  êîíöåíòðàöèè áåëêà ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàí ÂÑÀ-àíàëèç Ïèðñà (Pierce) íà îáùèé áåëîê. Äë  îöåíêè ýôôåêòà
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ÏÝÃ-α -Gal À èñïîëüçóþò àíàëèç íà àêòèâíîñòü
ìåòèëóìáåëëèôåðèë-α -D-ãàëàêòîïèðàíîçèäà (4-MUF-α -Gal). α -Gal À ñîäåðæèò Ì6Ð,
êîòîðûé íåîáõîäèì äë  ïîãëîùåíè  ëèçîñîìàìè. Âëè íèå ÏÝÃ íà óçíàâàíèå
Ì6Ð-ðåöåïòîðîì ìîæåò áûòü îöåíåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì êëåòî÷íîãî àíàëèçà äë 
ìîíèòîðèíãà ïîãëîùåíè  ÏÝÃ-α -Gal À ëèçîñîìàìè êëåòîê.

Ñïîñîáû ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal A
Êîìïîçèöèè íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  (òî åñòü ñîäåðæàùèå ðàçëè÷íûå

ãëèêîôîðìû α -Gal À) ìîãóò áûòü ââåäåíû ëþáûì ñïîñîáîì, ñîâìåñòèìûì ñ äàííûì
ïðåïàðàòîì α -Gal À. Î÷èùåííûé ïðåïàðàò α -Gal À ìîæåò áûòü ââåäåí èíäèâèäóóìàì, ó
êîòîðûõ âûðàáàòûâàåòñ  íåäîñòàòî÷íîå êîëè÷åñòâî áåëêà α -Gal À èëè äåôåêòíûé
áåëîê α -Gal À, ëèáî èíäèâèäóóìàì, íà êîòîðûõ α -Gal À-òåðàïè  îêàçûâàåò áëàãîïðè òíîå
âîçäåéñòâèå. Òåðàïåâòè÷åñêèå ïðåïàðàòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü ââåäåíû
èíäèâèäóóìó ëþáûì ïîäõîä ùèì ñïîñîáîì, íåïîñðåäñòâåííî (íàïðèìåð, ìåñòíî, ïóòåì
èíúåöèðîâàíè , èìïëàíòàöèè èëè íàðóæíîãî íàíåñåíè  íà ó÷àñòîê òêàíè) èëè ñèñòåìíî
(íàïðèìåð, ïåðîðàëüíî èëè ïàðåíòåðàëüíî).

Ñïîñîá ââåäåíè  ìîæåò áûòü ïåðîðàëüíûì èëè ïàðåíòåðàëüíûì, âêëþ÷à 
âíóòðèâåííîå, ïîäêîæíîå, âíóòðèàðòåðèàëüíîå, âíóòðèáðþøèííîå, âíóòðèãëàçíîå,
âíóòðèìûøå÷íîå, òðàíñáóêêàëüíîå, ðåêòàëüíîå, âàãèíàëüíîå, èíòðàîðáèòàëüíîå,
èíòðàöåðåáðàëüíîå, ÷ðåñêîæíîå, âíóòðè÷åðåïíîå, èíòðàñïèíàëüíîå, èíòðàâåíòðèêóë ðíîå,
âíóòðèîáîëî÷å÷íîå, èíòðàöèñòåðíàëüíîå, èíòðàêàïñóë ðíîå, âíóòðèëåãî÷íîå,
èíòðàíàçàëüíîå, ÷ðåçñëèçèñòîå è òðàíñäåðìàëüíîå ââåäåíèå èëè ââåäåíèå ïóòåì
èíãàë öèè. Ñïîñîáû, àïïàðàò è ëåêàðñòâåííûå ïðåïàðàòû äë  âíóòðèëåãî÷íîé äîñòàâêè
îïèñàíû, íàïðèìåð, â ïàòåíòàõ ÑØÀ 5785049, 5780019 è 5775320, êàæäûé èç êîòîðûõ
ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñïîñîáîì
÷ðåñêîæíîé äîñòàâêè  âë åòñ  èîíîôîðåòè÷åñêà  äîñòàâêà ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïëàñòûðåé; ïðèìåð òàêîé äîñòàâêè îïèñàí â ïàòåíòå ÑØÀ 5843015,
êîòîðûé ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè.
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Îñîáåííî ýôôåêòèâíûì  âë åòñ  ââåäåíèå ïóòåì ïîäêîæíîãî èíúåöèðîâàíè .
Ïðåïàðàò α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èçãîòàâëèâàþò òàê, ÷òîáû âñ  òðåáóåìà  äîçà
ìîãëà áûòü ââåäåíà â âèäå îäíîé èíúåêöèè â êîëè÷åñòâå îäíîãî èëè äâóõ ìèëëèëèòðîâ.

Äë  ïîëó÷åíè  îáúåìà èíúåêöèè â îäèí èëè äâà ìèëëèëèòðà ïðåïàðàò α -Gal À
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èçãîòîâëåí â êîíöåíòðàöèè, ïðè êîòîðîé
ïðåäïî÷òèòåëüíà  äîçà äîñòàâë åòñ  â îáúåìå îò îäíîãî äî äâóõ ìèëëèëèòðîâ, ëèáî ýòîò
ïðåïàðàò α -Gal À ìîæåò áûòü èçãîòîâëåí â ëèîôèëèçîâàííîé ôîðìå, êîòîðóþ ðàçâîä ò â
âîäå èëè â ñîîòâåòñòâóþùåì ôèçèîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìîì áóôåðå íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä ââåäåíèåì. Ïîäêîæíûå èíúåêöèè ïðåïàðàòîâ α -Gal À èìåþò òî ïðåèìóùåñòâî, ÷òî
îíè óäîáíû äë  ïàöèåíòà, à â ÷àñòíîñòè ïîçâîë þò åìó ââîäèòü èíúåêöèè ñàìîñòî òåëüíî,
÷òî òàêæå ïðèâîäèò ê áîëåå ïðîäîëæèòåëüíîìó âðåìåíè ïîëóæèçíè â ïëàçìå ïî ñðàâíåíèþ,
íàïðèìåð, ñ âíóòðèâåííûì ââåäåíèåì. Óâåëè÷åíèå ïðîäîëæèòåëüíîñòè ïîëóæèçíè â
ïëàçìå ïðèâîäèò ê ïîääåðæàíèþ ýôôåêòèâíûõ óðîâíåé α -Gal À â ïëàçìå â òå÷åíèå áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè, áëàãîïðè òíûé ýôôåêò êîòîðûõ çàêëþ÷àåòñ  â
óâåëè÷åíèè âîçäåéñòâè  èíúåöèðîâàííîãî α -Gal À íà êëèíè÷åñêè ïîðàæåííûå òêàíè è òåì
ñàìûì â óâåëè÷åíèè ïîãëîùåíè  α -Gal À óêàçàííûìè òêàí ìè. Ýòî îêàçûâàåò áîëåå
áëàãîïðè òíîå âîçäåéñòâèå íà ïàöèåíòà è/èëè ïîçâîë åò ñíèçèòü ÷àñòîòó ââåäåíè . Áîëåå
òîãî, âìåñòå ñ ïðåïàðàòàìè α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , îáñóæäàåìûìè â íàñòî ùåì
îïèñàíèè, ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí ð ä óñòðîéñòâ, ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  óäîáñòâà
ïàöèåíòà, òàêèõ êàê óñòðîéñòâî äë  èíúåêöèé â âèäå ïåðüåâîé ðó÷êè äë  èíúåêöèè ñ
çàïðàâêîé è óñòðîéñòâî äë  áåçûãîëüíîãî ââåäåíè .

Ââåäåíèå ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïóòåì ïåðèîäè÷åñêèõ èíúåêöèé áîëþñà äàííîãî
ïðåïàðàòà ëèáî îíî ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïóòåì âíóòðèâåííîãî èëè
âíóòðèáðþøèííîãî ââåäåíè  èç ðåçåðâóàðà, êîòîðûé ìîæåò áûòü âíåøíèì (íàïðèìåð,
áàëëîí äë  i.v.) èëè âíóòðåííèì (íàïðèìåð, áèîëîãè÷åñêè ðàçëàãàåìûé èìïëàíòàò,
áèîëîãè÷åñêèé èñêóññòâåííûé îðãàí èëè ïîïóë öè  èìïëàíòèðîâàííûõ α -Gal
À-ïðîäóöèðóþùèõ êëåòîê). Ñì., íàïðèìåð, ïàòåíòû ÑØÀ 4407957 è 5798113, êàæäûé èç
êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Ñïîñîáû è àïïàðàò äë 
âíóòðèëåãî÷íîãî ââåäåíè  îïèñàíû, íàïðèìåð, â ïàòåíòàõ ÑØÀ 5654007, 5780014 è
5814607, êàæäûé èç êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Äðóãèå
ýôôåêòèâíûå ñèñòåìû äë  ïàðåíòåðàëüíîé äîñòàâêè ïðåäóñìàòðèâàþò èñïîëüçîâàíèå
÷àñòèö èç ñîïîëèìåðà ýòèëåíà-âèíèëàöåòàòà, îñìîòè÷åñêèõ íàñîñîâ, èìïëàíòèðóåìûõ
ñèñòåì äë  èíôóçèé, íàñîñîâ äë  äîñòàâêè, èíêàïñóëèðîâàííûõ êëåòîê, ëèïîñîì, èíúåêöèé
ñ ïðèìåíåíèåì èãë, áåçûãîëüíîãî âïðûñêèâàíè , èíãàë òîðà, àýðîçîëüíîãî ðàñïûëèòåë ,
ýëåêòðîïîðàöèè è ïëàñòûð  äë  ÷ðåñêîæíîé äîñòàâêè. Óñòðîéñòâî äë  áåçûãîëüíîãî
âïðûñêèâàíè  îïèñàíî â ïàòåíòàõ ÑØÀ 5879327; 5520639, 5846233 è 5704911, ñîäåðæàíèå
êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Óêàçàííûìè ñïîñîáàìè
ìîæåò áûòü ââåäåí ëþáîé èç âûøåîïèñàííûõ ïðåïàðàòîâ α -Gal A.

Ñïîñîá ââåäåíè  è êîëè÷åñòâî äîñòàâë åìîãî áåëêà ìîæåò îïðåäåë òüñ  ôàêòîðàìè,
õîðîøî èçâåñòíûìè ñïåöèàëèñòàì. Êðîìå òîãî, ñïåöèàëèñòàì èçâåñòíî, ÷òî ñïîñîá
ââåäåíè  è äîçà òåðàïåâòè÷åñêîãî áåëêà ìîãóò âàðüèðîâàòüñ  äë  äàííîãî ïàöèåíòà äî òåõ
ïîð, ïîêà íå áóäåò ïîëó÷åí òåðàïåâòè÷åñêèé óðîâåíü äîç.

Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  áåëêà α -Gal À
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå, êðîìå òîãî, îòíîñèòñ  ê íîâûì êîìïîçèöè ì ïðåïàðàòà α -Gal

À, êîòîðûå, â îñíîâíîì, íå ñîäåðæàò áåëêîâ, íå  âë þùèõñ  α -Gal À, òàêèõ êàê àëüáóìèí,
áåëêè íå-α -Gal À, ïðîäóöèðóåìûå êëåòêîé-õîç èíîì, èëè áåëêè, âûäåëåííûå èç òêàíè èëè
ôèçèîëîãè÷åñêîé æèäêîñòè æèâîòíîãî.

Äàííûé ïðåïàðàò ïðåäïî÷òèòåëüíî âêëþ÷àåò ÷àñòü âîäíîé èëè ôèçèîëîãè÷åñêè
ñîâìåñòèìîé æèäêîé ñóñïåíçèè èëè ðàñòâîðà. Íîñèòåëü èëè íàïîëíèòåëü  âë þòñ 
ôèçèîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûìè òàê, ÷òîáû ïðè èõ äîáàâëåíèè äë  äîñòàâêè íóæíîãî
ïðåïàðàòà ïàöèåíòó îíè íå îêàçûâàëè êàêîãî-ëèáî íåãàòèâíîãî âëè íè  íà ýëåêòðîëèòíûé
è/èëè îáúåìíûé áàëàíñ ïàöèåíòà. Èñïîëüçóåìûå ðàñòâîðû äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè 
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ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ëþáûìè ìåòîäàìè, õîðîøî èçâåñòíûìè â ôàðìàöåâòè÷åñêîé
ïðàêòèêå. Ñì., íàïðèìåð, Remingtons Pharmaceutical Sciences (Gennaro A. ed.), Mack Pub.,
1990. Ìîãóò áûòü òàêæå èñïîëüçîâàíû êîìïîçèöèè, íå ïðåäíàçíà÷åííûå äë 
ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè , òàêèå êàê ñóïïîçèòîðèè è êîìïîçèöèè äë  ïåðîðàëüíîãî
ââåäåíè .

Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû äàííà  êîìïîçèöè  ñîäåðæàëà íàïîëíèòåëü. Ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìûìè íàïîëíèòåë ìè äë  α -Gal À, êîòîðûå ìîãóò áûòü âêëþ÷åíû â óêàçàííóþ
êîìïîçèöèþ,  âë þòñ  áóôåðû, òàêèå êàê öèòðàòíûé áóôåð, ôîñôàòíûé áóôåð, àöåòàòíûé
áóôåð è áèêàðáîíàòíûé áóôåð, àìèíîêèñëîòû, ìî÷åâèíà, ñïèðòû, àñêîðáèíîâà  êèñëîòà,
ôîñôîëèïèäû; áåëêè, òàêèå êàê ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí, êîëëàãåí è æåëàòèí; ñîëè, òàêèå
êàê EDTA èëè EGTA è õëîðèä íàòðè ; ëèïîñîìû; ïîëèâèíèëïèððîëèäîí; ñàõàðà, òàêèå êàê
äåêñòðàí, ìàííèò, ñîðáèò è ãëèöåðèí; ïðîïèëåíãëèêîëü è ïîëèýòèëåíãëèêîëü (íàïðèìåð,
ÏÝÃ-4000, ÏÝÃ-6000); ãëèöåðèí; ãëèöèí èëè äðóãèå àìèíîêèñëîòû; ëèïèäû. Áóôåðíûìè
ñèñòåìàìè, èñïîëüçóåìûìè äë  ïðåïàðàòîâ α -Gal À,  âë þòñ  öèòðàòíûå, àöåòàòíûå,
áèêàðáîíàòíûå è ôîñôàòíûå áóôåðû (âñå ýòè áóôåðû ïîñòàâë þòñ  ôèðìîé Sigma).
Ïðåäïî÷òèòåëüíûì áóôåðîì äë  îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ 
ôîñôàòíûé áóôåð. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ðÍ äë  ïðåïàðàòîâ α -Gal À  âë åòñ  ðÍ 4,5-7,4.

Óêàçàííà  êîìïîçèöè  òàêæå ïðåäïî÷òèòåëüíî ñîäåðæèò íåèîíîãåííûé äåòåðãåíò.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûìè íåèîíîãåííûìè äåòåðãåíòàìè  âë þòñ  ïîëèñîðáàò 20, ïîëèñîðáàò
80, òðèòîí Õ-100, òðèòîí Õ-114, íîíèäåò Ð-40, îêòèë-α -ãëþêîçèä, îêòèë-β -ãëþêîçèä, Brij
35, ïëþðîíèê è òâèí 20 (âñå îíè ïîñòàâë þòñ  ôèðîìîé Sigma).

Îñîáåííî ïðåäïî÷òèòåëüíà  êîìïîçèöè  ñîäåðæèò íåèîíîãåííûé äåòåðãåíò ïîëèñîðáàò
20 èëè ïîëèñîðáàò 80 è çàáóôåðåííûé ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð,
ïðåäïî÷òèòåëüíåå âñåãî ïðè ðÍ 6.

Äë  ëèîôèëèçàöèè ïðåïàðàòîâ α -Gal À êîíöåíòðàöè  áåëêà ìîæåò ñîñòàâë òü 0,1-10
ìã/ìë. Ê ñìåñè äë  ëèîôèëèçàöèè ìîãóò áûòü äîáàâëåíû àãåíòû, ïðèäàþùèå îáúåì, òàêèå
êàê ãëèöèí, ìàííèò, àëüáóìèí è äåêñòðàí. Êðîìå òîãî, ê ñìåñè äë  ëèîôèëèçàöèè ìîãóò
áûòü äîáàâëåíû âîçìîæíûå êðèîçàùèòíûå âåùåñòâà, òàêèå êàê äèñàõàðèäû, àìèíîêèñëîòû
è ÏÝÃ. Ìîãóò áûòü òàêæå äîáàâëåíû ëþáûå áóôåðû, íàïîëíèòåëè è äåòåðãåíòû,
ïåðå÷èñëåííûå âûøå.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîé êîìïîçèöèè êîíöåíòðàöè  α -Gal À äë  èíúåêöèè ñîñòàâë åò 1
ìã/ìë.

Äë  ïîääåðæàíè  äàííîãî àãåíòà â íóæíîì ó÷àñòêå êîìïîçèöèè äë  ââåäåíè  ìîãóò
âêëþ÷àòü ãëèöåðèí è äðóãèå êîìïîçèöèè ñ âûñîêîé â çêîñòüþ. Äë  ðåãóë öèè
âûñâîáîæäåíè  àãåíòà in vivo ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû íàïîëíèòåëè, òàêèå êàê
áèîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûå ïîëèìåðû, à ïðåäïî÷òèòåëüíî áèîëîãè÷åñêè ðåñîðáèðóåìûå,
áèîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûå ïîëèìåðû (âêëþ÷à , íàïðèìåð, ïîëèìåðû ãèàëóðîíîâîé
êèñëîòû, êîëëàãåíà, ïîëèáóòèðàòà, ëàêòèäà è ãëèêîëèäà è ñîïîëèìåðû ëàêòèäà/ãëèêîëèäà).
Êîìïîçèöèè äë  ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè  ìîãóò âêëþ÷àòü ãëèêîõîëàò äë 
òðàíñ-áóêêàëüíîãî ââåäåíè , ìåòîêñèñàëèöèëàò äë  ðåêòàëüíîãî ââåäåíè  èëè ëèìîííóþ
êèñëîòó äë  âàãèíàëüíîãî ââåäåíè . Ñóïïîçèòîðèè äë  ðåêòàëüíîãî ââåäåíè  ìîãóò áûòü
ïîëó÷åíû ïóòåì ñìåøèâàíè  ïðåïàðàòîâ α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ñ
íåðàçäðàæàþùèì íàïîëíèòåëåì, òàêèì êàê ìàñëî êàêàî èëè ñ äðóãèìè êîìïîçèöè ìè,
êîòîðûå  âë þòñ  òâåðäûìè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è æèäêèìè ïðè òåìïåðàòóðå òåëà.

Êîìïîçèöèè äë  ââåäåíè  ïóòåì èíãàë öèè ìîãóò ñîäåðæàòü ëàêòîçó èëè äðóãèå
íàïîëíèòåëè, ëèáî îíè ìîãóò ïðåäñòàâë òü ñîáîé âîäíûå ðàñòâîðû, êîòîðûå ìîãóò
ñîäåðæàòü ïîëèîêñèýòèëåí-9-ëàóðèëîâûé ýôèð, ãëèêîõîëàò èëè äåçîêñèêîõîëàò.
Ïðåäïî÷òèòåëüíûì àýðîçîëåì äë  èíãàë öèè  âë åòñ  àýðîçîëü, õàðàêòåðèçóþùèéñ  òåì,
÷òî îí èìååò ÷àñòèöû ñ íåáîëüøîé ïëîòíîñòüþ ïî ìàññå è êðóïíîãî ðàçìåðà. ×àñòèöû ñ
ïëîòíîñòüþ ïî ìàññå ìåíåå ÷åì 0,4 ãðàììà íà êóáè÷åñêèé ñàíòèìåòð è ñðåäíèì
äèàìåòðîì, ïðåâûøàþùèì 5 ìêì, ñïîñîáñòâóþò ýôôåêòèâíîé äîñòàâêå òåðàïåâòè÷åñêèõ
ñðåäñòâ â êðîâîòîê ïóòåì èíãàë öèè. Òàêèå ÷àñòèöû âäûõàþòñ  âãëóáü ëåãêèõ è óäàë þòñ 
èç ëåãêèõ â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåõàíèçìàìè ïðèðîäíîãî êëèðåíñà äî òåõ ïîð, ïîêà âäûõàåìûå
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÷àñòèöû íå äîñòàâ ò ñâîå öåííîå òåðàïåâòè÷åñêîå ñîäåðæèìîå (Edwards et al., Science 276:
1868-1872 (1997)). Ïðåïàðàòû α -Gal À íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü ââåäåíû â
ôîðìå àýðîçîëåé, íàïðèìåð, ìåòîäàìè ïîëó÷åíè  è èçãîòîâëåíè  êîìïîçèöèé, êàê îïèñàíî
â ïàòåíòàõ ÑØÀ 5654007, 5780014 è 5814607, êàæäûé èç êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå
îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Êîìïîçèöè  äë  èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíè  ìîæåò âêëþ÷àòü
ìàñë íûå ðàñòâîðû äë  ââåäåíè  â âèäå êàïåëü â íîñ èëè â âèäå ãåë  äë 
èíòðàíàçàëüíîãî ââåäåíè .

Êîìïîçèöèè äë  ìåñòíîãî íàíåñåíè  íà ïîâåðõíîñòü êîæè ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ïóòåì
äèñïåðãèðîâàíè  ïðåïàðàòà α -Gal À â äåðìàòîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîì íîñèòåëå, òàêîì êàê
ëîñüîí, êðåì, ìàçü èëè ìûëî. Îñîáåííî ïîëåçíûìè  âë þòñ  íîñèòåëè, ñïîñîáíûå
îáðàçîâûâàòü ïëåíêó èëè ñëîé íà êîæå äë  ëîêàëèçàöèè â ìåñòå íàíåñåíè  è
ïðåäóïðåæäåíè  óäàëåíè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà. Äë  ëîêàëüíîãî ââåäåíè  âî
âíóòðåííèå ïîâåðõíîñòè òêàíåé ïðåïàðàò α -Gal À ìîæåò áûòü äèñïåðãèðîâàí â æèäêîì
òêàíåâîì êëåå èëè â äðóãîì âåùåñòâå, î êîòîðîì èçâåñòíî, ÷òî îí ñïîñîáñòâóåò óñèëåíèþ
àäñîðáöèè íà ïîâåðõíîñòè òêàíè. Òàê, íàïðèìåð, äë  äîñòàâêè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà
÷åðåç ñëèçèñòóþ îáîëî÷êó áûëè îïèñàíû íåêîòîðûå àäãåçèâû äë  ñëèçèñòûõ è òàáëåòêè
äë  ðàñòâîðåíè  â ùå÷íîì êàðìàíå, òàêèå êàê ïðåïàðàòû, îïèñàííûå â ïàòåíòàõ ÑØÀ
4740365, 4764378 è 5780045, êàæäûé èç êîòîðûõ ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå
ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Ìîãóò áûòü òàêæå âêëþ÷åíû ðàñòâîðû ãèäðîêñèïðîïèëöåëëþëàçû èëè
ôèáðèíîãåíà/òðîìáèíà. Àëüòåðíàòèâíî, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû ðàñòâîðû äë  íàíåñåíè 
íà òêàíü, òàêèå êàê ïåêòèíñîäåðæàùèå êîìïîçèöèè.

Ïðåïàðàòû íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîãóò áûòü èçãîòîâëåíû â êîíòåéíåðàõ, ïîäõîä ùèõ
äë  ïîääåðæàíè  ñòåðèëüíîñòè, çàùèòû àêòèâíîñòè àêòèâíûõ èíãðåäèåíòîâ â ïðîöåññå
ñîîòâåòñòâóþùåãî ðàñïðåäåëåíè  è õðàíåíè , è îáåñïå÷åíè  óäîáñòâà è äîñòóïíîñòè
äàííîãî ïðåïàðàòà äë  ââåäåíè  ïàöèåíòó. Èíúåöèðóåìà  êîìïîçèöè  ïðåïàðàòà α -Gal À
ìîæåò áûòü ïîìåùåíà â çàêðûâàþùèéñ  ñîñóä, ïîäõîä ùèé äë  èçâëå÷åíè  ñîäåðæèìîãî
ñ èñïîëüçîâàíèåì èãëû è øïðèöà. Äàííûé ñîñóä ìîæåò áûòü ïðåäíàçíà÷åí ëèáî äë 
îäíîðàçîâîãî, ëèáî äë  ìíîãîêðàòíîãî èñïîëüçîâàíè . Óêàçàííûé ïðåïàðàò ìîæåò áûòü
òàêæå èçãîòîâëåí â âèäå ïðåäâàðèòåëüíî çàïîëíåííîãî øïðèöà. Â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ
ñîäåðæèìîå ìîæåò ïðèñóòñòâîâàòü â âèäå æèäêîé êîìïîçèöèè, à èíîãäà îíî ìîæåò
íàõîäèòüñ  â ñóõîì èëè ëèîôèëèçîâàííîì ñîñòî íèè, ïðè êîòîðîì, â íåêîòîðûõ ñëó÷à õ,
ìîæåò ïîòðåáîâàòüñ  ðàçâåäåíèå ñòàíäàðòíûì èëè ãîòîâûì ðàçáàâèòåëåì äî æèäêîãî
ñîñòî íè . Åñëè äàííûé ïðåïàðàò ïîñòàâë åòñ  â âèäå æèäêîñòè äë  âíóòðèâåííîãî
ââåäåíè , òî îí ìîæåò áûòü èçãîòîâëåí â âèäå ñòåðèëüíîãî ïàêåòà èëè êîíòåéíåðà,
ïîäõîä ùåãî äë  ïîäñîåäèíåíè  ê òðóáêå èëè ê êàòåòåðó äë  âíóòðèâåííîãî ââåäåíè . Â
ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòàõ îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåïàðàòû
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïîñòàâë þòñ  ëèáî â âèäå æèäêèõ, ëèáî â âèäå ïîðîøêîîáðàçíûõ
êîìïîçèöèé â óñòðîéñòâàõ, êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò óäîáíîå ââåäåíèå çàðàíåå
óñòàíîâëåííîé äîçû äàííîãî ïðåïàðàòà; ïðèìåðàìè òàêèõ óñòðîéñòâ  âë þòñ 
áåçûãîëüíûé âïðûñêèâàòåëü äë  ïîäêîæíîé èëè âíóòðèìûøå÷íîé èíúåêöèè è àýðîçîëüíîå
óñòðîéñòâî ñ äîçèðóåìîé ïîäà÷åé ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà. Â äðóãèõ ñëó÷à õ äàííûé
ïðåïàðàò ìîæåò áûòü èçãîòîâëåí â ôîðìå, ïîäõîä ùåé äë  ïðîëîíãèðîâàííîãî
âûñâîáîæäåíè , òàêîé êàê ïëàñòûðü èëè ïåðåâ çî÷íûé ìàòåðèàë, ïðèìåí åìûé äë 
íàíåñåíè  íà êîæó ïðè ÷ðåñêîæíîì ââåäåíèè, èëè â ôîðìå ðàçëàãàåìûõ ïðèñïîñîáëåíèé
äë  ââåäåíè  ÷åðåç ñëèçèñòóþ. Â ñëó÷à õ, êîãäà äàííûé ïðåïàðàò ââîä ò ïåðîðàëüíî â
âèäå òàáëåòêè èëè äðàæå, óêàçàííûé ïðåïàðàò ìîæåò áûòü èçãîòîâëåí â âèäå ñîñóäà ñ
óäàë åìîé âåðõíåé êðûøêîé. Ýòè êîíòåéíåðû ìîãóò áûòü ñíàáæåíû èíôîðìàöèåé, òàêîé
êàê òèï ïðåïàðàòà, èì  ïðîèçâîäèòåë  èëè ðàñïðîñòðàíèòåë , ïîêàçàíè , ïðåäïîëàãàåìûå
äîçû, èíñòðóêöèè ïî ïðàâèëüíîìó õðàíåíèþ èëè èíñòðóêöèè ïî ââåäåíèþ.

Äîçû äë  ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal A
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñïîñîáàì ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal À

ïàöèåíòó, ñòðàäàþùåìó áîëåçíüþ Ôàáðè, àòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì áîëåçíè Ôàáðè èëè
ëþáûì ñîñòî íèåì, õàðàêòåðèçóþùèìñ  ïðèñóòñòâèåì ïîíèæåííûõ óðîâíåé èëè ìóòàíòíûõ
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ôîðì α -Gal À. Äîçû äë  ââåäåíè  ñîñòàâë þò ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,05-5,0 ìã, à áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,1-0,3 ìã ïðåïàðàòà α -Gal A íà êèëîãðàìì ìàññû òåëà è ââîä òñ  ðàç â
íåäåëþ èëè ðàç â äâå íåäåëè. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè 
äîçó ïðèìåðíî 0,2 ìã/êã ââîä ò ðàç â äâå íåäåëè. Ïîâòîðíûå äîçû áåëêà íåîáõîäèìî
ðåãóë ðíî ââîäèòü â òå÷åíèå âñåé æèçíè ïàöèåíòà. Äë  ïîääåðæàíè  áîëåå
ïðîäîëæèòåëüíîãî ñèñòåìíîãî âîçäåéñòâè  ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà ìîãóò áûòü
èñïîëüçîâàíû ïîäêîæíûå èíúåêöèè. Ïîäêîæíà  äîçà ìîæåò ñîñòàâë òü â ïðåäåëàõ îò 0,01
äî 10,0 ìã, à ïðåäïî÷òèòåëüíî 0,1-5,0 ìã ïðåïàðàòà α -Gal À íà îäèí êèëîãðàìì ìàññû òåëà,
îäèí ðàç â íåäåëþ èëè ðàç â äâå íåäåëè. Äîçû ïðåïàðàòîâ α -Gal À äë  âíóòðèìûøå÷íîãî
ââåäåíè  ìîãóò áûòü òàêèìè æå èëè îòëè÷àòüñ  îò äîç äë  ïîäêîæíîãî ââåäåíè , à â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  äîçû äë  âíóòðèìûøå÷íîãî
ââåäåíè  ìîãóò áûòü ìåíüøå è ââîäèòüñ  ñ ìåíüøåé ÷àñòîòîé. Ïðåïàðàò α -Gal À ìîæåò
áûòü òàêæå ââåäåí âíóòðèâåííî, íàïðèìåð ïóòåì âíóòðèâåííîé èíúåêöèè áîëþñà,
âíóòðèâåííîé èíúåêöèè ïîñðåäñòâîì ìåäëåííîé èíòóáàöèè èëè ïóòåì íåïðåðûâíîé
âíóòðèâåííîé èíôóçèè. Íåïðåðûâíà  âíóòðèâåííà  (i.v.) èíôóçè  (íàïðèìåð, â òå÷åíèå 2-6
÷àñîâ) ïîçâîë åò ïîääåðæèâàòü êîíêðåòíûå óðîâíè â êðîâîòîêå.

Àëüòåðíàòèâíûé ïðåäïî÷òèòåëüíûé ñïîñîá ââåäåíè  ïðåïàðàòà α -Gal À ïàöèåíòó
ïðåäóñìàòðèâàåò ââåäåíèå ïðåäïî÷òèòåëüíîé äîçû ïðåïàðàòà α -Gal À ðàç â íåäåëþ èëè
ðàç â äâå íåäåëè â òå÷åíèå íåñêîëüêèõ ëåò, íàïðèìåð âïëîòü äî òðåõ ëåò, âî âðåì  êîòîðûõ
ïàöèåíò íàõîäèòñ  ïîä íåïðåðûâíûì íàáëþäåíèåì äë  îöåíêè ñòàòóñà åãî èëè åå áîëåçíè.
Êëèíè÷åñêîå óëó÷øåíèå ñîñòî íè , îïðåäåë åìîå, íàïðèìåð, óëó÷øåíèåì ïî÷å÷íîé èëè
ñåðäå÷íîé ôóíêöèè èëè îáùåãî ñîñòî íè  ïàöèåíòà (íàïðèìåð, áîëåâûõ îùóùåíèé), è
óëó÷øåíèå ëàáîðàòîðíûõ ïîêàçàòåëåé, îïðåäåë åìîå, íàïðèìåð, ñíèæåíèåì óðîâíåé ÑÒÍ
â ìî÷å, â ïëàçìå èëè â òêàíè, ìîæåò ñâèäåòåëüñòâîâàòü î ñîñòî íèè çäîðîâü  ïàöèåíòà. Â
ñëó÷àå êëèíè÷åñêîãî óëó÷øåíè , íàáëþäàåìîãî ïîñëå óêàçàííîãî êóðñà ëå÷åíè  è ïåðèîäà
ìîíèòîðèíãà, ÷àñòîòà ââåäåíè  α -Gal À ìîæåò áûòü ñíèæåíà. Òàê, íàïðèìåð, ïàöèåíò,
ïîëó÷àþùèé åæåíåäåëüíûå èíúåêöèè ïðåïàðàòà α -Gal À, ìîæåò áûòü ïåðåâåäåí íà
èíúåêöèè ðàç â äâå íåäåëè. Àëüòåðíàòèâíî, ïàöèåíò, ïîëó÷àþùèé èíúåêöèè
ïðåïàðàòà α -Gal À ðàç â äâå íåäåëè, ìîæåò áûòü ïåðåâåäåí íà åæåìåñ ÷íûå èíúåêöèè.
Ïîñëå òàêîé çàìåíû ÷àñòîòû ââåäåíè  äîç ïàöèåíò äîëæåí ïðîõîäèòü îáñëåäîâàíèå â
òå÷åíèå ïîñëåäóþùèõ íåñêîëüêèõ ëåò, íàïðèìåð â òå÷åíèå òðåõ ëåò, äë  îöåíêè
êëèíè÷åñêèõ è ëàáîðàòîðíûõ ïàðàìåòðîâ, ñâ çàííûõ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè. Â
ïðåäïî÷òèòåëüíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  èçîáðåòåíè  ââîäèìóþ äîçó íå ìåí þò, åñëè
áûëà èçìåíåíà ÷àñòîòà ââåäåíè  äîç. Ýòî äàåò ãàðàíòèþ òîãî, ÷òî íåêîòîðûå
ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû (íàïðèìåð, ìàêñèìàëüíà  êîíöåíòðàöè  â ïëàçìå
[C max], âðåì  äî äîñòèæåíè  ìàêñèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè â ïëàçìå [tmax], âðåì  ïîëóæèçíè
â ïëàçìå [t1/2] è ýôôåêò, èçìåð åìûé ïî ïëîùàäè ïîä êðèâîé [AUC]) áóäóò îñòàâàòüñ 
îòíîñèòåëüíî ïîñòî ííûìè ïîñëå êàæäîé ââîäèìîé äîçû. Ïîääåðæàíèå ýòèõ
ôàðìàêîêèíåòè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ áóäåò ïðèâîäèòü ê îòíîñèòåëüíî ïîñòî ííûì óðîâí ì
îïîñðåäîâàííîãî ðåöåïòîðîì ïîãëîùåíè  α -Gal À â òêàí õ ïî ìåðå èçìåíåíè  ÷àñòîòû
ââåäåíè  äîç.

Ïàöèåíòà ñ àòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì áîëåçíè Ôàáðè, ó êîòîðîãî, íàïðèìåð,
îáíàðóæèâàþòñ  ïðåèìóùåñòâåííî ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå ïàòîëîãèè èëè ïîðàæåíè  ïî÷åê,
ïîäâåðãàþò ëå÷åíèþ ñ ïðèìåíåíèåì àíàëîãè÷íûõ ñõåì ââåäåíè  äîç, íàïðèìåð, îò 0,05 äî
5 ìã/êã ðàç â íåäåëþ èëè ðàç â äâå íåäåëè. Ïðè íåîáõîäèìîñòè ýòó äîçó êîððåêòèðóþò. Òàê,
íàïðèìåð, ó ïàöèåíòà ñ ôåíîòèïè÷åñêèì âàðèàíòîì ñåðäå÷íîé ïàòîëîãèè, êîòîðîãî
ïîäâåðãàþò ëå÷åíèþ çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèåé ôåðìåíòîì α -ãàëàêòîçèäàçîé À, áóäåò
íàáëþäàòüñ  èçìåíåíèå õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà ñåðäöà è óëó÷øåíèå ñåðäå÷íîé ôóíêöèè
ïîñëå ïðîâåäåíè  òåðàïèè. Ýòî èçìåíåíèå ìîæåò áûòü îïðåäåëåíî ñ ïîìîùüþ
ñòàíäàðòíîé ýõîêàðäèîãðàôèè, êîòîðà  ïîçâîë åò îïðåäåëèòü óâåëè÷åííóþ òîëùèíó
ñòåíîê ëåâîãî æåëóäî÷êà ó ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè (Goldman et al., J.Am. Coil. Cardiol.
7:1157-1161 (1986)). Ñåðèéíûå ýõîêàðäèîãðàôè÷åñêèå èçìåðåíè  òîëùèíû ñòåíîê ëåâîãî
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æåëóäî÷êà ìîãóò áûòü ïðîâåäåíû â ïðîöåññå òåðàïèè, à ñíèæåíèå ðàçìåðà ñòåíîê
æåëóäî÷êà  âë åòñ  ïîêàçàòåëåì òåðàïåâòè÷åñêîãî îòâåòà. Ó ïàöèåíòîâ, ïîäâåðãàåìûõ
çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè ôåðìåíòîì α -Gal À, ìîæåò áûòü òàêæå îñóùåñòâëåí
 äåðíî-ìàãíèòíûé ðåçîíàíñ (ßÌÐ) ñåðäöà. ßÌÐ ïîçâîë åò ïðîâîäèòü îöåíêó
îòíîñèòåëüíîãî ñîñòàâà äàííîé òêàíè. Òàê, íàïðèìåð, ßÌÐ ñåðäöà ó ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ
Ôàáðè ïîçâîë åò âû âèòü îòëîæåíè  ëèïèäîâ â ìèîêàðäå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûìè
ïàöèåíòàìè (Matsui et al. Am. Heart J. 117:472-474 (1989)). Ñåðèéíûå îöåíêè ßÌÐ ñåðäöà ó
ïàöèåíòîâ, ïîäâåðãàåìûõ çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè ôåðìåíòàìè, ìîãóò âû âèòü èçìåíåíè 
â îòëîæåíèè ëèïèäîâ â ñåðäöå ïàöèåíòà. Ó ïàöèåíòîâ ñ ïî÷å÷íûì ôåíîòèïè÷åñêèì
âàðèàíòîì ìîãóò òàêæå ïðî âë òüñ  áëàãîïðè òíûå ýôôåêòû îò ëå÷åíè  çàìåñòèòåëüíîé
òåðàïèåé ôåðìåíòîì α -ãàëàêòîçèäàçîé À. Ýôôåêò òåðàïèè ìîæåò áûòü îïðåäåëåí â
ñîîòâåòñòâèè ñî ñòàíäàðòíûìè òåñòàìè íà ôóíêöèþ ïî÷åê, òàêóþ êàê 24-÷àñîâîé óðîâåíü
áåëêà â ìî÷å, êëèðåíñ êðåàòèíèíà è ñêîðîñòü ãëîìåðóë ðíîé ôèëüòðàöèè. Íèæåñëåäóþùèå
ïðèìåðû ïðåäñòàâëåíû äë  áîëåå ïîëíîé èëëþñòðàöèè ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âàðèàíòîâ
îñóùåñòâëåíè  íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Ýòè ïðèìåðû íå äîëæíû ðàññìàòðèâàòüñ  êàê
îãðàíè÷åíèå îáúåìà íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè , îïðåäåëåííîãî â ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå
èçîáðåòåíè .

Ïðèìåð 1
Ïîëó÷åíèå è èñïîëüçîâàíèå êîíñòðóêöèé, ïðåäíàçíà÷åííûõ äë  äîñòàâêè è

ýêñïðåññèè α -Gal A
Áûëè ñêîíñòðóèðîâàíû äâå ýêñïðåññèîííûå ïëàçìèäû, pXAG-16 è pXAG-28. Ýòè

ïëàçìèäû ñîäåðæàò êÄÍÊ α -Gal À ÷åëîâåêà, êîäèðóþùóþ 398 àìèíîêèñëîò
ôåðìåíòà α -Gal À (áåç ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà α -Gal A); ãåíîìíóþ ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà ãîðìîíà ðîñòà ÷åëîâåêà (÷ÃÐ), êîòîðà  ïðåðûâàåòñ  ïåðâûì èíòðîíîì
ãåíà ÷ÃÐ, è Ç'-íåòðàíñëèðóåìóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü (UTS) ãåíà ÷ÃÐ, ñîäåðæàùóþ ñèãíàë
ïîëèàäåíèëèðîâàíè . Ïëàçìèäà pXAG-16 èìååò ïðåäðàííèé ïðîìîòîð öèòîìåãàëîâèðóñà
÷åëîâåêà (IE CMV) è ïåðâûé èíòðîí (ôëàíêèðîâàííûé íåêîäèðóþùèìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ýêçîíà), a pXAG-28 íàõîäèòñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà
êîëëàãåíà I α 2 è ýêçîíà 1 è òàêæå ñîäåðæèò 5'UTS ãåíà β -àêòèíà, ñîäåðæàùóþ ïåðâûé
èíòðîí ãåíà β -àêòèíà.

1.1. Êëîíèðîâàíèå ïîëíîé êÄÍÊ α -Gal À è êîíñòðóèðîâàíèå ýêñïðåññèîííîé ïëàçìèäû
pXAG-16 α -Gal A

êÄÍÊ α -Gal À ÷åëîâåêà êëîíèðîâàëè èç êÄÍÊ-áèáëèîòåêè ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà,

êîòîðà  áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ìåòîäîì, îïèñàííûì íèæå. ìÐÍÊ Poly-A + âûäåë ëè èç
ïîëíîé ÐÍÊ è ñèíòåç êÄÍÊ îñóùåñòâë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðåàãåíòîâ äë  ñèñòåìû ë ìáäà
ZapII® â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåëåé (Stratagene Inc., LaJolla, CA). Äë 
ýòîãî "ïåðâóþ öåïü" êÄÍÊ ãåíåðèðóþò ïîñðåäñòâîì îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè â ïðèñóòñòâèè
îëèãî-dÒ-ïðàéìåðà, ñîäåðæàùåãî âíóòðåííèé ñàéò ðåñòðèêòèðóþùåé ýíäîíóêëåàçû Xhol.
Ïîñëå îáðàáîòêè ÐÍÊàçîé Í êÄÍÊ ïîäâåðãàëè íèêòðàíñë öèè ïîä äåéñòâèåì
ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I ñ ãåíåðèðîâàíèåì äâóõöåïî÷å÷íîé êÄÍÊ. Ýòó êÄÍÊ çàòóïë ëè ïî êîíöàì
ïîñðåäñòâîì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû Ò4 è ëèãèðîâàëè ñ EcoRI-àäàïòîðàìè. Ïðîäóêòû ýòîãî
ëèãèðîâàíè  îáðàáàòûâàëè ÄÍÊ-êèíàçîé Ò4 è ãèäðîëèçîâàëè Xhol. êÄÍÊ ôðàêöèîíèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè íà Ñåôàêðèëå®-400. Ôðàêöèè áîëüøîãî è ñðåäíåãî ðàçìåðà
îáúåäèí ëè è êÄÍÊ ëèãèðîâàëè ñ EcoRI- è Xhol-ðàñùåïëåííûìè ïëå÷àìè ë ìáäà ZapII.
Ïðîäóêòû ýòîãî ëèãèðîâàíè  óïàêîâûâàëè è òèòðîâàëè. Ïåðâè÷íà  áèáëèîòåêà èìåëà òèòð

1,2× 107 á.î.å./ìë, à ñðåäíèé ðàçìåð âñòàâêè ñîñòàâë ë 925 ï.í.
Äë  âûäåëåíè  êÄÍÊ èñïîëüçîâàëè 210 ï.í.- çîíä, ïîëó÷åííûé îò ýêçîíà 7 ãåíà α -Gal À

÷åëîâåêà (ôèã.1, SEQ ID NO:1). Ñàì çîíä áûë âûäåëåí èç ãåíîìíîé ÄÍÊ ïóòåì
ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ èñïîëüçîâàíèåì íèæåñëåäóþùèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ:

5'-CTGGGCTGTAGCTATGATAAAC-3' (îëèãî 1; SEQ ID NO:6) è
5'-TCTAGCTGAAGCAAAACAGTG-3' (îëèãî 2; SEQ ID NO:7).
Çàòåì ýòîò ÏÖÐ-ïðîäóêò áûë èñïîëüçîâàí äë  ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè êÄÍÊ
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ôèáðîáëàñòîâ, è ïîëîæèòåëüíûå êëîíû áûëè âûäåëåíû, à çàòåì îõàðàêòåðèçîâàíû. Îäèí
ïîëîæèòåëüíûé êëîí, ôàã ÇÀ, âûðåçàëè ñîãëàñíî ïðîòîêîëó âûðåçàíè  ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñèñòåìû ë ìáäà ZapII (Stratagene, Inc., La Jolla, CA) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè
ïðîèçâîäèòåëåé. Ýòà ïðîöåäóðà ïîçâîë ëà ïîëó÷èòü ïëàçìèäó pBSAG3A, êîòîðà  ñîäåðæèò
êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal À â ïëàçìèäíîì ñêåëåòå Bluescript II SK .
Ñåêâåíèðîâàíèå ÄÍÊ âû âèëî, ÷òî ýòà ïëàçìèäà íå ñîäåðæèò ïîëíîãî 5'-êîíöà
êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ñëåäîâàòåëüíî, 5'-êîíåö áûë ñíîâà ñêîíñòðóèðîâàí ñ
èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ-ôðàãìåíòà, àìïëèôèöèðîâàííîãî èç ãåíîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà. Äë 
îñóùåñòâëåíè  ýòîé ïðîöåäóðû 268 ï.í. - ôðàãìåíò ãåíîìíîé ÄÍÊ (ôèã.2, SEQ ID NO:2)
àìïëèôèöèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íèæåñëåäóþùèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ:

5'-ATTGGTCCGCCCCTGAGGT-3' (îëèãî 3; SEQ ID NO:8) è
5'-TGATGCAGGAATCTGGCTCT-3' (îëèãî 4; SEQ ID NO:9).

Ýòîò ôðàãìåíò ñóáêëîíèðîâàëè â êëîíèðóþùóþ ïëàçìèäó "ÒÀ" (Invitrogen, Corp. San
Diego, CA) ñ îáðàçîâàíèåì ïëàçìèäû pTAAGEI. Ïëàçìèäó ðÂSÀG3À, ñîäåðæàùóþ

÷àñòü êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòè α -Gal À, è ïëàçìèäó pTAAGEI, ñîäåðæàùóþ

5'-êîíåö êÄÍÊ α -Gal A, ðàñùåïë ëè SacII è Ncol. Ïîëîæåíè  ñîîòâåòñòâóþùèõ
SacII-Ncol-ñàéòîâ â àìïëèôèöèðîâàííîì ÄÍÊ-ôðàãìåíòå ïîêàçàíû íà ôèã.2. 0,2 ò.ï.í.
SacII-NcoI-ôðàãìåíò èç pTAAGEI âûäåë ëè è ëèãèðîâàëè ñ ýêâèâàëåíòíî ðàñùåïëåííîé
pBSAG3A. Ýòà ïëàçìèäà pAGAL ñîäåðæèò ïîëíóþ êÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal À,
âêëþ÷à  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä α -Gal À. êÄÍÊ áûëà
ïîëíîñòüþ ñåêâåíèðîâàíà (êàê ïîêàçàíî íà Ôèã.3, âêëþ÷à  ñèãíàëüíûé ïåïòèä α -Gal A;
SEQ ID NO:3) è áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî îíà èäåíòè÷íà îïóáëèêîâàííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
êÄÍÊ α -Gal A ÷åëîâåêà (ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Genbank HUMGALA).

Ïëàçìèäà pXAG-16 áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà ñ ïîëó÷åíèåì íåñêîëüêèõ ïðîìåæóòî÷íûõ
êîíñòðóêöèé ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ñíà÷àëà pAGAL ðàñùåïë ëè SacII è Xhol è çàòóïë ëè ïî
êîíöàì. Çàòåì êîíöû ïîëíîðàçìåðíîé êÄÍÊ α -Gal À ëèãèðîâàëè ñ ÕbàI-ëèíêåðàìè è
ñóáêëîíèðîâàëè â Xbal-ðàñùåïëåííóþ pEF-BOS (Mizushima et al., Nucl. Acids Res. 18:5322,
1990) ñ îáðàçîâàíèåì pXAG-1. Ýòà êîíñòðóêöè  ñîäåðæèò 3�-UTS ãðàíóëîöèòàðíîãî
êîëîíèåñòèìóëèðóþùåãî ôàêòîðà ÷åëîâåêà (Ã-ÊÑÔ) è ïðîìîòîð ÷åëîâå÷åñêîãî ôàêòîðà
ýëîíãàöèè 1a (EF-1a), ôëàíêèðóþùèé êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ α -Gal À ïëþñ ñèãíàëüíûé
ïåïòèä α -Gal À òàê, ÷òî 5' -êîíåö êÄÍÊ α -Gal À ïðèñîåäèíåí ê ïðîìîòîðó EF-la. Äë 
ñîçäàíè  êîíñòðóêöèè, ñîäåðæàùåé IE-ïðîìîòîð CMV è ïåðâûé èíòðîí, êÄÍÊ α -Gal A è
3'-UTS Ã-ÊÑÔ óäàë ëè èç pXAG-1 â âèäå 2 ò.ï.í.-ÕbàI-ÂàmÍI-XbaI-BamHI-ôðàãìåíòà. Ýòîò
ôðàãìåíò çàòóïë ëè ïî êîíöàì, ëèãèðîâàëè ñ BamHI-ëèíêåðàìè è âñòðàèâàëè â
BamHI-ðàñùåïëåííóþ ïëàçìèäó pCMVflpNeo (êîòîðà  áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà, êàê îïèñàíî
íèæå). Îðèåíòàöè  áûëà òàêîé, ÷òî 5'-êîíåö êÄÍÊ α -Gal À áûë ïðèñîåäèíåí ê îáëàñòè
IE-ïðîìîòîðà CMV.

pCMVflpNeo êîíñòðóèðîâàëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Ôðàãìåíò IE-ïðîìîòîðà ãåíà CMV
àìïëèôèöèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ ñ èñïîëüçîâàíèåì ãåíîìíîé ÄÍÊ CMV â êà÷åñòâå
ìàòðèöû è îëèãîíóêëåîòèäîâ:

5'-TTTTGGATCCCTCGAGGACATTGATTATTGACTAG-3' (SEQ ID NO:10) è
5'-TTTTGGATCCCGTGTCAAGGACGGTGAC-3' (SEQ ID NO:11).

Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò (1,6 ò.ï.í.-ôðàãìåíò) ðàñùåïë ëè ôåðìåíòîì BamHI ñ ïîëó÷åíèåì
ôðàãìåíòà, ñîäåðæàùåãî ïðîìîòîð CMV è èìåþùåãî ëèïêèå BamHI-ðàñùåïëåííûå êîíöû.
Åäèíèöó, ýêñïðåññèðóþùóþ nåî, âûäåë ëè èç ïëàçìèäû pMC1neopA (Stratagene, La Jolla,
CA) â âèäå 1,1 ò.ï.í.-XhoI-BamHI-ôðàãìåíòà. Ôðàãìåíòû, ñîäåðæàùèå ïðîìîòîð CMV è ïåî,
âñòðàèâàëè â BamHI-, XhoI-ðàñùåïëåííóþ ïëàçìèäó (pUC12). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
pCMVflpNeo ñîäåðæèò îáëàñòü IE-ïðîìîòîðà CMV, íà÷èíàþùóþñ  ó íóêëåîòèäà 546 è
êîí÷àþùóþñ  ó íóêëåîòèäà 2105 (ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Genbank HS5MIEP), à ãåí
ðåçèñòåíòíîñòè ê íåîìèöèíó, íàõîä ùèéñ  ïîä êîíòðîëåì ïðîìîòîðà òèìèäèíêèíàçû
âèðóñà ïðîñòîãî ãåðïåñà (HSV) (ãåíà ÒÊnåî), ðàñïîëîæåí íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
ôðàãìåíòîì IE-ïðîìîòîðà CMV ñ 5'-ñòîðîíû. Íàïðàâëåíèå òðàíñêðèïöèè ãåíà nåî òî æå
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ñàìîå, ÷òî è ó ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà CMV. Ýòà ïðîìåæóòî÷íà  êîíñòðóêöè  áûëà
îáîçíà÷åíà pXAG-4.

Äë  ïðèñîåäèíåíè  3'UTS ÷ÃÐ èç pXAG-4 óäàë ëè 3'UTS Ã-ÊÑÔ â âèäå
XbaI-SmaI-ôðàãìåíòà è êîíöû pXAG-4 çàòóïë ëè. 3'UTS ÷ÃÐ óäàë ëè èç pXGH5 (Selden et
al., Mol.Cell.Biol. 6:3173-3179, 1986) â âèäå 0,6 ò.ï.í.-SmaI-EcoRI-ôðàãìåíòà. Ïîñëå
çàòóïëåíè  êîíöîâ ýòîãî ôðàãìåíòà åãî ëèãèðîâàëè â pXAG-4 íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå
çàòóïëåííîãî ïî êîíöàì Xbal-ñàéòà pXAG-4. Ýòó ïðîìåæóòî÷íóþ êîíñòðóêöèþ îáîçíà÷àëè
pXAG-7. Èç ýòîé ïëàçìèäû óäàë ëè ÒÊnåî-ôðàãìåíò â âèäå HindIII-ClaI-ôðàãìåíòà è êîíöû
ýòîé ïëàçìèäû çàòóïë ëè ïóòåì "äîñòðàèâàíè " ôðàãìåíòîì Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I.
Ãåí ðåçèñòåíòíîñòè ê íåîìèöèíó, íàõîä ùèéñ  ïîä êîíòðîëåì ðàííåãî ïðîìîòîðà SV40,
ëèãèðîâàëè â çàòóïëåííûé ïî êîíöàì ClaI-BsmBI-ôðàãìåíò â ðåçóëüòàòå ðàñùåïëåíè 
pcDNeo (Chen et al., Mol. Cell. Biol. 7:2745-2752, 1987), ïðè ýòîì òðàíñêðèïöèîííà  åäèíèöà
nåî íàõîäèëàñü â òîé æå îðèåíòàöèè, ÷òî è òðàíñêðèïöèîííà  åäèíèöà α -Gal À. Ýòó
ïðîìåæóòî÷íóþ êîíñòðóêöèþ îáîçíà÷àëè pXAG-13.

Äë  çàâåðøåíè  êîíñòðóèðîâàíè  pXAG-16, êîòîðà  ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü,
êîäèðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÇ, ñîñòî ùèé èç 26 àìèíîêèñëîò, è ïåðâûé èíòðîí ãåíà
÷ÃÐ, óäàë ëè 2,0 ò.ï.í.-EcoRI-BamHI-ôðàãìåíò pXAG-13. Ýòîò ôðàãìåíò âêëþ÷àë
êÄÍÊ α -Gal À è 3'UTS ÷ÃÐ. Ýòîò êðóïíûé ôðàãìåíò çàìåí ëè 3 ôðàãìåíòàìè. Ïåðâûé
ôðàãìåíò ñîñòîèò èç 0,3 ò.ï.í.-ÏÖÐ-ïðîäóêòà pXGH5, êîòîðûé ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, êîäèðóþùóþ ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÐ, è âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïåðâîãî èíòðîíà ÷ÃÐ, îò ñèíòåçèðîâàííîãî BamHI-ñàéòà, ëîêàëèçîâàííîãî íåïîñðåäñòâåííî
âûøå îò êîíñåíñóñíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè Kozak, äî êîíöà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
êîäèðóþùåé ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÐ. Äë  àìïëèôèêàöèè ýòîãî ôðàãìåíòà (ôðàãìåíòà 1)
èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäû:

5'-TTTTGGATCCACCATGGCTA-3' (îëèãî HGH101; SEQ ID NO:12) è
5'-TTTTGCCGGCACTGCCCTCTTGAA-3' (îëèãî HGH102; SEQ ID NO:13).
Âòîðîé ôðàãìåíò ñîñòî ë èç 0,27 ò.ï.í.-ÏÖÐ-ïðîäóêòà, ñîäåðæàùåãî

ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñîîòâåòñòâóþùèå íà÷àëó êÄÍÊ, êîäèðóþùåé ôåðìåíò α -Gal À,
ñîñòî ùèé èç 398 àìèíîêèñëîò (òî åñòü â íåì îòñóòñòâîâàë ñèãíàëüíûé ïåïòèä α -Gal À)
äî Nhel-ñàéòà. Äë  àìïëèôèêàöèè ýòîãî ôðàãìåíòà (ôðàãìåíòà 2) èñïîëüçîâàëè
ñëåäóþùèå îëèãîíóêëåîòèäû: 5'-TTTTCAGCTGGACAATGGATTGGC-3' (îëèãî AG10; SEQ ID
NO:14) è 5'-TTTTGCTAGCTGGCGAATCC-3' (îëèãî AG11; SEQ ID NO:15). Òðåòèé ôðàãìåíò
ñîñòî ë èç NheI-EcoRI-ôðàãìåíòà pXAG-7, ñîäåðæàùåãî îñòàëüíóþ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal À, à òàêæå 3'UTS ÷ÃÐ (ôðàãìåíò 3).

Ôðàãìåíò 1 (ðàñùåïëåííûé BamHI è Nhel), ôðàãìåíò 2 (ðàñùåïëåííûé PvuII è Nhel) è
ôðàãìåíò 3 ñìåøèâàëè ñ 6,5 ò.ï.í.-BamHI-EcoRI-ôðàãìåíòîì pXAG-7, ñîäåðæàùèì ãåí nåî
è IE-ïðîìîòîð CMV, è ëèãèðîâàëè âìåñòå, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè ïëàçìèäó pXAG-16
(ôèã.4).

1.2. Êîíñòðóèðîâàíèå α -Gal À-ýêñïðåññèðóþùåé ïëàçìèäû pXAG-28
Ïðîìîòîð êîëëàãåíà Iα 2 ÷åëîâåêà, èñïîëüçóåìûé äë  êîíñòðóèðîâàíè  α -Gal

À-ýêñïðåññèðóþùåé êîíñòðóêöèè pXAG-28, âûäåë ëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. 408
ï.í.-ÏÖÐ-ôðàãìåíò ÷åëîâå÷åñêîé ãåíîìíîé ÄÍÊ, ñîäåðæàùåé ÷àñòü ïðîìîòîðà
÷åëîâå÷åñêîãî êîëëàãåíà Iα 2, âûäåë ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ:
5�-TTTTGGATCCGTGTCCCATAGTGTTTCCAA-3' (îëèãî 72; SEQ ID NO: 16) è
5�-TTTTGGATCCGCAGTCGTGGCCAGTACC' (îëèãî 73; SEQ ID NO:17).

Ýòîò ôðàãìåíò èñïîëüçîâàëè äë  ñêðèíèíãà áèáëèîòåêè ÷åëîâå÷åñêèõ ëåéêîöèòîâ â
EMBL3 (Clontech Inc., Palo Alto, CA). Îäèí ïîçèòèâíûé êëîí (ôàã 7Í), ñîäåðæàùèé 3,8
ò.ï.í.-EcoRI-ôðàãìåíò âûäåë ëè è êëîíèðîâàëè â pBSIISK+ (Stratagene, La Jolla, CA) â
EcoRI-ñàéò (ñ îáðàçîâàíèåì pDS/7H.2). AvrII-ñàéò ââîäèëè â pBSIISK+ ïóòåì ðàñùåïëåíè 
ôåðìåíòîì Spel, êîòîðûé ðàñùåïë åò ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âíóòðè pBSIISK+ïîëèëèíêåðà, ñ
"äîñòðàèâàíèåì" êîíöîâ ôðàãìåíòîì Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I è ñ âñòðàèâàíèåì
îëèãîíóêëåîòèäà 5'-CTAGTCCTAGGA-3' (SEQ ID NO:18). Ýòîò âàðèàíò pBSIISK+
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ðàñùåïë ëè ôåðìåíòàìè BamHI è AvrII è ëèãèðîâàëè ñ 121 ï.í.-BamHI-AvrII-ôðàãìåíòîì
èñõîäíîãî 408 ï.í.-ÏÖÐ-ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà êîëëàãåíà Iα 2, îïèñàííîãî âûøå, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè pBS/121COL.6.

Óêàçàííóþ ïëàçìèäó pBS/121COL.6 ðàñùåïë ëè ôåðìåíòîì XbaI, êîòîðûé ðàñùåïë åò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âíóòðè pBSIISK+ïîëèëèíêåðà, ñ "äîñòðàèâàíèåì" êîíöîâ ôðàãìåíòîì
Êëåíîâà ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû I è ðàñùåïë ëè AvrII. 3,8 ò.ï.í.-BamHI-AvrII-ôðàãìåíò pBS/7H.2
âûäåë ëè è BamHI-ñàéò çàòóïë ëè ïî êîíöàì ïóòåì îáðàáîòêè ôåðìåíòîì Êëåíîâà. Çàòåì
ýòîò ôðàãìåíò ðàñùåïë ëè AvrII è ëèãèðîâàëè ñ AvrII-ðàñùåïëåííûì âåêòîðîì, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè ïëàçìèäó pBS/121COL.7Í.18, ñîäåðæàùóþ ïðîìîòîð êîëëàãåíà.

Çàòåì ïðîìîòîð êîëëàãåíà ñëèâàëè ñ 3'UTS ÷åëîâå÷åñêîãî ãåíà β -àêòèíà, êîòîðûé
ñîäåðæèò ïåðâûé èíòðîí ÷åëîâå÷åñêîãî ãåíà β -àêòèíà. Äë  âûäåëåíè  ýòîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 2 ò.ï.í. - ÏÖÐ-ôðàãìåíò âûäåë ëè èç ãåíîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñëåäóþùèõ îëèãîíóêëåîòèäîâ:

5�-TTTTGAGCACAGAGCCTCGCCT-3' (îëèãî ÂÀ1; SEQ ID NO:19) è
5'-TTTTGGATCCGGTGAGCTGCGAGAATAGCC-3' (îëèãî ÂÀ2; SEQ ID NO:20).
Ýòîò ôðàãìåíò ðàñùåïë ëè BamHI è BsiHKAl ñ âûñâîáîæäåíèåì 0,8 ò.ï.í.-ôðàãìåíòà,

ñîäåðæàùåãî 5'UTS β -àêòèíà è èíòðîí. Çàòåì èç ïëàçìèäû pBS/121COL7H.18, ñîäåðæàùåé
ïðîìîòîð êîëëàãåíà, âûäåë ëè 3,6 ò.ï.í.-Sall-SrfI-ôðàãìåíò ñëåäóþùèì îáðàçîì.
pBS/121COL7H.18 ÷àñòè÷íî ðàñùåïë ëè BamHI (BamHI-ñàéò ðàñïîëîæåí ó 5'-êîíöà
ôðàãìåíòà ïðîìîòîðà êîëëàãåíà Iα 2), çàòóïë ëè ïî êîíöàì îáðàáîòêîé ôðàãìåíòîì
Êëåíîâà è ëèãèðîâàëè ñ Sall-ëèíêåðîì (5'-GGTCGACC-3'), â ðåçóëüòàòå ÷åãî Sall-ñàéò áûë
ëîêàëèçîâàí âûøå îò ïðîìîòîðà êîëëàãåíà Iα 2. Çàòåì ýòó ïëàçìèäó ðàñùåïë ëè
ôåðìåíòàìè Sall è Srfl (Srfl-ñàéò ðàñïîëîæåí íà 110 ï.í. âûøå îò ÑÀÐ-ñàéòà ïðîìîòîðà
êîëëàãåíà Iα 2) è âûäåë ëè 3,6  ò.ï.í.-ôðàãìåíò. 0,8-è 3,6 ò.ï.í.-ôðàãìåíòû îáúåäèí ëè ñ
Sall- è  BamHI-ðàñùåïëåííûì pBSIISK (Stratagene, La Jolla, CA) è ôðàãìåíò, ñîñòî ùèé èç
íèæåñëåäóþùèõ ÷åòûðåõ îëèãîíóêëåîòèäîâ, îòæèãàëè âìåñòå (ñ îáðàçîâàíèåì ôðàãìåíòà ñ
òóïûì êîíöîì è BSiHKAI-êîíöîì):

Ýòè ÷åòûðå îëèãîíóêëåîòèäà, ïîñëå èõ îòæèãà, ñîîòâåòñòâîâàëè îáëàñòè, íà÷èíàþùåéñ 
ó Srfl-ñàéòà ïðîìîòîðà êîëëàãåíà è îõâàòûâàþùåé BSiHKAI-ñàéò ïðîìîòîðà β -àêòèíà.
Ïîëó÷åííóþ ïëàçìèäó îáîçíà÷àëè "pCOL/β -àêòèí".

Äë  çàâåðøåíè  êîíñòðóèðîâàíè  pXAG-28 âûäåë ëè Sall-BamHI-ôðàãìåíò
pCOL/ β -àêòèíà, ñîäåðæàùåãî ïðîìîòîð êîëëàãåíà Iα 2 è 3'UTS β -àêòèíà. Ýòîò ôðàãìåíò
ëèãèðîâàëè ñ äâóì  ôðàãìåíòàìè èç pXAG-16 (ñì., ïðèìåð 1,1 è ôèã.4): (1) 6,0
ò.ï.í.-BamHI-ôðàãìåíòîì (ñîäåðæàùèì ãåí nåî, ñêåëåò ïëàçìèäû, êÄÍÊ, êîäèðóþùóþ
ôåðìåíò α -Gal À, ñîñòî ùèé èç 398 àìèíîêèñëîò, è 3'UTS ÷ÃÐ); (2) 0,3
ò.ï.í.-BamHI-XhoI-ôðàãìåíòîì (ñîäåðæàùèì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïîëè-À SV40 èç pcDneo).
pXAG-28 ñîäåðæèò ïðîìîòîð êîëëàãåíà Iα 2, ñëèòûé ñ 5'UTS β -àêòèíîì ÷åëîâåêà,
ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì ÷ÃÐ (êîòîðûé ïðåðûâàåòñ  ïåðâûì èíòðîíîì ÷ÃÐ), êÄÍÊ,
êîäèðóþùåé ôåðìåíò α -Gal À è 3'UTS ÷ÃÐ. Êàðòà çàêîí÷åííîé ýêñïðåññèîííîé êîíñòðóêöèè
pXAG-28 ïðåäñòàâëåíà íà ôèã.5.

Ñòðàíèöà: 35

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 248 213 C2

1.3. Òðàíñôåêöè  è îòáîð ôèáðîáëàñòîâ, â êîòîðûå ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè áûëè
ââåäåíû α -Gal À-ýêñïðåññèðóþùèå ïëàçìèäû

Äë  ýêñïðåññèè α -Gal À â ôèáðîáëàñòàõ âòîðè÷íûå ôèáðîáëàñòû êóëüòèâèðîâàëè è
òðàíñôåöèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïóáëèêîâàííûìè ïðîöåäóðàìè (Selden et al., WO
93/09222).

Ïëàçìèäû pXAG-13, pXAG-16 è pXAG-28 òðàíñôåöèðîâàëè ïóòåì ýëåêòðîïîðàöèè â
ôèáðîáëàñòû êðàéíåé ïëîòè ÷åëîâåêà â öåë õ ãåíåðèðîâàíè  øòàììîâ ñòàáèëüíî
òðàíñôåöèðîâàííûõ êëîíàëüíûõ êëåòîê è ïðîâîäèëè ìîíèòîðèíã ïîëó÷åííûõ óðîâíåé
ýêñïðåññèè α -Gal À, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1.4. Óðîâåíü ñåêðåöèè α -Gal A íîðìàëüíûìè

ôèáðîáëàñòàìè êðàéíåé ïëîòè ÷åëîâåêà ñîñòàâë åò â ïðåäåëàõ 2-10 åäèíèö/106 êëåòîê/24
÷àñà. Äë  ñðàâíåíè  ñðåäíèå íàáëþäàåìûå óðîâíè ýêñïðåññèè òðàñôåöèðîâàííûõ
ôèáðîáëàñòîì ïîêàçàíû â òàáëèöå 2.

Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî âñå òðè ýêñïðåññèîííûå êîíñòðóêöèè ñïîñîáíû ïî
ñðàâíåíèþ ñ íåòðàíñôåöèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè âî ìíîãî ðàç óñèëèâàòü
ýêñïðåññèþ α -Gal À. Óðîâíè ýêñïðåññèè ôèáðîáëàñòàìè, ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè
êîíñòðóêöèåé pXAG-13, êîäèðóþùåé ôåðìåíò α -Gal À, ïðèñîåäèíåííûé ê ñèãíàëüíîìó
ïåïòèäó α -Gal À, áûëè çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì óðîâíè ýêñïðåññèè ôèáðîáëàñòàìè,
òðàíñôåöèðîâàííûìè ïëàçìèäîé pXAG-16, êîòîðà  îòëè÷àåòñ  òîëüêî òåì, ÷òî â íåé
ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì  âë åòñ  ñèãíàëüíûé ïåïòèä ÷ÃÐ, êîäèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
êîòîðîãî ïðåðûâàåòñ  ïåðâûì èíòðîíîì ãåíà ÷ÃÐ.

Êàæäûé ðàç, òðàíñôåöèðîâàííûå êëåòêè ïàññèðîâàëè, îïðåäåë ëè àêòèâíîñòü
ñåêðåòèðîâàííîé α -Gal À, óêàçàííûå êëåòêè ïîäñ÷èòûâàëè è âû÷èñë ëè êëåòî÷íóþ
ïëîòíîñòü. Èñõîä  èç ÷èñëà ñîáðàííûõ êëåòîê è âðåìåíè, òðåáóþùåãîñ  äë 
ñåêðåöèè α -Gal À, îïðåäåë ëè óðîâåíü ñïåöèôè÷åñêîé ýêñïðåññèè α -Gal À, è ïîëó÷åííûå
äàííûå áûëè ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöàõ 3 è 4 â âèäå ñåêðåòèðîâàííûõ åäèíèö (α -Gal À) íà

106 êëåòîê çà ïåðèîä âðåìåíè 24 ÷àñà. Êëåòî÷íûå øòàììû, íåîáõîäèìûå äë  ãåííîé
òåðàïèè èëè äë  èñïîëüçîâàíè  â ïîëó÷åíèè ìàòåðèàëà äë  î÷èñòêè α -Gal À, äîëæíû
äåìîíñòðèðîâàòü ñòàáèëüíûé ðîñò è ýêñïðåññèþ íà ïðîò æåíèè íåñêîëüêèõ ïàññàæåé.
Äàííûå, ïîëó÷åííûå äë  êëåòî÷íûõ øòàììîâ, ïîêàçàííûõ â òàáëèöàõ 3 è 4, êîòîðûå áûëè
ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàíû α -Gal À-ýêñïðåññèðóþùåé êîíñòðóêöèåé pXAG-16,
èëëþñòðèðóþò òîò ôàêò, ÷òî ýêñïðåññè  α -Gal À ñòàáèëüíî ïîääåðæèâàåòñ  â ïðîöåññå
âñåãî ñåðèéíîãî ïàññèðîâàíè .

Òàáëèöà 3
Ðîñò è ýêñïðåññè  êëåòîê BRS-11, ñîäåðæàùèõ êîíñòðóêöèþ pXAG-16, ýêñïðåññèðóþùóþ α -Gal A

Ïàññàæ Ýêñïðåññè  (eäèíèö/106/24 ÷àñà) Ïëîòíîñòü êëåòîê (êëåòîê/ñì2)

13 2601 4,80× 104

14 1616 4,40× 104

Ñòðàíèöà: 36

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 248 213 C2

15 3595 4,40× 104

Òàáëèöà 4
Ðîñò è ýêñïðåññè  êëåòîê HF503-242, ñîäåðæàùèõ êîíñòðóêöèþ pXAG-16, ýêñïðåññèðóþùóþ α -Gal À

Ïàññàæ Ýêñïðåññè  (åäèíèö/106/24 ÷àñà) Ïëîòíîñòü êëåòîê (êëåòîê/ñì2)

5 4069 2,80× 104

6 7585 3,55× 104

7 5034 2,48× 104

1.4. Êîëè÷åñòâåííà  îöåíêà ýêñïðåññèè α -Gal A
Àêòèâíîñòü α -Gal À èçìåð ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì âîäîðàñòâîðèìîãî ñóáñòðàòà

4-ìåòèëóìáåëëèôåðèë-α -D-ãàëàêòîïèðàíîçèäà (4-MUF-gal; Reserch Products, Inc) â
ñîîòâåòñòâèè ñ èçìåíåííûì ïðîòîêîëîì, îïèñàííûì loannou et al., J.Cell.Biol. 119:
1137-1150 (1992). Ýòîò ñóáñòðàò ðàñòâîð ëè â áóôåðå äë  ñóáñòðàòà (0,1 Ì
öèòðàòíî-ôîñôàòíîãî, ðÍ 4,6) äî êîíöåíòðàöèè 1,69 ìã/ìë (5 ìÌ). Îáû÷íî 10 ìë
ñóïåðíàòàíòà êóëüòóðû äîáàâë ëè ê 75 ìë ñóáñòðàòíîãî ðàñòâîðà. Ïðîáèðêè íàêðûâàëè è
îñòàâë ëè äë  èíêóáèðîâàíè  íà 60 ìèíóò â âîä íîé áàíå ïðè 37° Ñ. Ïî îêîí÷àíèè ïåðèîäà
èíêóáèðîâàíè  äîáàâë ëè 2 ìë ãëèöèí-êàðáîíàòíîãî áóôåðà (130 ìÌ ãëèöèí, 83 ìÌ
êàðáîíàò íàòðè , ïðè ðÍ 10,6) äë  ïðåêðàùåíè  ðåàêöèè. Îòíîñèòåëüíóþ ôëóîðåñöåíöèþ
êàæäîãî îáðàçöà èçìåð ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðèìåòðà ìîäåëè ÒÊ0100 (Hoefer
Scientific Instruments), êîòîðûé èìåë ôèêñèðîâàííóþ äëèíó âîëíû âîçáóæäåíè  365 íì, è
îñóùåñòâë ëè äåòåêöèþ ïðè ôèêñèðîâàííîé äëèíå âîëíû èçëó÷åíè  460 íì. Äàííûå,
ïîëó÷åííûå ïðè ñ÷èòûâàíèè îáðàçöîâ, ñðàâíèâàëè ñî ñòàíäàðòàìè, ïîëó÷åííûìè îò 1 ìÌ
ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà ìåòèëóìáåëëèôåðîíà (Sigma Chemical Co.), è ïîäñ÷èòûâàëè
êîëè÷åñòâî ðàñùåïëåííîãî ñóáñòðàòà. Àêòèâíîñòü α -Gal À âûðàæàëè â åäèíèöàõ; ïðè ýòîì
îäíà åäèíèöà àêòèâíîñòè α -Gal À ýêâèâàëåíòíà îäíîìó íàíîìîëþ ñóáñòðàòà,
ðàñùåïëåííîãî çà 1 ÷àñ ïðè 37° Ñ. Äàííûå ýêñïðåññèè êëåòêàìè, â îñíîâíîì, âûðàæàëè êàê

åäèíèöû ñåêðåòèðîâàííîé α -Gal À-àêòèâíîñòè/106 êëåòîê/24 ÷àñà. Ýòîò àíàëèç áûë òàêæå
èñïîëüçîâàí äë  èçìåðåíè  êîëè÷åñòâà α -Gal À-àêòèâíîñòè â êëåòî÷íûõ ëèçàòàõ è â
îáðàçöàõ èç ðàçëè÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè α -Gal À, êàê îáñóæäàåòñ  íèæå.

1.5. Ïîëó÷åíèå α -Gal À, àêòèâèðîâàííîé ãåíîì (GA-GAL)
Ïðîäóöèðîâàíèå àêòèâèðîâàííîé ãåíîì α -Gal A (GA-GAL) îñóùåñòâë ëè ïóòåì

âñòðàèâàíè  ðåãóë òîðíîé è ñòðóêòóðíîé ÄÍÊ-ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âûøå α -Gal
À-êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ÷åëîâåêà ñ èñïîëüçîâàíèåì GA-òåõíèêè, â îñíîâíîì,
îïèñàííîé â ïàòåíòå ÑØÀ 5733761, êîòîðûé ââîäèòñ  â íàñòî ùåå îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì
ññûëêè. Òî÷íîå âñòðàèâàíèå ãåí-àêòèâèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðîèñõîäèò â
ðåçóëüòàòå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ìåæäó ÄÍÊ, ïðèñóòñòâóþùåé íà ôðàãìåíòå
òðàíñôåöèðîâàííîé ÄÍÊ, è ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ãåíîìíîé ÄÍÊ, ðàñïîëîæåííûìè âûøå
ëîêóñà α -Gal À â êëåòêå ÷åëîâåêà. Ñàìà ãåí-àêòèâèðóþùà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñîäåðæèò
êîäèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü α -Gal A âïëîòü äî, íî íå âêëþ÷èòåëüíî, ñàéòà
îòùåïëåíè  ñèãíàëüíîãî ïåïòèäà. Êëåòêè, ñîäåðæàùèå àêòèâèðîâàííûé ëîêóñ α -Gal À,
âûäåë ëè è ïîäâåðãàëè îòáîðó ñ èñïîëüçîâàíèåì ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà â öåë õ
âûäåëåíè  êëåòîê ñ ïîâûøåííûì ïðîäóöèðîâàíèåì GA-GAL.

Îáåñïå÷èâàþùèé äîñòàâêó ÄÍÊ-ôðàãìåíò, ñîäåðæàùèé ñîîòâåòñòâóþùóþ
ãåí-àêòèâèðóþùóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ââîäèëè â êëåòî÷íûå ëèíèè ÷åëîâåêà ïóòåì
ýëåêòðîïîðàöèè. Îäíîé òàêîé êëåòî÷íîé ëèíèåé  âë åòñ  ñåðòèôèöèðîâàííà  êëåòî÷íà 
ëèíè  ÍÒ-1080, äåïîíèðîâàííà  â ÀÒÑÑ (Rockville, Maryland). Ãåí-àêòèâèðóþùà  ïëàçìèäà
(êîíñòðóêöè  äë  äîñòàâêè) pGA213C, ñîäåðæàùà  òàêîé ÄÍÊ-ôðàãìåíò, ïîêàçàíà íà ôèã.9.
Ýòà ïëàçìèäà ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïðåäíàçíà÷åííûå äë  àêòèâàöèè ÷àñòè
ýíäîãåííîãî ëîêóñà α -Gal À â êëåòî÷íîé ëèíèè õîç èíà, à òàêæå ñîäåðæèò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîäèðóþùèå ñèãíàëüíûé ïåïòèä, íî íå α -Gal À ÷åëîâåêà.
Êîíñòðóêöè  äë  äîñòàâêè òàêæå ñîäåðæèò ýêñïðåññèîííûå êàññåòû äë  áàêòåðèàëüíîãî
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ãåíà ïåî è ìûøèíîãî ãåíà dhfr. Ýòî ïîçâîë åò ïðîâîäèòü îòáîð ñòàáèëüíî èíòåãðèðîâàííûõ
ôðàãìåíòîâ äë  äîñòàâêè (ïîñðåäñòâîì ãåíà ïåî) è ïîñëåäóþùèé îòáîð ãåíà dhfr ïóòåì
ïîñòàäèéíîãî îòáîðà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîòðåêñàòà (ÌÒÕ).

Êðîìå òîãî, pGA213C ñîäåðæèò ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ñêîíñòðóèðîâàííûå äë  äîñòàâêè
õðîìîñîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âûøå ýíäîãåííîãî ëîêóñà α -Gal À ïóòåì ãîìîëîãè÷íîé
ðåêîìáèíàöèè. Ãîìîëîãè÷íà  ðåêîìáèíàöè  ìåæäó ýíäîãåííûì ëîêóñîì α -Gal À è 9,6
ò.ï.í.-ÄÍÊ-ôðàãìåíòîì pGA213C ïîêàçàíà íà ôèã.10.

pGA213C áûëà ñêîíñòðóèðîâàíà äë  äåëåöèè 962 ï.í. ãåíîìíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
ïðîñòèðàþùèõñ  îò ïîëîæåíèé îò �1183 äî -222 ïî îòíîøåíèþ ê ìåòèîíèíîâîìó êîäîíó
èíèöèàöèè α -Gal À, ïîñëå ãîìîëîãè÷íîé ðåêîìáèíàöèè ôðàãìåíòà pGA213C ñ
X-õðîìîñîìíûì ëîêóñîì α -Gal À. Àêòèâàöè  òðàíñêðèïöèè ëîêóñà α -Gal À ïðîèñõîäèò
ïóòåì òî÷íîé äîñòàâêè ýêçîãåííûõ ðåãóë òîðíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé âûøå êîäèðóþùåé
îáëàñòè α -Gal À. Ïîëó÷åííûé ëîêóñ GA-GAL âûçûâàåò òðàíñêðèïöèþ ñ èíèöèàöèåé îò
ïðîìîòîðà CMV è ñ ïðîòåêàíèåì ðåàêöèè ÷åðåç ýêçîí 1 CMV, èíòðîí àëüäîëàçû è ñåìü
ýêçîíîâ è øåñòü èíòðîíîâ êîäèðóþùåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè α -Gal À. Ñïëàéñèíã êðóïíîãî
ïðåäøåñòâåííèêà ìÐÍÊ ñîåäèí åò ýêçîãåííûé ýêçîí CMV (âñòðîåííûé ïóòåì äîñòàâêè) ñ
öåëûì ýíäîãåííûì ïåðâûì ýêçîíîì òðàíñêðèïòà α -Gal À. Òðàíñë öè  ìÐÍÊ GA-GAL
ïðèâîäèò ê îáðàçîâàíèþ ïðå-GA-GAL ñ ñèãíàëüíûì ïåïòèäîì èç 31 àìèíîêèñëîòû. Ïîñëå
ñåêðåöèè èç êëåòêè-õîç èíà ñèãíàëüíûé ïåïòèä óäàë åòñ . Êëåòî÷íûå ëèíèè ñ òî÷íîé
äîñòàâêîé ñíà÷àëà èíäåíòèôèöèðóþò ïóòåì ñêðèíèíãà ïîñðåäñòâîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè íà ïðèñóòñòâèå ìÐÍÊ GA-GAL. Òàêæå áûëî îáíàðóæåíî, ÷òî êëîíû,
ïðîäóöèðóþùèå ìÐÍÊ GA-GAL, ñåêðåòèðóþò ôåðìåíòàòèâíî àêòèâíûé α -Gal À â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Ïîñëåäóþùåå ïîäòâåðæäåíèå ñîáûòèé äîñòàâêè îñóùåñòâë þò
ïóòåì ðàñùåïëåíè  ðåñòðèêòàçîé è àíàëèçà ãåíîìíîé ÄÍÊ ïîñðåäñòâîì
Ñàóçåðí-áëîò-ãèáðèäèçàöèè.

Êëåòêè áûëè ýêñïîíèðîâàíû ïóòåì ïîñòàäèéíîãî îòáîðà ñ èñïîëüçîâàíèåì ìåòîòðåêñàòà
("ÌÒÕ"). Ïîñëå îòáîðà â 0,05 ìêÌ ÌÒÕ êëåòî÷íûå êëîíû âûäåë ëè è ïîäâåðãàëè îòáîðó ñ
èñïîëüçîâàíèåì 0,1 ìêÌ ÌÒÕ. Â ðåçóëüòàòå ýòîãî ïðîöåññà áûë âûäåëåí ïóë êëåòîê,
ðåçèñòåíòíûõ ê 0,1 ìêÌ ÌÒÕ (êëåòî÷íîé ëèíèè RAG001), êîòîðûå áûëè ðàçìíîæåíû â
êóëüòóðå è îõàðàêòåðèçîâàíû.

Ïðèìåð 2
Î÷èñòêà α -Gal A
Íèæå îïèñàí ïðåäïî÷òèòåëüíûé ìåòîä ïðîäóöèðîâàíè , î÷èñòêè è òåñòèðîâàíè  α -Gal

À. Â ïðîöåññå î÷èñòêè α -Gal À ïîääåðæèâàëñ  â ðàñòâîðèìîé, àêòèâíîé, íàòèâíîé ôîðìå â
òå÷åíèå âñåãî ïðîöåññà î÷èñòêè. Áåëêè íå ïîäâåðãàëèñü âîçäåéñòâèþ ýêñòðåìàëüíûõ
âåëè÷èí ðÍ, îðãàíè÷åñêèõ ðàñòâîðèòåëåé èëè äåòåðãåíòîâ, íå ïîäâåðãàëèñü
ïðîòåîëèòè÷åñêîìó ðàñùåïëåíèþ â ïðîöåññå î÷èñòêè è íå îáðàçîâûâàëè àãðåãàòû.
Ïðîöåññ î÷èñòêè íå îêàçûâàë âëè íè  íà ðàñïðåäåëåíèå ãëèêîôîðì α -Gal A.

2.1. Î÷èñòêà α -Gal A
Â ïðèìåðå 2.1 ïîêàçàíî, ÷òî α -Gal À ìîæåò áûòü âûäåëåí â ïî÷òè ãîìîãåííîé ôîðìå èç

êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû êóëüòèâèðîâàííûõ øòàììîâ êëåòîê ÷åëîâåêà, êîòîðûå áûëè
ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàíû ñ ïðîäóöèðîâàííîì ôåðìåíòà. α -Gal À âûäåë ëè èç α -Gal
À-ñîäåðæàùåé ñðåäû ïîñðåäñòâîì ïðîâåäåíè  ñåðèè èç ï òè õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ñòàäèé.
Â ýòèõ ï òè ñòàäè õ, äë  âûäåëåíè  α -Gal À èç ìàòåðèàëà ñ ïðèìåñ ìè, èñïîëüçîâàëè
ðàçíûå ìåòîäû âûäåëåíè , êîòîðûå èìååò ïðåèìóùåñòâà â îòíîøåíèè ðàçíûõ ôèçè÷åñêèõ
ñâîéñòâ ôåðìåíòà. Ýòè ñòàäèè âêëþ÷àëè õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî
âçàèìîäåéñòâè  ñ èñïîëüçîâàíèåì áóòèëñåôàðîçû®, èîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ íà
ãèäðîêñèàïàòèòå, àíèîíîîáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ íà Q Ñåôàðîçå® è âûòåñíèòåëüíóþ
õðîìàòîãðàôèþ íà Ñóïåðäåêñå® 200. Ïîìèìî ýòîãî, êîíå÷íà  ñòàäè  â äàííîì ïðîöåññå
î÷èñòêè, ò.å. âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè , òàêæå ñëóæèò â êà÷åñòâå ýôôåêòèâíîãî
ñðåäñòâà äë  îáìåíà î÷èùåííîãî áåëêà â áóôåðå, ñîâìåñòèìîì äë  äàííîãî ïðåïàðàòà.

À. Èñïîëüçîâàíèå õðîìàòîãðàôèè íà áóòèëñåôàðîçå à êà÷åñòâå ïåðâîé ñòàäèè
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î÷èñòêè α -Gal A
Õîëîäíóþ êîíäèöèîíèðîâàííóþ ñðåäó (1,34 ëèòðà) îñâåòë ëè ïóòåì öåíòðèôóãèðîâàíè 

è ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ôèëüòð, ñîäåðæàùèé 0,45 ìêì àöåòàòà öåëëþëîçû, ñ èñïîëüçîâàíèåì
ïðåäâàðèòåëüíûõ ñòåêëîâîëîêîííûõ ôèëüòðîâ. Ïðè ïåðåìåøèâàíèè ðÍ õîëîäíîé
îòôèëüòðîâàííîé ñðåäû äîâîäèëè äî 5,6 ïóòåì äîáàâëåíè  ïî êàïë ì 1 í. ÍÑl è
äîáàâë ëè ñóëüôàò àììîíè  äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 0,66 Ì ïóòåì äîáàâëåíè  ïî
êàïë ì ìàòî÷íîãî ðàñòâîðà (êîìíàòíîé òåìïåðàòóðû) 3,9 Ì ñâåðõ÷èñòîãî ñóëüôàòà
àììîíè . Ýòó ñðåäó ïåðåìåøèâàëè åùå â òå÷åíèå 5 ìèíóò ïðè 4 ° Ñ, ôèëüòðîâàëè, êàê
îïèñàíî âûøå, è íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ áóòèëñåôàðîçîé (Butyl Sepharose® 4 Fast Flow
(îáúåì êîëîíêè 81 ìë, 2,5× 16,5 ñì; Pharmacia, Uppsala, Sweden), êîòîðóþ óðàâíîâåøèâàëè
â 10 ìÌ MES-Òðèñ, ðÍ 5,6, ñîäåðæàùåì 0,66 Ì ñóëüôàòà àììîíè  (áóôåð À).
Õðîìàòîãðàôèþ ïðîâîäèëè ïðè 4° Ñ íà ñèñòåìå Gradi-Frac (Pharmacia, Uppsala, Sweden),
ñíàáæåííîé âñòðîåííûì ÓÔ-ìîíèòîðîì (280 íÌ) è ìîíèòîðîì äë  îïðåäåëåíè 
ïðîâîäèìîñòè â öåë õ îöåíêè îáùåãî áåëêà è êîíöåíòðàöèè ñîëè, ñîîòâåòñòâåííî. Ïîñëå
íàíåñåíè  ïðîáû ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 10 ìë/ìèí êîëîíêó ïðîìûâàëè 10 êîëîíî÷íûìè
îáúåìàìè áóôåðà A. α -Gal À ýëþèðîâàëè ñ êîëîíêè íà áóòèëñåôàðîçå (Butyl Sepharose®)
14 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà áóôåðà À (ñîäåðæàùåãî ñóëüôàò
àììîíè ) - 10 ìÌ MES-Òðèñ, ðÍ 5,6 (íå ñîäåðæàùåãî ñóëüôàòà àììîíè ). Ôðàêöèè
îöåíèâàëè íà α -Gal À-àêòèâíîñòü ïîñðåäñòâîì àíàëèçà ñ èñïîëüçîâàíèåì 4-MUF-gal, è òå
ôðàêöèè, êîòîðûå ñîäåðæàëè çàìåòíóþ ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü, ñîáèðàëè. Êàê âèäíî
íà ôèã.8 è èç ñèñòåìàòèçèðîâàííûõ äàííûõ î÷èñòêè (òàáëèöà 5), ýòà ñòàäè  ïîçâîë åò
óäàëèòü ïðèáëèçèòåëüíî 99% ïðèìåñíîãî áåëêà (îáðàçåö íà ïðåä-êîëîíêå=8,14 ã îáùåãî
áåëêà; îáðàçåö íà ïîñò-êîëîíêå=0,0638 ã îáùåãî áåëêà).

Òàáëèöà 5
Î÷èñòêà α -Gal À èç êîíäèöèîíèðîâàííîé ñðåäû ñî ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà

Ñòàäè  î÷èñòêè Îáúåì
(ìë)

Àêòèâíîñòü α -Gal A

( × 106 åä.)

Îáùèé
áåëîê (ìã)

Ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü

( × 106 åä./ìã)

Êðàòíîñòü î÷èñòêè
(êóìóë òèâíà )

Ïðîöåíò
âûäåëåíè 

Ñóïåðíàòàíò
êóëüòóðû

1340 14,6 8140 0,0018 =1 =100

Áóòèë- ñåôàðîçà® 417 14,1 63,8 0,221 123 96,6

Ãåïàðèí-
ñåôàðîçà®

134 12,1 14,6 0,829 436 82,9

Ãèäðîêñèàïàòèò 47 9,73 4,46 2,18 1220 66,6

Q-ñåôàðîçà® 31,5 8, 91 3,31 2,69 1503 61,0

Ñóïåðäåêñ® 200 10 8,58 2,93 2,92 1634 59,0

Â. Èñïîëüçîâàíèå õðîìàòîãðàôèè íà ãåïàðèí-ñåôàðîçå® â êà÷åñòâå ñòàäèè
î÷èñòêè α -Gal A

Ôðàêöèè ïèêà, ñîáðàííûå ñ êîëîíêè íà áóòèëñåôàðîçå® äèàëèçîâàëè ïðè 4° Ñ ïðîòèâ (4
ëèòðà) 10 ìÌ ÌÅS-òðèñ, ðÍ 5,6 (ñ îäíîé çàìåíîé). Ïðîâîäèìîñòü äèàëèçàòà äîâîäèëè äî
1,0 ìÌ/Îì ïðè 4° Ñ äîáàâëåíèåì H2O èëè NaCl, åñëè ýòî íåîáõîäèìî. Ïðîáó íàíîñèëè íà
êîëîíêó ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé® (Sepharose® 4 Fast Flow, Pharmacia, Uppsala, Sweden;
îáúåì êîëîíêè 29 ìë, 2,5× 6 ñì), êîòîðóþ óðàâíîâåøèâàëè â 10 ìÌ ÌÅS-òðèñ, ðÍ 5,6,
ñîäåðæàùåãî 9 ìÌ NaCl (áóôåð Â). Ýòî îñóùåñòâë ëè ïðè 4 ° Ñ è ñêîðîñòè ïîòîêà 10
ìë/ìèí. Íà âñòðîåííîì ÓÔ-ìîíèòîðå (280 íì) è ìîíèòîðå äë  èçìåðåíè  ïðîâîäèìîñòè
îïðåäåë ëè êîëè÷åñòâî îáùåãî áåëêà è êîíöåíòðàöèþ ñîëè. Ïîñëå íàíåñåíè  îáðàçöà
êîëîíêó ïðîìûâàëè 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè áóôåðà Â, à çàòåì 3 êîëîíî÷íûìè
îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà 8% áóôåðà Ñ/92% áóôåðà Â (ãäå áóôåð Ñ ïðåäñòàâë åò
ñîáîé 10 ìÌ ÌÅS-òðèñ, ðÍ 5,6, ñîäåðæàùèé 250 ìÌ NaCl) è 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè 8%
áóôåðà Ñ. Ïîñëå ýòîãî α -Gal À ýëþèðîâàëè 1,5 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî
ãðàäèåíòà äî 29% áóôåðà Ñ, à çàòåì 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî
35% áóôåðà Ñ. Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè íà α -Gal À-àêòèâíîñòü è òå ôðàêöèè, êîòîðûå
ñîäåðæàëè çàìåòíóþ àêòèâíîñòü, ñîáèðàëè.

Ñ. Èñïîëüçîâàíèå õðîìàòîãðàôèè íà ãèäðîêñèàïàòèòå â êà÷åñòâå ñòàäèè î÷èñòêè α -Gal
Ñòðàíèöà: 39
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A
Ãåïàðèíîâûé ïóë ôèëüòðîâàëè è íàíîñèëè íåïîñðåäñòâåííî íà êîëîíêó ñ êåðàìè÷åñêèì

ãèäðîêñèàïàòèòîì ÍÑ (40 ìêì; American International Chemical, Natick, MA; îáúåì êîëîíêè 12
ìë, 1,5× 6,8 ñì), êîòîðà  áûëà óðàâíîâåøåíà â 1 ìÌ ôîñôàòå íàòðè , ðÍ 6,0 (áóôåð D).
Õðîìàòîãðàôèþ îñóùåñòâë ëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà ãèáðèäíîé ñèñòåìå
Gradi-Frac /FPLC® (Pharmacia, Uppsala, Sweden), ñíàáæåííîé âñòðîåííûì ÓÔ-ìîíèòîðîì
(280 íì) è ìîíèòîðîì äë  èçìåðåíè  ïðîâîäèìîñòè. Ïîñëå íàíåñåíè  ïðîá (5 ìë/ìèí)
êîëîíêó ïðîìûâàëè 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè áóôåðà D. α -Gal À ýëþèðîâàëè 7
êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî 42% áóôåðà Å/58% áóôåðà D (ãäå
áóôåðîì Å  âë åòñ  250 ìÌ ôîñôàò íàòðè , ðÍ 6,0), à çàòåì 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè
ãðàäèåíòà äî 52% áóôåðà Å. Ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè íà àêòèâíîñòü α -Gal À è òå ôðàêöèè,
êîòîðûå îáëàäàëè çíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòüþ, ñîáèðàëè.

D. Èñïîëüçîâàíèå àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè íà Q-ñåôàðîçå® â êà÷åñòâå ñòàäèé
î÷èñòêè α -Gal A

Ãèäðîêñèàïàòèòíûé ïóë ïðèáëèçèòåëüíî 1,5-êðàòíî ðàçâîäèëè H2O äî êîíå÷íîé
ïðîâîäèìîñòè 3,4-3,6 ìÌ/Îì ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ôèëüòðàöèè ïðîáó
íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ Q-ñåôàðîçîé® HP (Pharmacia, Uppsala, Sweden; îáúåì êîëîíêè 5,1
ìë; 1,5× 2,9 ñì), óðàâíîâåøåííóþ 10% áóôåðîì G/90% áóôåðîì F, ãäå áóôåð F
ïðåäñòàâë åò ñîáîé 25 Ì ôîñôàò íàòðè , ðÍ 6,0, à áóôåð G ïðåäñòàâë åò ñîáîé 25 ìÌ
ôîñôàò íàòðè , ðÍ 6,0, 250 ìÌ NaCl. Õðîìàòîãðàôèþ îñóùåñòâë ëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå íà ãèáðèäíîé ñèñòåìå Gradi-Frac /FPLC® (Pharmacia, Uppsala, Sweden) è
ïîëíûå êîíöåíòðàöèè áåëêà è ñîëè ïðîñëåæèâàëè ñ ïîìîùüþ âñòðîåííûõ ìîíèòîðîâ.
Ïðîáó íàíîñèëè ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ìë/ìèí, à çàòåì îñóùåñòâë ëè ñëåäóþùèå ñòàäèè:
(1) ïðîìûâêè 5 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè 10% áóôåðà G, (2) ïðîìûâêè 7 êîëîíî÷íûìè
îáúåìàìè 12% áóôåðà G, (3) ïðîìûâêè 3 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî
50% áóôåðà G, (4) ïðîìûâêè 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà äî 53%
áóôåðà G, (5) ïðîìûâêè 3 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè ãðàäèåíòà äî 100% áóôåðà G è (6)
ïðîìûâêè 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè 100% áóôåðà G. α -Gal À ýëþèðîâàëñ , ãëàâíûì
îáðàçîì, â ñòàäè õ 3 è 4. Ôðàêöèè, îáëàäàþùèå çíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòüþ, ñîáèðàëè
("Î-ïóë").

Å. Èñïîëüçîâàíèå ãåëü-ôèëüòðàöèè íà ñóïåðäåêñå®-200 â êà÷åñòâå ñòàäèè
î÷èñòêè α -Gal A

Q-ïóë êîíöåíòðèðîâàëè ïðèáëèçèòåëüíî 5-êðàòíî ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóæíûõ
êîíöåíòðàòîðîâ Centriprep®-10 (Amicon, Beverly, MA) è íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ ñóïåðäåêñ®
200 (Pharmacia, Uppsala, Sweden; îáúåì êîëîíêè 189 ìë; 1,6× 94 ñì). Êîëîíêó
óðàâíîâåøèâàëè è ýëþèðîâàëè 25 ìÌ ôîñôàòîì íàòðè , ðÍ 6,0, ñîäåðæàùèì 150 ìÌ NaCl.
Õðîìàòîãðàôèþ îñóùåñòâë ëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå íà ñèñòåìå FPLC® (Pharmacia,
Uppsala, Sweden) ñ èñïîëüçîâàíèåì âñòðîåííîãî ÓÔ-ìîíèòîðà (280 íì) ñ ïîñëåäóþùèì
ýëþèðîâàíèåì áåëêà. Îáúåì ïðîáû, íàíîñèìûé íà êîëîíêó, ñîñòàâë ë ≤ 2 ìë, ñêîðîñòü
ïîòîêà ñîñòàâë ëà 0,5 ìë/ìèí, à ðàçìåð ôðàêöèè ñîñòàâë ë 2 ìë. Âûïîëí ëè ìíîæåñòâî
ïðîãîíîâ ÷åðåç êîëîíêó; ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè íà α -Gal À-àêòèâíîñòü è ôðàêöèè,
îáëàäàþùèå çíà÷èòåëüíîé àêòèâíîñòüþ, ñîáèðàëè.

Ôðàêöèè, ñîáðàííûå ñ êîëîíêè ñ ñóïåðäåêñîì® 200, êîíöåíòðèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì
êîíöåíòðàòîðà Centriprep 10, ðàçäåë ëè íà àëèêâîòû, ïîäâåðãàëè ìãíîâåííîìó
çàìîðàæèâàíèþ è õðàíèëè ïðè -80° Ñ â òå÷åíèå êîðîòêèõ ïðîìåæóòêîâ âðåìåíè.
Ðåçóëüòàòû î÷èñòêè α -Gal À, ïîëó÷åííûå â äàííîì ïðèìåðå, ñèñòåìàòèçèðîâàíû â òàáëèöå
5. Êîíå÷íûé âûõîä α -Gal À ñîñòàâë ë 59% îò èñõîäíîé àêòèâíîñòè ìàòåðèàëà, à óäåëüíà 

àêòèâíîñòü î÷èùåííîãî ïðîäóêòà ñîñòàâë ëà 2,92 × 106 åäèíèö/ìã áåëêà. Ïîëó÷åííûé
ïðîäóêò îáíàðóæèâàë âûñîêèé óðîâåíü ÷èñòîòû ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà, ïðîâîäèìîãî â
óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  íà 4-15% ÄÑÍ-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, êîòîðûé áûë çàòåì
îêðàøåí ñåðåáðîì.

Âûâîäû
Ñòðàíèöà: 40
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Â ðåçóëüòàòå î÷èñòêè ïîëó÷àëè â âûñîêîé ñòåïåíè î÷èùåííóþ α -Gal À. Íàèáîëüøà 
î÷èñòêà ïðîèñõîäèëà â ïåðâûå äâå ñòàäèè äàííîãî ïðîöåññà, òîãäà êàê ïîñëåäíèå òðè
ñòàäèè ñëóæèëè äë  áîëåå òîíêîé î÷èñòêè ìàòåðèàëà â öåë õ óäàëåíè  îñòàâøèõñ 
ñëåäîâûõ êîëè÷åñòâ ïðèìåñåé. Ïîñëåäí   ñòàäè  âûòåñíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè íà
ñóïåðäåêñå® 200 òàêæå ñëóæèëà äë  îáìåíà α -Gal À â ñîâìåñòèìîì äë  êîìïîçèöèè
áóôåðå.

2.2. Ðàçìåð α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííîé ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè
÷åëîâåêà â êóëüòóðå

Áûëè ïðîâåäåíû èññëåäîâàíè  ñòðóêòóðíûõ è ôóíêöèîíàëüíûõ ñâîéñòâ
î÷èùåííîé α -Gal À ÷åëîâåêà. Ïîëó÷åííûé ïðîäóêò îáíàðóæèâàë âûñîêèé óðîâåíü ÷èñòîòû
ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà, ïðîâîäèìîãî â óñëîâè õ âîññòàíîâëåíè  íà 4-15%
ÄÑÍ-ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, êîòîðûé çàòåì îêðàøèâàëè ñåðåáðîì.

Ìîëåêóë ðíóþ ìàññó α -Gal À îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè MALDI-TOF.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàëè, ÷òî ìîëåêóë ðíà  ìàññà äèìåðà ñîñòàâë åò 102353 Äà,
à ìîëåêóë ðíà  ìàññà ìîíîìåðà ñîñòàâë åò 51002 Äà. Îæèäàåìà  ìîëåêóë ðíà  ìàññà
ìîíîìåðà, èñõîä  èç àìèíîêèñëîòíîãî ñîñòàâà, ñîñòàâë åò 45400 Äà. Ñëåäîâàòåëüíî,
óãëåâîäíîå ñîäåðæàíèå äàííîãî ôåðìåíòà ñîñòàâë åò âïëîòü äî 5600 Äà ïî åãî
ìîëåêóë ðíîé ìàññå.

2.3. Óãëåâîäíà  ìîäèôèêàöè  α -Gal À, ïðîäóöèðóåìîãî ñòàáèëüíî
òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè ÷åëîâåêà

Áûë òàêæå îöåíåí õàðàêòåð ãëèêîçèëèðîâàíè  α -Gal À, ïðîäóöèðóåìîãî â ñîîòâåòñòâèè
ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì. Ïðàâèëüíîå ãëèêîçèëèðîâàíèå  âë åòñ  âàæíûì ôàêòîðîì
äë  îïòèìàëüíîé in vivo-àêòèâíîñòè α -Gal A; α -Gal À, ýêñïðåññèðóåìà  â
íå-ãëèêîçèëèðóþùèõ ñèñòåìàõ,  âë åòñ  íåàêòèâíîé èëè íåñòàáèëüíîé. Hantzopolous et al.,
Gene 57:159 (1987). Ãëèêîçèëèðîâàíèå òàêæå èãðàåò âàæíóþ ðîëü äë 
èíòåðíàëèçàöèè α -Gal À â íóæíûå êëåòêè-ìèøåíè è âëè åò íà âðåì  ïîëóæèçíè ôåðìåíòà
â êðîâîòîêå in vivo. Íà êàæäîé ñóáúåäèíèöå α -Gal À èìåþòñ  ÷åòûðå ñàéòà, ïîäõîä ùèå
äë  ïðèñîåäèíåíè  ñâ çàííûõ ñ àñïàðàãèíîì óãëåâîäíûõ öåïåé, èç êîòîðûõ òðè  âë þòñ 
çàí òûìè. Desnick et al., In The Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease (McGraw
Hill, New York, 1995), pp.2741-2780.

Îáðàçåö α -Gal À, ïðîäóöèðóåìûé ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè, áûë
îáðàáîòàí íåéðàìèíèäàçîé, âûäåëåííîé èç A.urafaciens (Boehringer-Mannheim, Indianapolis,
IN), äë  óäàëåíè  ñèàëîâîé êèñëîòû. Ýòó ðåàêöèþ îñóùåñòâë ëè ïóòåì îáðàáîòêè 5
ìã α -Gal À â òå÷åíèå íî÷è 10 ìÅ íåéðàìèíèäàçîé ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ïîëíîì
îáúåìå 10 ìë çàáóôåðåííîãî àöåòàòîì ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà (ABS, 20 ìÌ àöåòàò
íàòðè , ðÍ 5,2, 150 ìÌ NaCl).

Î÷èùåííóþ α -Gal À, ïðîäóöèðóåìóþ ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè, òàêæå
äåôîñôîðèëèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû (ùåëî÷íà  ôîñôàòàçà
êèøå÷íèêà òåëåíêà, Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN) ïóòåì îáðàáîòêè 5 ìã α -Gal À â
òå÷åíèå íî÷è ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 15 åäèíèöàìè ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû â ABS (ðÍ
ïîäíèìàëè äî 7,5 ñ èñïîëüçîâàíèåì 1 Ì Òðèñ).

Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ è/èëè ñ ïîìîùüþ
èçîýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíè , à çàòåì ïðîâîäèëè Âåñòåðí-áëîòòèíã ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèòåëà ïðîòèâ α -Gal À. Èñïîëüçóåìîå àíòèòåëî ïðåäñòàâë ëî ñîáîé
êðîëè÷üå ïîëèêëîíàëüíîå àíòèòåëî ïðîòèâ ïåïòèäà, êîòîðîå áûëî ïðîäóöèðîâàíî ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïåïòèäà, ïðåäñòàâë þùåãî ñîáîé àìèíîêèñëîòû 68-81 α -Gal À â êà÷åñòâå
èììóíîãåíà. Ïîñëå ïåðåíîñà áåëêà íà PVDF (Millipore, Bedford, MA) ìåìáðàíó çîíäèðîâàëè
ïðè ðàçâåäåíèè 1:2000 àíòèñûâîðîòêîé â 2,5% áëîòòî (îáåçæèðåííîå ñóõîå ìîëîêî â 20 ìÌ
Òðèñ-HCl, ðÍ 7,5, 0,05% Òâèí-20). Çàòåì ïðîâîäèëè äåòåêöèþ ñ èñïîëüçîâàíèåì êîçüåãî
àíòèòåëà ïðîòèâ IgG êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííîãî ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Organo
Technique/Cappella, Durham, NC; ðàçâåäåíèå 1:5000), è ðåàãåíòîâ íàáîðà äë 
ýëåêòðîõåìèëþìèíèñöåíöèè (ÝÕË) (Amersham, Arlington Heights, IN).
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Îáðàáîòêà α -Gal À íåéðàìèíèäàçîé ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì ñ ïîìîùüþ
ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ ïðèâîäèò ê ñäâèãó ìîëåêóë ðíîé ìàññû (ïðèáëèçèòåëüíî
1500-2000 Äà èëè 4-6 ñèàëîâûõ êèñëîò/ìîíîìåð), ÷òî äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü î
íàëè÷èè èíòåíñèâíîé ìîäèôèêàöèè α -Gal À ñèàëîâîé êèñëîòîé. Äë  ñïðàâêè, ïëàçìåííà 
ôîðìà α -Gal À èìååò 5-6 îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû íà ìîíîìåð, à ïëàöåíòàðíà  ôîðìà
èìååò 0,5-1,0 îñòàòêîâ ñèàëîâîé êèñëîòû íà ìîíîìåð. Bishop et al., J. Biol. Chem. 256:1307
(1981).

Äðóãèì ìåòîäîì, èñïîëüçóåìûì äë  îöåíêè ìîäèôèêàöèé α -Gal À ñèàëîâîé êèñëîòîé è
Ì6Ð,  âë åòñ  èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå (ÈÝÔ), ãäå äàííûå îáðàçöû ðàçäåë þò íà
îñíîâå èõ èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè (ðI) èëè ñóììàðíîãî çàð äà. Òàêèì îáðàçîì,
ïðåäïîëàãàåòñ , ÷òî óäàëåíèå çàð æåííûõ îñòàòêîâ, òàêèõ êàê ñèàëîâà  êèñëîòà èëè
ôîñôàò, èç α -Gal À áóäåò ïðèâîäèòü ê èçìåíåíèþ ïîäâèæíîñòè áåëêà â ñèñòåìå ÈÝÔ.

Äë  îñóùåñòâëåíè  ÈÝÔ-ýêñïåðèìåíòà îáðàçöû α -Gal À, ïðîäóöèðóåìûå â
ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì, îáðàáàòûâàëè íåéðàìèíèäàçîé è/èëè ùåëî÷íîé
ôîñôàòàçîé, ñìåøàííûìè 1:1 ñ 2Õ áóôåðîì äë  îáðàçöà Novex (ñ 8 Ì ìî÷åâèíîé, ðÍ
3,0-7,0), è çàãðóæàëè íà ÈÝÔ-ãåëü (5,5% ïîëèàêðèëàìèäíûé) ñ 6 Ì ìî÷åâèíîé,
èçãîòîâëåííûé ñ èñïîëüçîâàíèåì Pharmalyte® (Pharmacia, Uppsala, Sweden; pH 3,0-6,5;
Pharmalyte® 4-6,5 è 2,5-5,5, 0,25 ìë êàæäîãî íà ãåëü). Áûëè òàêæå âêëþ÷åíû ñòàíäàðòû
èçîýëåêòðè÷åñêîé òî÷êè (Bio-Rad). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà ãåëü ïåðåíîñèëè íà PVDF è
ïðîâîäèëè Âåñòåðí-áëîò-àíàëèç, êàê îïèñàíî âûøå.

Íåéðàìèíèäàçíà  îáðàáîòêà ôåðìåíòà ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ ðI âñåõ òðåõ èçîôîðì,
÷òî óêàçûâàëî íà òî, ÷òî âñå îíè áûëè äî íåêîòîðîé ñòåïåíè ìîäèôèöèðîâàíû ñèàëîâîé
êèñëîòîé. Ýòè äàííûå äàþò îñíîâàíèå ïðåäïîëàãàòü, ÷òî α -Gal À-ïðåïàðàòû, ïîëó÷åííûå,
êàê îïèñàíî â äàííîé çà âêå, äîëæíû èìåòü æåëàåìîå âðåì  ïîëóæèçíè â ïëàçìå, ÷òî
îçíà÷àëî áû, ÷òî äàííûé ìàòåðèàë  âë åòñ  â äîñòàòî÷íîé ñòåïåíè ïîäõîä ùèì äë 
ôàðìàêîëîãè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíè . Êðîìå òîãî, îáðàáîòêà ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
ôåðìåíòà α -Gal À, óæå îáðàáîòàííîãî íåéðàìèíèäàçîé, ïðèâîäèò ê äîïîëíèòåëüíîìó
óâåëè÷åíèþ ðI ÷àñòè äàííîãî áåëêà ïðèáëèçèòåëüíî äî 5,0-5,1, ÷òî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî
äàííûé ôåðìåíò íåñåò îäèí èëè íåñêîëüêî îñòàòêîâ Ì6Ð. Òàêà  ìîäèôèêàöè  íåîáõîäèìà
äë  ýôôåêòèâíîé èíòåðíàëèçàöèè α -Gal À êëåòêàìè-ìèøåí ìè.

N-Ñâ çàííûå óãëåâîäíûå öåïè α -Gal À áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ
èîíîîáìåííîé ÂÝÆÕ (Glyco-Sep Ñ) è ìå÷åíè  íåâîññòàíàâëèâàþùåãî êîíöà
ôëóîðåñöåíòíûì ñîåäèíåíèåì 2-àìèíîáåíçàìèäîì (ÀÂ). Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ÀÂ-ãëèêàíîâ
îò òðåõ îòäåëüíûõ α -Gal À-ïðåïàðàòîâ ñèñòåìàòèçèðîâàíû â òàáëèöå 6. Âñå òðè ïðåïàðàòà
èìåëè ÷èñëî Z, ïðåâûøàþùåå 170. Êðîìå òîãî, áîëåå ÷åì 67% ãëèêàíîâ áûëè
ñèàëèëèðîâàíû, áîëåå ÷åì 16% ãëèêàíîâ áûëè ôîñôîðèëèðîâàíû, à ìåíåå ÷åì 16% áûëè
íåéòðàëüíûìè. Ýòè äàííûå óêàçûâàþò íà çíà÷èòåëüíî ëó÷øèå ðåçóëüòàòû ïî ñðàâíåíèþ ñ
èçâåñòíûìè ðåçóëüòàòàìè. Òàê, íàïðèìåð, Desnick et àl. (ïàòåíò ÑØÀ 5356804) ñîîáùàëè,
÷òî ñâûøå 60% ãëèêàíîâ áûëè íåéòðàëüíûìè è òîëüêî 11% áûëè ñèàëèëèðîâàíû.

Òàáëèöà 6
Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ÀÂ-ãëèêàíîâ îò GA-GAL

Îáðàáîòêà ×èñëî Z % íåéòðàëüíûõ % ìîíî- % äè- % òðè- % òåòðà-

Íå ïðîâî äèëàñü 170,04 16,83 22,8 39,45 15,34 5,58

Íå ïðîâî äèëàñü 177,71 14,22 20,63 44,62 14,2 6,31

Íå ïðîâî äèëàñü 171,68 15,81 20,73 43,2 14,33 5,39

Ñðåäíåå (N=3) 173,14 15,62 21,39 42,42 14,62 5,76

Íåéðàìèíè äàçà 24,36 85,25 5,14 9, 61 í.î. í.î.

Ùåë.ôîñ ôàòàçà 150,93 23,38 24,47 34,28 13,58 4,29

Ïðîöåíò âñåõ Ïðåïàðàòû GA-GAL íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  Desnick et al., ïàòåíò ÑØÀ 5356804

Âñå Ð-ãëèêàíû 16,62 24,1

Âñå ñèàëèëèðîâàííûå 67,57 11

Âñå íåéòðàëüíûå (hih-ìàííîçà è ãèáðèä) 15,62 62,9

Äîïîëíèòåëüíà  ïîäðîáíà  õàðàêòåðèñòèêà î÷èùåííûõ ïðåïàðàòîâ GA-GAL
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ïðåäñòàâëåíà â òàáëèöå 7.

Òàáëèöà 7
Îáúåì î÷èùåííîãî ïðåïàðàòà GA-GAL

Àíàëèç 40-173-ÊÍ 42-202-ÊÍ

Óäåëüíà  àêòèâíîñòü 2,75 2,80

ÄÑÍ-ÏÀÀÃ, îêðàøåííûé êóìàññè 100% 100%

ÄÑÍ-ÏÀÀÃ, îêðàøåííûé ñåðåáðîì 99,6% 100%

Îáðàùåííî-ôàçîâà  ÂÝÆÕ 100% 99,94%

Âûòåñíèòåëüíà  õðîìàòîãðàôè  0% 0,01%

Èíòåðíàëèçàöè  ôèáðîáëàñòàìè êðàéíåé ïëîòè 123,6% 94,3%

2.4. Óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíè  çàð æåííîé α -Gal À ïóòåì ôðàêöèîíèðîâàíè 
ìîëåêóë α -Gal A

Êàê îáñóæäàëîñü âûøå, ôðàêöèîíèðîâàíèå ãëèêîôîðì α -Gal A ìîæåò áûòü
îñóùåñòâëåíî â ðàçëè÷íûõ ñòàäè õ â ïðîöåññå î÷èñòêè, êàê îïèñàíî â íàñòî ùåé çà âêå. Â
íàñòî ùåì ïðèìåðå ãëèêîôîðìû α -Gal À áûëè ôðàêöèîíèðîâàíû ïî ðàçìåðó è ïî çàð äó.
Ôðàêöèîíèðîâàòü α -Gal À ìîæíî òàêæå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìáèíàöèè ýòèõ è äðóãèõ
õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ìåòîäîâ, îïèñàííûõ âûøå.

Äë  ôðàêöèîíèðîâàíè  ïî ðàçìåðó ãëèêîôîðì α -Gal À îñóùåñòâë ëè âûòåñíèòåëüíóþ
õðîìàòîãðàôèþ íà êîëîíêå ñ ñóïåðäåêñîì® 200 (Pharmacia, 1,6 ñì × 94,1 ñì),
óðàâíîâåøåííîé â çàáóôåðåííîì ôîñôàòîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïðè ðÍ 6. α -Gal
A (2,6 ìã â 1 ìë) çàãðóæàëè íà êîëîíêó è ýòó êîëîíêó ýëþèðîâàëè ïðè 0,35 ìë/ìèí. Ôðàêöèè
ñîáèðàëè ïî âñåìó ïðîôèëþ ýëþöèè è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå øèðîêèé ïèê
ýëþèðîâàíè  α -Gal À, àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ, à çàòåì
âèçóàëèçèðîâàëè îêðàøèâàíèåì ñåðåáðîì. Ôðàêöèè âåäóùåãî êðà  ïèêà ñîäåðæàëè α -Gal
À ñ íàèáîëåå âûñîêîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, è ïî ìåðå  ïðîäâèæåíè  ôðàêöèé ïî ïèêó
êàæóùà ñ  ìîëåêóë ðíà  ìàññà α -Gal A  ïîñòåïåííî ñíèæàëàñü. Çàòåì ôðàêöèè α -Gal À
ñîáèðàëè è îáúåäèí ëè ñ ïîëó÷åíèì ïðåïàðàòà α -Gal À ñ íóæíîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé.

Äë  ôðàêöèîíèðîâàíè  ãëèêîôîðì α -Gal À ïî çàð äó α -Gal A ôðàêöèîíèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ õðîìàòîãðàôèè íà Q-Ñåôàðîçå®. Êîëîíêó ñ Q-Ñåôàðîçîé® (1,6 ñì × 94,1 ñì)
óðàâíîâåøèâàëè â 20 ìÌ ôîñôàòå íàòðè  ïðè ðÍ 6, ñîäåðæàùåì 30 ìÌ NaCl, à ñêîðîñòü
ïîòîêà ïîääåðæèâàëè ïðè 5 ìë/ìèí. α -Gal A (130 ìã â 166 ìë) çàãðóæàëè íà êîëîíêó,
ïðîìûâàëè óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðîì, à çàòåì ýëþèðîâàëè 20 ìÌ ôîñôàòîì íàòðè ,
ðÍ 6,0, ñîäåðæàùèì 130 ìÌ NaCl. Äë  áîëåå èíòåñèâíîãî ôðàêöèîíèðîâàíè  ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíî ãðàäèåíòíîå ýëþèðîâàíèå (íàïðèìåð, 10 êîëîíî÷íûìè îáúåìàìè)
óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðîì - ýëþèðóþùèì áóôåðîì. Ôðàêöèè ñîáèðàëè ïî âñåìó
ïðîôèëþ ýëþèðîâàíè  è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå ïèê ýëþèðîâàíè  α -Gal À, àíàëèçèðîâàëè
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ ÄÑÍ, à çàòåì âèçóàëèçèðîâàëè îêðàøèâàíèåì
ñåðåáðîì. Ìîëåêóëû ñ íàèìåíüøåé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé íàáëþäàëèñü íà ãåëå,
ýëþèðîâàííîì â ïðîìûâêå è â âåäóùåì êðàå ïèêà, à ãëèêîôîðìû ñ íàèáîëåå âûñîêîé
ìîëåêóë ðíîé ìàññîé ýëþèðîâàëèñü áëèæå ê êîíöó ïèêà. Ìîëåêóëû ñ áîëåå íèçêîé
ìîëåêóë ðíîé ìàññîé ñîîòâåòñòâîâàëè ìåíåå îòðèöàòåëüíî çàð æåííûì
ãëèêîôîðìàì α -Gal À, êîòîðûå ìåíåå æåñòêî ñâ çûâàëèñü ñ êîëîíêîé ñ ïîëîæèòåëüíî
çàð æåííîé Q-Ñåôàðîçîé® (ñîñòî ùåé èç ñìîëû, çàìåùåííîé ÷åòâåðòè÷íûì àìèíîì).
Ìîëåêóëû α -Gal À ñ íàèáîëåå âûñîêèì îòðèöàòåëüíûì çàð äîì ýëþèðîâàëèñü ïîçäíåå íà
ïðîôèëå ýëþöèè è èìåëè áîëåå âûñîêóþ ìîëåêóë ðíóþ ìàññó, êàê áûëî ïðîàíàëèçèðîâàíî
ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÄÑÍ-ÏÀÀÃ. Ôðàêöèîíèðîâàíèå ïî çàð äó áûëî ïîäòâåðæäåíî
ñ ïîìîùüþ èçîýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíè  ïðîýëþèðîâàííûõ ôðàêöèé èëè îòîáðàííûõ
ïóëîâ.

Òàêèì îáðàçîì, êàê ôðàêöèîíèðîâàíèå ïî ðàçìåðó, òàê è ôðàêöèîíèðîâàíèå ïî çàð äó
ïîçâîë ëî ïðîâîäèòü îòáîð â âûñîêîé ñòåïåíè çàð æåííûõ ãëèêîôîðì α -Gal A.

2.5. Èíòåðíàëèçàöè  α -Gal À, îïîñðåäîâàííà  ìàííîçîé èëè ìàííîçî-6-ôîñôàòîì
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(Ì6Ð)
×òî êàñàåòñ  α -Gal À, ïðîäóöèðîâàííîé ñòàáèëüíî òðàíñôåöèðîâàííûìè êëåòêàìè è

èñïîëüçóåìîé â êà÷åñòâå ýôôåêòèâíîãî òåðàïåâòè÷åñêîãî àãåíòà äë  ëå÷åíè  ñîñòî íèé ñ
äåôèöèòîì α -Gal À, òî óêàçàííûé ôåðìåíò äîëæåí áûòü èíòåðíàëèçèðîâàí ïîðàæåííûìè
êëåòêàìè. α -Gal À  âë åòñ  ìèíèìàëüíî àêòèâíûì ïðè ôèçèîëîãè÷åñêèõ óðîâí õ ðÍ,
íàïðèìåð, â êðîâè è â òêàíåâûõ æèäêîñò õ. α -Gal À îïòèìàëüíî ìåòàáîëèçèðóåò
àêêóìóëèðîâàííûå ëèïèäíûå ñóáñòðàòû ëèøü ïðè èíòåðíàëèçàöèè â êèñëîòíîì îêðóæåíèè
ëèçîñîìû. Ýòà èíòåðíàëèçàöè  îïîñðåäóåòñ  ñâ çûâàíèåì α -Gal A ñ ðåöåïòîðàìè Ì6Ð,
êîòîðûå ýêñïðåññèðóþòñ  íà êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè è äîñòàâë þò äàííûé ôåðìåíò â
ëèçîñîìû ïî ýíäîöèòíîìó ïóòè. Ðåöåïòîð Ì6Ð ýêñïðåññèðóåòñ  ïî÷òè âåçäå è â òîé èëè
èíîé ñòåïåíè Ì6Ð ýêñïðåññèðóåòñ  áîëüøèíñòâîì ñîìàòè÷åñêèõ êëåòîê. Ìàííîçíûé
ðåöåïòîð, êîòîðûé  âë åòñ  ñïåöèôè÷åñêèì äë  ýêñïîíèðîâàííûõ ìàííîçíûõ îñòàòêîâ íà
ãëèêîïðîòåèíàõ,  âë åòñ  ìåíåå ðàñïðîñòðàíåííûì. Ìàííîçíûå ðåöåïîðû, â îñíîâíîì,
îáíàðóæèâàþòñ  òîëüêî íà ìàêðîôàãàõ èëè ìàêðîôàãïîäîáíûõ êëåòêàõ è  âë þòñ 
äîïîëíèòåëüíûì ñðåäñòâîì äë  âõîæäåíè  α -Gal À â ýòè êëåòêè.

Äë  èëëþñòðàöèè ÌáÐ-îïîñðåäîâàííîé èíòåðíàëèçàöèè α -Gal À ôèáðîáëàñòû êîæè,
âç òûå îò ïàöèåíòà ñ áîëåçíüþ Ôàáðè (NIGMS Human Genetic Mutant Cell Repository),
êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è â ïðèñóòñòâèè âîçðàñòàþùèõ êîíöåíòðàöèé
î÷èùåííîãî α -Gal A íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè . Íåêîòîðûå èç îáðàçöîâ ñîäåðæàëè 5 ìÌ
ðàñòâîðèìîãî Ì6Ð, êîòîðûé êîíêóðåíòíî èíãèáèðóåò ñâ çûâàíèå ñ ðåöåïòîðîì Ì6Ð è
îïîñðåäîâàííóþ èì èíòåðíàëèçàöèþ. Äðóãèå îáðàçöû ñîäåðæàëè 30 ìã/ìë ìàííàíà,
êîòîðûé èíãèáèðóåò ñâ çûâàíèå ñ ìàííîçíûì ðåöåïòîðîì è îïîñðåäîâàííóþ èì
èíòåðíàëèçàöèþ. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  êëåòêè ïðîìûâàëè è ñîáèðàëè ïóòåì ñîñêàáëèâàíè 
â áóôåð äë  ëèçèñà (10 ìÌ òðèñ, ðÍ 7,2, 100 ìÌ NaCl, 5 ìÌ EDTA, 2 ìÌ
Pefabloc  (Boehringer-Mannhiem, Indianapolis, IN) è 1% NP-40). Çàòåì ëèçèðîâàííûå
îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà êîíöåíòðàöèþ áåëêà è α -Gal À-àêòèâíîñòü. Ðåçóëüòàòû
âûðàæàëè êàê åäèíèöû α -Gal À-àêòèâíîñòè/ìã êëåòî÷íîãî áåëêà. α -Gal A
èíòåðíàëèçèðîâàëñ  â êëåòêè Ôàáðè äîçî-çàâèñèìûì îáðàçîì. Óêàçàííà  èíòåðíàëèçàöè 
èíãèáèðîâàëàñü Ì6Ð, íî íå èíãèáèðîâàëàñü ìàííàíîì. Ïîýòîìó èíòåðíàëèçàöè  α -Gal À
â ôèáðîáëàñòû Ôàáðè îïîñðåäóåòñ  ðåöåïòîðîì Ì6Ð, íî íå ìàííîçíûì ðåöåïòîðîì.

α -Gal À òàêæå èíòåðíàëèçèðóåòñ  in vitro ýíäîòåëèàëüíûìè êëåòêàìè, êîòîðûå  âë þòñ 
âàæíûìè êëåòêàìè-ìèøåí ìè ïðè ëå÷åíèè áîëåçíè Ôàáðè. Ýíäîòåëèàëüíûå êëåòêè
ïóïî÷íîé âåíû ÷åëîâåêà (HUVEC) êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå íî÷è âìåñòå ñ 7500
åäèíèöàìè α -Gal À, ïðè÷åì íåêîòîðûå ëóíêè ñîäåðæàëè Ì6Ð. Ïîñëå èíêóáèðîâàíè  êëåòêè
ñîáèðàëè è àíàëèçèðîâàëè íà α -Gal À, êàê îïèñàíî âûøå. Êëåòêè, èíêóáèðîâàííûå
ñ α -Gal À, ñîäåðæàëè óðîâíè ôåðìåíòà, êîòîðûå ïî÷òè â 10 ðàç ïðåâûøàëè óðîâíè
êîíòðîëüíûõ êëåòîê (íå èíêóáèðîâàííûõ ñ α -Gal À). Ì6Ð èíãèáèðîâàë âíóòðèêëåòî÷íóþ
àêêóìóë öèþ α -Gal À, ÷òî äàåò îñíîâàíèå ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíòåðíàëèçàöè  α -Gal À
êëåòêàìè HUVEC îïîñðåäóåòñ  ðåöåïòîðîì Ì6Ð. Òàêèì îáðàçîì, ÷åëîâå÷åñêà  α -Gal À
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  èíòåðíàëèçèðóåòñ  êëèíè÷åñêè âàæíûìè êëåòêàìè.

Ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî êóëüòèâèðîâàííûõ êëåòî÷íûõ ëèíèé ÷åëîâåêà, êîòîðûå, êàê
èçâåñòíî, ýêñïðåññèðóþò ìàííîçíûé ðåöåïòîð. Îäíàêî äë  òîãî, ÷òîáû îïðåäåëèòü,
èíòåðíàëèçèðóåòñ  ëè î÷èùåííà  α -Gal À ïîñðåäñòâîì ìàííîçíîãî ðåöåïòîðà, ìîæåò áûòü
èñïîëüçîâàíà ìûøèíà  ìàêðîôàãïîäîáíà  êëåòî÷íà  ëèíè  (J774.E), êîòîðà  íåñåò
ìàííîçíûå ðåöåïòîðû, íî èìååò î÷åíü ìàëî, à òî è âîîáùå íå èìååò ðåöåïòîðîâ Ì6Ð.
Diment et al., J. Leukocyte Biol. 42:485-490 (1987). Êëåòêè J774.E êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå
íî÷è â ïðèñóòñòâèè 10000 åäèíèö/ìë α -Gal À. Âûáðàííûå îáðàçöû òàêæå ñîäåðæàëè 2ìÌ
Ì6Ð, à äðóãèå ñîäåðæàëè 100 ìã/ìë ìàííàíà. Ýòè êëåòêè ïðîìûâàëè è ñîáèðàëè, êàê
îïèñàíî âûøå, è äë  êàæäîãî îáðàçöà îïðåäåë ëè ñîäåðæàíèå îáùåãî áåëêà è α -Gal
À-àêòèâíîñòü. Ì6Ð íå èíãèáèðîâàë ïîãëîùåíèå α -Gal A ýòèìè êëåòêàìè, òîãäà êàê ìàííàí
ñïîñîáñòâîâàë ñíèæåíèþ óðîâíåé àêêóìóëèðîâàííîãî α -Gal À íà 75%. Òàêèì
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îáðàçîì, α -Gal A íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ìîæåò áûòü èíòåðíàëèçèðîâàí ìàííîçíûì
ðåöåïòîðîì â êëåòêè òåõ òèïîâ, êîòîðûå ýêñïðåññèðóþò ýòîò êîíêðåòíûé ðåöåïòîð
êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòè.

Ïðèìåð 3
Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè 
Ïîëó÷åíèå áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ è êîìïîçèöèé
Ìàññó î÷èùåííîãî α -Gal À ðàçâîäèëè äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ðàçáàâèòåëåì

äë  α -Gal À. Èñõîä  èç îáúåìà î÷èùåííîé ìàññû, èñïîëüçóåìîé äë  èçãîòîâëåíè 
êîìïîçèöèè, îïðåäåë ëè òðåáóåìûå êîíöåíòðàöèþ α -Gal À (ìã/ìë) è íóæíóþ êîíöåíòðàöèþ

α -Gal À äë  êîíå÷íîé êîìïîçèöèè, à òàêæå îáúåì ðàçáàâèòåë  äë  α -Gal À.
Ðàçáàâèòåëü äë  α -Gal À ïîëó÷àëè íå áîëåå ÷åì çà 24 ÷àñà äî èñïîëüçîâàíè  ïóòåì
ñìåøèâàíè  ñîîòâåòñòâóþùèõ êîëè÷åñòâ WFI, õëîðèäà íàòðè  è ìîíîîñíîâíîãî ôîñôàòà
íàòðè , à ðÍ äîâîäèëè äî 6,0 ðàñòâîðîì ãèäðîêñèäà íàòðè . Ñîñòàâ ðàçáàâèòåë 
äë  α -Gal À ïðèâîäèòñ  â òàáëèöå 8.

Òàáëèöà 8
Ñîñòàâ ðàçáàâèòåë  äë  α -Gal À (íà ëèòð)

Êîìïîíåíò Íîìåð ïàðòèè Êîëè÷åñòâî

Õëîðèä íàòðè  (USP) 100-1916 8,8 ã

Ãèäðîêñèä íàòðè , 5 í. 200-1903 äîñò. äî äîâåäåíè  ðÍ äî 6,0

Ôîñôàò íàòðè , ìîíîîñíîâíûé (USP) 100-1913 3,5 ã

Âîäà äë  èíúåêöèè (USP) 100-2301 äîñò. äî ïîëó÷åíè  îáúåìà 1,0 ë

Îäèí ëèòð èëè ìåíüøèå îáúåìû ðàçáàâèòåë  äë  α -Gal A ôèëüòðîâàëè ïóòåì
âàêóóìíîé ôèëüòðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñòåðèëüíûõ íàéëîíîâûõ 0,2 ìì-ôèëüòðîâ (Nalge
Nunc International, Rochester, NY). îáúåìû ôèëüòðîâàëè ïðè ïîëîæèòåëüíîì
äàâëåíèè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïåðèñòàëüòè÷åñêîãî íàñîñà è êàïñóëüíûõ 0,2 ìì-ôèëüòðîâ
Supor® (Pall, Port Washington, NY). Âñå ôèëüòðû áûëè ïîäâåðãíóòû òåñòó íà öåëîñòíîñòü
ïðè òåìïåðàòóðå íà÷àëà êèïåíè  ïîñëå ôèëüòðàöèè. Ñòàäèè ñìåøèâàíè  è ôèëüòðàöèè
îñóùåñòâë ëè â âûò æíîì øêàôó ñ ëàìèíàðíûì ïîòîêîì, ñåðòèôèöèðîâàííîì êàê êëàññ
100. Ðàçáàâèòåëü α -Gal À äîáàâë ëè ê ìàññå î÷èùåííîãî α -Gal À â ñîñóäå äë 
ñìåøèâàíè , â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïîëó÷àëè 1 ìã/ìë êîíå÷íîãî ðàñòâîðà. Çàòåì äîáàâë ëè
ñîîòâåòñòâóþùèé îáúåì ïîëèñîðáàòà 20 (òâèí 20, Spectrum) äî äîñòèæåíè  êîíöåíòðàöèè
0,02%.

Ïðèìåð 4
Äåñèàëèëèðîâàííà  äåãàëàêòîçèëèðîâàííà  α -Gal A
Äë  èññëåäîâàíè  âëè íè  ãëèêîçèëèðîâàíè  íà áèîëîãè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå α -Gal

À î÷èùåííûé ïðåïàðàò α -Gal À ïîñëåäîâàòåëüíî äåãëèêîçèëèðîâàëè è êàæäóþ ôîðìó
èíúåöèðîâàëè ìûøàì. ×åðåç ÷åòûðå ÷àñà ïîñëå èíúåêöèè îðãàíû ìûøåé ñîáèðàëè è
ïðîâîäèëè èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèé àíàëèç ýòèõ òêàíåé äë  âèçóàëèçàöèè âîçìîæíûõ
èçìåíåíèé â áèîëîãè÷åñêîì ðàñïðåäåëåíèè áåëêà.

Ñíà÷àëà α -Gal À îáðàáàòûâàëè íåéðàìèíèäàçîé (ñèàëèäàçîé) äë  óäàëåíè  îñòàòêîâ
ñèàëîâîé êèñëîòû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ãàëàêòîçíûå ÷àñòè îñòàâàëèñü ýêñïîíèðóåìûìè.
Çàòåì ÷àñòü ýòîãî îáðàáîòàííîãî ñèàëèäàçîé ôåðìåíòà ïîäâåðãàëè ðåàêöèè
ñ β -ãàëàêòîçèäàçîé äë  óäàëåíè  ãàëàêòîçíûõ îñòàòêîâ; ïðè ýòîì îñòàâàëèñü
ýêñïîíèðóåìûìè N-àöåòèëãëþêîçàìèíèäàçíûå îñòàòêè (GlcNAC). Ýòè GlcNAC çàòåì
óäàë ëè ñ ïîìîùüþ N-àöåòèëãëþêîçàìèíèäàçû, â ðåçóëüòàòå ÷åãî íà áåëêå îñòàâàëèñü
ìàííîçíûå ãðóïïû ñåðäöåâèíû. Íåîáðàáîòàííóþ α -Gal À (êîíòðîëü) èëè îäíó èç
îáðàáîòàííûõ ôîðì áåëêà èíúåöèðîâàëè ìûøàì â õâîñòîâóþ âåíó. ×åðåç ÷åòûðå ÷àñà
ïîñëå èíúåêöèé ïå÷åíü, ñåëåçåíêó, ñåðäöå, ïî÷êè è ëåãêèå ìûøåé ñîáèðàëè, îáðàáàòûâàëè
êîíñåðâàíòîì è ïîäâåðãàëè èììóíîîêðàøèâàíèþ äë  äåòåêöèè α -Gal À.

Ñðàâíåíèå ñ êîíòðîëüíûìè æèâîòíûìè, ïîëó÷àâøèìè íåîáðàáîòàííûé áåëîê, ïîêàçàëî,
÷òî ìûøè, êîòîðûì áûë èíúåöèðîâàí îáðàáîòàííûé ñèàëèäàçîé ôåðìåíò (ñ
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ýêñïîíèðîâàííûìè ãàëàêòîçíûìè îñòàòêàìè), èìåëè ïðåèìóùåñòâåííóþ
ëîêàëèçàöèþ α -Gal À â ïå÷åíè è ñîîòâåòñòâåííî ìåíüøåå êîëè÷åñòâî ýòîãî ôåðìåíòà â
äðóãèõ èññëåäîâàííûõ îðãàíàõ. Êðîìå òîãî, êàðòèíà îêðàøèâàíè  â ïå÷åíè ó ýòèõ æèâîòíûõ
î÷åíü ñèëüíî îòëè÷àëàñü. Ó êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ α -Gal À ëîêàëèçèðîâàëñ , ãëàâíûì
îáðàçîì, â êëåòêàõ Êóïôôåðà è â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ñ óìåðåííûì îêðàøèâàíèåì â
ãåïàòîöèòàõ. Ó æèâîòíûõ, ïîëó÷àâøèõ îáðàáîòàííûé ñèàëèäàçîé α -Gal À, ýòîò ôåðìåíò
ëîêàëèçèðîâàëñ  òîëüêî â ãåïàòîöèòàõ, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî èçâåñòíîìó áèîëîãè÷åñêîìó
ðàñïðåäåëåíèþ ðåöåïòîðà àñèàëîãëèêîïðîòåèíà. Ýòî âëè íèå äåãëèêîçèëèðîâàíè  íà
áèîëîãè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå áûëî îáðàòíûì ïðè óäàëåíèè ãàëàêòîçíûõ îñòàòêîâ ïîä
äåéñòâèåì β -ãàëàêòîçèäàçû. Êàðòèíà îêðàøèâàíè , íàáëþäàåìà  â ïå÷åíè ìûøåé,
ïîëó÷àâøèõ äàííûé áåëîê áåç ãàëàêòîçíûõ îñòàòêîâ, áûëà àíàëîãè÷íà êàðòèíå
îêðàøèâàíè  äë  êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ; ïðè ýòîì íàèáîëüøåå îêðàøèâàíèå íàáëþäàëîñü
â êëåòêàõ Êóïôôåðà è â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ñ ìèíèìàëüíûì îêðàøèâàíèåì
ãåïàòîöèòîâ. Ïîñëåäóþùà  îáðàáîòêà α -Gal À N-àöåòèëãëþêîçàìèíèäàçîé íå èçìåí ëà
õàðàêòåðà îêðàøèâàíè , êîòîðûé íàáëþäàëñ  äë  áåëêà, îáðàáîòàííîãî β -ãàëàêòîçèäàçîé,
òî åñòü óäàëåíèå N-àöåòèëãëþêîçàìèíîâûõ îñòàòêîâ, î÷åâèäíî, îêàçûâàåò íåçíà÷èòåëüíîå
âëè íèå íà áèîëîãè÷åñêîå ðàñïðåäåëåíèå α -Gal A.

Ïðèìåð 5
Êîððåêöè  ôèáðîáëàñòîâ Ôàáðè ïóòåì ýêñïðåññèè α -Gal A ôèáðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà
Äë  ãåííîé òåðàïèè èìïëàíòàöè  àóòîëîãè÷íûõ êëåòîê, ïðîäóöèðóþùèõ α -Gal À, äîëæíà

ïðèâîäèòü ê ïðîäóöèðîâàíèþ ôåðìåíòà â ôîðìå, ñîîòâåòñòâóþùèì îáðàçîì
ìîäèôèöèðîâàííîé äë  "êîððåêöèè" äåôèöèòà α -Gal À â êëåòêàõ-ìèøåí õ. Äë  îöåíêè
âëè íè  ïðîäóöèðîâàíè  α -Gal À òðàíñôåöèðîâàííûìè ôèáðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà íà
êëåòêè Ôàáðè, ôèáðîáëàñòû, âç òûå ó ïàöèåíòîâ ñ áîëåçíüþ Ôàáðè (NIGMS Human
Genetics Mutant Cell Repository), áûëè ñîâìåñòíî êóëüòèâèðîâàíû ñ êëåòî÷íûì øòàììîì,
ïðîäóöèðóþùèì α -Gal A (BRS-11) â Transwells® (Costar, Cambridge, MA). Êëåòêè Ôàáðè
êóëüòèâèðîâàëè â 12-ëóíî÷íûõ ïëàíøåòàõ äë  êóëüòèâèðîâàíè  òêàíè, íåêîòîðûå èç
êîòîðûõ ñîäåðæàëè âñòàâêè (Transwells®, ðàçìåð ïîð 0,4 ìì), èìåþùèå ïîâåðõíîñòü, íà
êîòîðîé ìîãóò áûòü âûðàùåíû êëåòêè. Ìàòðèöà âñòàâêè äë  ðîñòà êëåòîê  âë åòñ 
ïîðèñòîé è ïîçâîë åò ìàêðîìîëåêóëàì ïðîõîäèòü îò âåðõíåé äî íèæíåé ÷àñòè ñðåäû. Îäíà
ñåðè  âñòàâîê ñîäåðæàëà íîðìàëüíûå ôèáðîáëàñòû êðàéíåé ïëîòè ÷åëîâåêà (HF), êîòîðûå
ñåêðåòèðóþò ìèíèìàëüíûå óðîâíè α -Gal À, à äðóãà  ñåðè  ñîäåðæàëà ñòàáèëüíî
òðàíñôåöèðîâàííûé øòàìì ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà, BRS-11, êîòîðûå ñåêðåòèðóþò
áîëüøîå êîëè÷åñòâî α -Gal À. Â ëóíêàõ, êóëüòèâèðîâàííûõ âìåñòå ñ êëåòêàìè,
ïðîäóöèðóþùèìè α -Gal À, α -Gal À ìîæåò ïðîíèêàòü â ñðåäó, çàëèâàþùóþ êëåòêè Ôàáðè, è
ïîòåíöèàëüíî èíòåðíàëèçèðîâàòüñ  êëåòêàìè Ôàáðè.

Äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå â òàáëèöå 9, ïîêàçûâàþò, ÷òî êëåòêè Ôàáðè èíòåðíàëèçèðóþò
ñåêðåòèðîâàííóþ α -Gal À. Ìîíèòîðèíã âíóòðèêëåòî÷íûõ óðîâíåé α -Gal À ïðîâîäèëè â
òå÷åíèå 3 äíåé. Ýòè êëåòêè, êóëüòèâèðîâàííûå îòäåëüíî (áåç âñòàâêè) èëè â ïðèñóòñòâèè
íåòðàíñôåöèðîâàííûõ ôèáðîáëàñòîâ êðàéíåé ïëîòè (âñòàâêà HF) èìåëè î÷åíü íèçêèå
âíóòðèêëåòî÷íûå óðîâíè α -Gal À-àêòèâíîñòè. Îäíàêî êëåòêè Ôàáðè, êóëüòèâèðîâàííûå ñ
êëåòêàìè, ïðîäóöèðóþùèìè α -Gal À (âñòàâêà BSR-11), îáíàðóæèâàëè óðîâíè ôåðìåíòà,
àíàëîãè÷íûå óðîâí ì ôåðìåíòà â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ â êîíöå äí  2 (íîðìàëüíûå
ôèáðîáëàñòû èìåëè 25-80 åäèíèö α -Gal À/ìã áåëêà). Òàêà  êîððåêöè ,
îáóñëîâëåííà  α -Gal À, ïîãëîùàåìîãî ïîñðåäñòâîì ðåöåïòîðà Ì6Ð, áûëà
ïðîäåìîíñòðèðîâàíà áëàãîäàð  èíãèáèðîâàíèþ Ì6Ð (âñòàâêà BSR-11 + Ì6Ð).

Òàáëèöà 9
"Êîððåêöè " ôèáðîáëàñòîâ Ôàáðè íîðìàëüíûìè ôèáðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà, ýêñïðåññèðóþùèìè α -Gal À-àêòèâíîñòü (åäèíèö/ìã îáùåãî áåëêà)

Âðåì  Áåç âñòàâêè Âñòàâêà HF Âñòàâêà BSR-11 Âñòàâêà BSR-11 + Ì6Ð

Äåíü 1 2±1 2±1 13±1 4±1

Äåíü 2 2±1 2±1 40±11 6±2
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Äåíü 3 2±1 5±1 85±1 9±1

Âûøåïðèâåäåííîå îïèñàíèå èçîáðåòåíè  ïðåäñòàâëåíî ëèøü â èëëþñòðàòèâíûõ öåë õ
è íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  êîíêðåòíî îïèñàííîé ôîðìîé, à
îãðàíè÷èâàåòñ  ëèøü ïðèëàãàåìîé ôîðìóëîé èçîáðåòåíè . Â íàñòî ùåì îïèñàíèè è â
ïðèëàãàåìîé ôîðìóëå èçîáðåòåíè  îòäåëüíûå ôîðìû âêëþ÷àþò ìíîæåñòâî èçâåñòíûõ
ôîðì, åñëè ýòî íå óêàçàíî êîíêðåòíî. Âñå ïàòåíòû è ïóáëèêàöèè, öèòèðîâàííûå â
íàñòî ùåì îïèñàíèè, ââîä òñ  â îïèñàíèå ïîñðåäñòâîì ññûëêè.
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ëå÷åíè  èíäèâèäóóìà ñ íåäîñòàòî÷íîñòüþ α-ãàëàêòîçèäàçû A (α-Gal A),

âêëþ÷àþùèé ââåäåíèå èíäèâèäóóìó ïðåïàðàòà α-Gal ÷åëîâåêà, èìåþùåãî áîëåå 50%
ãëèêàíîâ ñëîæíîãî òèïà, â åäèíè÷íîé äîçå â êîëè÷åñòâå ïðèáëèçèòåëüíî 0,1-0,3 ìã α-Gal À
íà êã ìàññû òåëà èíäèâèäóóìà.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî åäèíè÷íà  äîçà ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 0,2
ìã íà êã ìàññû òåëà.

3. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðåïàðàò α-Gal A ÷åëîâåêà èìååò
ïðèáëèçèòåëüíî 67% ãëèêàíîâ ñëîæíîãî òèïà.

4. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî åäèíè÷íóþ äîçó ââîä ò ðàç â
íåäåëþ.

5. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî åäèíè÷íóþ äîçó ââîä ò ðàç â äâå
íåäåëè.

6. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðåïàðàò èçãîòàâëèâàþò äë 
âíóòðèâåííîãî ââåäåíè .

7. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, ÷òî îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðåïàðàò èçãîòàâëèâàþò äë 
ïîäêîæíîãî èëè âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíè .

8. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðåïàðàò α-Gal À ÷åëîâåêà
ïðîäóöèðóþò â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ñ àêòèâèðîâàííûì ãåíîì α-Gal A (GA-GAL).

9. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èíäèâèäóóì ñòðàäàåò òèïè÷íîé
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èëè àòèïè÷íîé áîëåçíüþ Ôàáðè.
10. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ëå÷åíè  íåäîñòàòî÷íîñòè α-Gal À ó ÷åëîâåêà,

âêëþ÷àþùà  ïðåïàðàò α-Gal â åäèíè÷íîé äîçå â êîëè÷åñòâå ïðèáëèçèòåëüíî 0,1-0,3 ìã íà
êèëîãðàìì ìàññû òåëà èíäèâèäóóìà À è ôàðìàöåâòè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü, ïðè ýòîì
áîëåå 50% ãëèêàíîâ âñåõ òèïîâ â óêàçàííîì ïðåïàðàòå  âë þòñ  ãëèêàíàìè ñëîæíîãî òèïà.

11. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.10, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî åäèíè÷íà  äîçà
ñîñòàâë åò ïðèáëèçèòåëüíî 0,2 ìã íà êã ìàññû òåëà.

12. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ï.10, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî ïðåïàðàò α-Gal À
÷åëîâåêà èìååò ïðèáëèçèòåëüíî 67% ãëèêàíîâ ñëîæíîãî òèïà.

13. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ëþáîìó èç ïï.10-12, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî
ïðåïàðàò èçãîòàâëèâàþò äë  âíóòðèâåííîãî ââåäåíè .

14. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ëþáîìó èç ïï.10-12, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî
ïðåïàðàò èçãîòàâëèâàþò äë  ïîäêîæíîãî èëè âíóòðèìûøå÷íîãî ââåäåíè .

15. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ïî ëþáîìó èç ïï.10-12, îòëè÷àþùà ñ  òåì, ÷òî
ïðåïàðàò α-Gal À ÷åëîâåêà ïðîäóöèðóþò â êëåòêàõ ÷åëîâåêà ñ àêòèâèðîâàííûì ãåíîì α-Gal
A (GA-GAL).
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