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ïîëèñèàëîâóþ êèñëîòó, èìåþùèé, ïî ìåíüøåé
ìåðå, äâà çâåíà ñèàëîâîé êèñëîòû,
ïðèñîåäèíåííûõ îäíî ê äðóãîìó â ïîëîæåíèè 2,8
è/èëè 2,9, è èìåþùåå áîêîâóþ ÷àñòü, ñâ çàííóþ, ïî
ìåíüøåé ìåðå, ñ îäíèì êîíöåâûì çâåíîì,
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âêëþ÷àåò ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, âûáðàííóþ èç N-
ìàëåèíèìèäíûõ ãðóïï, âèíèëñóëüôîíîâûõ ãðóïï,
N-éîäàöåòàìèäíûõ ãðóïï è
îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäíûõ ãðóïï. Ñïîñîá
ïîëó÷åíè  ôóíêöèîíàëüíîãî ïîëèñàõàðèäà, â

êîòîðîì ïîëèñàõàðèä, ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ
ñ ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì ðåàãåíòîì, èìåþùèì
ïåðâóþ ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, âûáðàííóþ èç N-
ìàëåèíèìèäíûõ ãðóïï, âèíèëñóëüôîíîâûõ ãðóïï,
N-éîäàöåòàìèäíûõ ãðóïï è
îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäíûõ ãðóïï, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, îòëè÷íóþ îò ïåðâîé
ãðóïïû, ãäå óêàçàííà  âòîðà  ôóíêöèîíàëüíà 
ãðóïïà âçàèìîäåéñòâóåò ñ óêàçàííûì êîíöåâûì
çâåíîì, ïðîèçâîäíûì ñèàëîâîé êèñëîòû, ñ
îáðàçîâàíèåì êîâàëåíòíîé ñâ çè è îáðàçîâàíèåì
ôóíêöèîíàëüíîãî ïîëèñàõàðèäà, ïîäõîä ùåãî äë 
èçáèðàòåëüíîé êîíúþãàöèè ñ òèîëüíîé ãðóïïîé.
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Âçàèìîäåéñòâèå ñ ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì
ðåàãåíòîì ïîçâîë åò ââåñòè áîêîâóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó äë  ñàéò-ñïåöèôè÷íîãî
ïðèñîåäèíåíè  ê ñóëüôãèäðèëüíûì ãðóïïàì,

íàïðèìåð, ê áîêîâûì öåï ì öèñòåèíîâûõ çâåíüåâ â
ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâàõ, ê ñèñòåìàì äîñòàâêè
ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà, áåëêàì èëè ïåïòèäàì. 5
í. è 24 ç.ï. ô-ëû, 3 èë., 1 òàáë.
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(54) POLYSIALIC ACID DERIVATIVES

(57) Abstract: 
FIELD: chemistry; pharmacology.
SUBSTANCE: polysaccharide, in form of

polysialic acid, with at least, two sialic acid
links, joined to each other at positions 2,8
and/or 2,9, and with a lateral part, linked to at
least, one end link, obtained from a sialic acid
link, which consists of a functional group chosen
from N-maleimide groups, vinylsufonyl groups, N-
iodoacetamide groups and orthopyridyl disulphide
groups. Polysaccharide is reacted with a hetero
bi-functional reagent, with a first functional
group, chosen from N-maleimide groups,
vinylsufonyl groups, N-iodoacetamide groups and

orthopyridyl disulphide groups, and a second
functional group, different from the first group,
where the stated second functional group reacts
with the stated end link, derivative of sialic
acid, with formation of a covalent bond and
functional polysaccharide, suitable for selective
pairing with a thiol group.

EFFECT: reaction with a hetero bi-functional
reagent allows for introduction of a side
functional group for site-specific bonding to
sulfhydryl groups, for example, to side chains of
cysteic links in medicines, medication delivery
systems, proteins or peptides.

29 cl, 3 dwg, 1 tbl, 4 ex
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Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ïðîèçâîäíûì ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû, êîòîðûå
ïðèìåí þòñ  äë  êîíúþãàöèè ñ ëåêàðñòâåííûìè ñðåäñòâàìè, áåëêàìè è ïåïòèäàìè èëè ñ
ñèñòåìàìè äîñòàâêè ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà ê ó÷àñòêó äåéñòâè , òàêèì êàê ëèïîñîìû,
èìåþùèå ñóëüôãèäðèëüíûå ãðóïïû, à òàêæå ê ñïîñîáàì ñèíòåçà ïðîäóêòîâ ïðèñîåäèíåíè ,
òàêèõ êàê ïðîèçâîäíûå è êîíúþãàòû, è íîâûì ñèíòåòè÷åñêèì ïîëóïðîäóêòàì.

Ðàñøèðåííîå ïðèñóòñòâèå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ èëè âíóòðè ñîñóäèñòîé ñèñòåìû, èëè
ïðèìåíåíèå âíå ñîñóäà ÷àñòî  âë åòñ  íåîáõîäèìûì óñëîâèåì äë  èõ îïòèìàëüíîãî
ïðèìåíåíè . Íàïðèìåð, ìíîãèå àíòèáèîòèêè è öèòîñòàòèêè, à òàêæå ð ä òåðàïåâòè÷åñêèõ
ïåïòèäîâ, áåëêîâ è ëèïîñîì âûâîä òñ  èç êðîâîòîêà ðàíüøå âðåìåíè è äî òîãî, êàê ìîæåò
áûòü äîñòèãíóòà ýôôåêòèâíà  êîíöåíòðàöè  â òêàíè-ìèøåíè. Ïåðèîäû ïîëóâûâåäåíè 
ð äà êîðîòêîæèâóùèõ áåëêîâ (íàïðèìåð, ôåðìåíòîâ, öèòîêèíîâ è ò.ä.) óâåëè÷èâàþòñ 
ïîñðåäñòâîì èõ êîíúþãàöèè ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì. Èç ýòîãî  ñíî, ÷òî ìîëåêóëû ÏÝÃ
ïðîäëåâàþò âðåì  öèðêóë öèè áåëêîâ è ÷àñòèö, îáâîëàêèâà  èõ ïîâåðõíîñòü, òàêèì
îáðàçîì, ñòåðè÷åñêè ïðåï òñòâó  âçàèìîäåéñòâèþ ñ ôàêòîðàìè, îòâåòñòâåííûìè çà èõ
êëèðåíñ. Îäíàêî ÏÝÃ íå ïîääàåòñ  áèîëîãè÷åñêîìó ðàçëîæåíèþ è íàêàïëèâàíèå ÏÝÃ-
ëèðîâàííûõ áåëêîâ âíóòðè êëåòîê ìîæåò  âë òüñ  íåæåëàòåëüíûì, îñîáåííî ïðè
äëèòåëüíîì ïðèìåíåíèè [Bendel A., Seely J., Richey C., Senello G., Shopp G. Renal
tubular vacuolation in animals treated with polyethylene-glycol conjugated proteins,
Toxicologycal sciences, 42 (1998) 152-157; Convers C.D., Lejeune L., Shum K., Gilbert
C., Shorr R.G.L, Physiological effect of polyethylene-glycol conjugated on stroma-
free bovine hemoglobin in the conscious dog after partial exchange transfusion,
Artifical organ, 21 (1977) 369-378].

Àâòîðû îïèñàëè êîíúþãàöèþ ïîëèñàõàðèäà, âêëþ÷àþùåãî 2→8 è èëè 2→9 (íàïðèìåð,
÷åðåäóþùèåñ  2→8 è 2→9) ñâ çàííûå çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû, êîíúþãèðîâàííîãî ñ
áåëêàìè äë  óâåëè÷åíè  èõ ïåðèîäà ïîëóâûâåäåíè , óìåíüøåíè  èõ
èììóíîãåííîñòè/àíòèãåííîñòè èëè óâåëè÷åíè  ñòàáèëüíîñòè ð äà áåëêîâ. Â WO92/22331
ïîëèñàëîâûå êèñëîòû ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ ìîäåëüþ ëåêàðñòâåííîãî ñðåäñòâà è
äåìîíñòðèðóþò óâåëè÷åíèå âðåìåíè ïîëóâûâåäåíè  â êðîâîòîêå ìûøè. Â Cell. Mol. Life
Sci. 57 (2000) 1964-1969 è â Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 16 (1999) 203-215,
Gregoriadis et al. îïèñàíà êîíúþãàöè  ïîëèñèàëîâûõ êèñëîò ñ àñïàðàãèíàçîé è êàòàëàçîé
è ïîêàçàíî, ÷òî ñêîðîñòè êëèðåíñà èç êðîâîòîêà óìåíüøàëèñü, â òî âðåì  êàê ôåðìåíòíà 
àêòèâíîñòü ñîõðàí ëàñü. Ó àâòîðîâ òàêæå îïèñàí ïîëèñèàëîëèðîâàííûé èíñóëèí (Biochim.
Biophys. Acta 1622 (2003) 42-49) è ïîêàçàíî, ÷òî îí  âë åòñ  àêòèâíûì. Ó àâòîðîâ
òàêæå îïèñàí ïîëèñèàëîëèðîâàííûé èíòåðôåðîí (AAPS Annual meeting 2002, Toronto,
Canada, M1056). Ó àâòîðîâ òàêæå îïèñàí ïîëèñèàëîëèðîâàííûé ôðàãìåíò àíòèòåëà Fab
(Epenetos A. Et al., Proceedings of ASCO (Clinical Pharmacy) 21 (2002) 21186).

Âî âñåõ ýòèõ ïóáëèêàöè õ ïîëèñèàëîâîé êèñëîòå ïðèäàâàëè ðåàêöèîííóþ ñïîñîáíîñòü,
ïîñðåäñòâîì ïîëó÷åíè  àëüäåãèäíîé ãðóïïû íà íåâîññòàíàâëèâàþùèåì êîíöå ïðè
îêèñëåíèè 7,8-âèöèíàëäèîëà ïåðèîäàòîì íàòðè . Àëüäåãèäíà  ãðóïïà çàòåì ðåàãèðîâàëà ñ
ïåðâè÷íûìè àìèíàìè áåëêîâ, êîòîðûå, êàê ïðåäïîëàãàåòñ , â îñíîâíîì  âë þòñ  ýïñèëîí-
àìèíîãðóïïàìè îñòàòêîâ ëèçèíà â áåëêàõ èëè N-êîíöåâûìè àìèíîãðóïïàìè. Â ðåàêöèè
îáðàçóþòñ  îñíîâàíè  Øèôôà, êîòîðûå âîññòàíàâëèâàþòñ  öèàíîáîðãèäðèäîì âî
âòîðè÷íûé àìèí.

Â WO-À-01/87922 àâòîðû òàêæå ïðåäïîëîæèëè, ÷òî ìîæíî îñóùåñòâèòü äåðèâàòèçàöèþ
äðóãèìè ìîëåêóëàìè â ïðèñóòñòâèè äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà äë  äîñòèæåíè  óâåëè÷åíè 
ñòåïåíè äåðèâàòèçàöèè. Ïðèìåðàìè äðóãèõ äåðèâàòèçèðóþùèõ àãåíòîâ  âë þòñ 
ñîåäèíåíè  ïîëèýòèëåíãëèêîë . Áûëè ïðèâåäåíû àêòèâèðîâàííûå ñîåäèíåíè  ÏÝÃ, òàêèå
êàê òðåñèë-ÏÝÃ è ñëîæíûé ñóêöèíèìèäèëñóêöèíàòíûé ýôèð ÏÝÃ. Ïðèìåðû èñïîëüçîâàíè 
ÏÝÃ, àêòèâèðîâàííîãî ñóêöèíèìèäèëñóêöèíàòîì, êîòîðûé, êàê ïîëàãàþò, ðåàãèðóåò ñ
àìèíîãðóïïàìè.

ÏÝÃ-ïðîèçâîäíûå, èìåþùèå ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû äë  ñî÷åòàíè  ñ òèîëüíûìè
ãðóïïàìè,  âë þòñ  êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè. Ôóíêöèîíàëüíûìè ãðóïïàìè ìîãóò áûòü
ìàëåèíèìèäíà , âèíèëñóëüôîíîâà , éîäàöåòàìèäíà  èëè îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäíà 
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ãðóïïû. Ò.ê. ýòè ðåàãåíòû âñòóïàþò â ðåàêöèþ îñîáûì îáðàçîì ñ öèñòåèíàìè è ïîñêîëüêó
íà ïîâåðõíîñòè áåëêîâ öèñòåèíîâûõ çâåíüåâ ìåíüøå, ÷åì ëèçèíîâûõ, äåðèâàòèçàöè 
 âë åòñ  áîëåå êîíòðîëèðóåìîé. Êðîìå òîãî, â îòñóòñòâèå ñâîáîäíîãî öèñòåèíà â
íàòèâíîì áåëêå îäèí èëè áîëåå öèñòåèíîâ ìîãóò áûòü äîáàâëåíû ìåòîäàìè ãåííîé
èíæåíåðèè. Ïðåèìóùåñòâî ýòîãî ñïîñîáà ñîñòîèò â òîì, ÷òî îí ïîçâîë åò îñóùåñòâë òü
ñàéò-ñïåöèôè÷íóþ äåðèâàòèçàöèþ òåõ ó÷àñòêîâ áåëêà, äë  êîòîðûõ ýòî áóäåò
ñîïðîâîæäàòüñ  ìèíèìàëüíîé ïîòåðåé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

Îáíàðóæåíî, ÷òî ÏÝÃ-ëèðîâàííûå áåëêè âûðàáàòûâàþò àíòèÏÝÃ àíòèòåëà, êîòîðûå
ìîãóò òàêæå âëè òü íà âðåì  óäåðæàíè  êîíúþãàòà â êðîâîòîêå (Cheng T., Wu M., Wu P.,
Chern J., Roffer SR., Accelarated clearece of polyethylene glycol modified proteins
by anti-polyethylene glycol lgM. Bioconjugate chemistry, 10 (1999) 520-528). Íåñìîòð 
íà ïðåäûñòîðèþ ÏÝÃ, êàê ïàðåíòåðàëüíî ïðèìåí åìîãî ïîëèìåðà, ñâ çàííîãî ñ òåðàïèåé,
ïîòðåáóåòñ  ëó÷øåå ïîíèìàíèå åãî èììóíîòîêñèêîëîãèè, ôàðìàêîëîãèè è ìåòàáîëèçìà.
(Hunter A.C., Moghimi S.M., Therapeutic synthetic polymers: a game of Russian
Roulette. Drug Discovery Today, 7 (2002) 998-1001; Brocchini S., Polymer in medicine:
a game of chess. Drug Discovery Today, 8 (2003) 111-112).

Äë  ìîäèôèêàöèè ñèàëîâîé êèñëîòîé áóäåò ïîëåçíî íàöåëèòüñ  íåïîñðåäñòâåííî íà
òèîëüíûå (ñóëüôãèäðèëüíûå) ãðóïïû. Ýòî áóäåò òàêæå æåëàòåëüíî äë  ïîâûøåíè 
ýôôåêòèâíîñòè äåðèâàòèçàöèè ñèàëîâîé êèñëîòîé â ñïîñîáàõ, îïèñàííûõ àâòîðàìè â
ïðèâåäåííîì âûøå ïðåäøåñòâóþùåì óðîâíå òåõíèêè, òðåáóþùèõ âûñîêîé èçáûòî÷íîé
àêòèâíîñòè ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû. Òàê æå æåëàòåëüíî èçáåæàòü èñïîëüçîâàíè 
öèàíîáîðãèäðèäà.

Ñîãëàñíî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðåäëàãàåòñ  íîâîå ñîåäèíåíèå, âêëþ÷àþùåå
ïîëèñàõàðèä, èìåþùèé ÷àñòü ìîëåêóëû, ñâ çàííóþ ñ îäíèì èëè ñ êàæäûì êîíöåâûì
çâåíîì, êîòîðûé ñîäåðæèò ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, âûáðàííóþ èç N-ìàëåèíèìèäîãðóïï,
âèíèëñóëüôîíîâûõ ãðóïï, N-èîäàöåòàìèäíûõ ãðóïï è îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäíûõ ãðóïï.

Êîíöåâîå çâåíî, ñ êîòîðûì ñîåäèí åòñ  ìîëåêóëà, ìîæåò áûòü íåâîññòàíàâëèâàþùèì
êîíöîì ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû èëè âîññòàíàâëèâàþùèì êîíöîì ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû.
Îáû÷íî, êîíöåâîå çâåíî ñèàëîâîé êèñëîòû ïîäâåðãàåòñ  ïðåäâàðèòåëüíîé õèìè÷åñêîé
ðåàêöèè äë  îáðàçîâàíè  ïîëåçíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï, ê êîòîðûì ìîæåò áûòü
ïðèñîåäèíåí ðåàãåíò, ñîäåðæàùèé ìàëåèíèìèäíóþ ãðóïïó. Àâòîðû îáíàðóæèëè, ÷òî óäîáíî
èñïîëüçîâàòü õèìè÷åñêèé ïðîöåññ, îïèñàííûé â èõ áîëåå ðàííèõ ïóáëèêàöè õ, â êîòîðîì
îáðàçîâàíèå àëüäåãèäíîé ãðóïïû ïðîâîä ò êàê ïðåäâàðèòåëüíóþ ñòàäèþ, íà êîòîðîé
ïîëó÷àþò ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ÷åðåç êîòîðóþ ìîæíî ïðèñîåäèíèòü ìîëåêóëó,
ñîäåðæàùóþ ìàëåèíèìèäíóþ ãðóïïó.

Â áîëåå ðàííèõ ïóáëèêàöè õ, ïðèâåäåííûõ âûøå, ïîêàçàíî, ÷òî ñóùåñòâóåò
íåâîññòàíàâëèâàþùåå êîíöåâîå çâåíî, êîòîðîå ïðåâðàùàåòñ  â àëüäåãèäíóþ ãðóïïó ïðè
îêèñëåíèè 7,8-âèöèíàëäèîëà ïåðèîäàòîì íàòðè  ñ ïîëó÷åíèåì ñîåäèíåíè  ñ àëüäåãèäíîé
ãðóïïîé â ïîëîæåíèè 7. Ñõîäíóþ ðåàêöèþ èñïîëüçóþò â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè.

Àëüòåðíàòèâíî, íåîá çàòåëüíî ïîëó÷àòü àëüäåãèäíóþ ãðóïïó íà âîññòàíàâëèâàþùåì
êîíöåâîì çâåíå. Â ýòîì ñëó÷àå ïðåäïî÷òèòåëüíî (íî íåîá çàòåëüíî) ïðîâåñòè
ïðåäâàðèòåëüíóþ ñòàäèþ, íà êîòîðîé íåâîññòàíàâëèâàþùèé êîíåö äåçàêòèâèðîâàí ñ
ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíûõ ñòàäèé îêèñëåíè  èëè âîññòàíîâëåíè . Íà ïåðâîé ñòàäèè
âîññòàíîâëåíè  ïðåâðàùàåò êåòàëüíóþ ãðóïïó íà âîññòàíàâëèâàþùåì êîíöå â
âîññòàíîâëåííîå êîëüöî îòêðûòîé ôîðìû, èìåþùåå âèöèíàëäèîëû. Âèöèíàëäèîëû çàòåì
îêèñë þò ïåðèîäàòîì íàòðè  ñ ïîëó÷åíèåì àëüäåãèäíîé ãðóïïû ó àòîìà óãëåðîäà, çàðàíåå
îáðàçó  âîññòàíàâëèâàþùóþ ãðóïïó â ïîëîæåíèè 7 êîíöåâîãî çâåíà. Òàì, ãäå
íåâîññòàíàâëèâàþùèé êîíöåâîé ãëèêîçèë (îáû÷íî ñèàëîâà  êèñëîòà)  âë åòñ  íå
äåçàêòèâèðîâàííûì ñ ïîìîùüþ ïðåäâàðèòåëüíîé ñòàäèè îêèñëåíè , êîíöåâîå çâåíî áóäåò
îäíîâðåìåííî àêòèâèðîâàíî.

Â èçîáðåòåíèè ÷àñòü ìîëåêóëû, êîòîðà  âêëþ÷àåò ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ìîæåò áûòü
ïðèñîåäèíåíà ïð ìî ê çâåíó ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû èëè, ÷òî óäîáíåå, ìîæåò áûòü
ïðèñîåäèíåíà ÷åðåç áèôóíêöèîíàëüíóþ îðãàíè÷åñêóþ ãðóïïó, òàêóþ êàê àëêàíäèèëüíà 
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ãðóïïà, àðèëåíîâà  ãðóïïà èëè îëèãî(àëêèëåíîêñè)àëêàíîâà  ãðóïïà èëè, àëüòåðíàòèâíî,
îëèãîïåïòèäíà  ãðóïïà. Ïðèñîåäèíåíèåì ê ïîëèñèàëîâîé êèñëîòå ÷åðåç ëèíêåð èëè ÷àñòü
ìîëåêóëû, âêëþ÷àþùåé ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, ìîæåò áûòü ãðóïïà âòîðè÷íîãî àìèíà,
ãèäðàçîíà, ñëîæíîãî àëêèëîâîãî ýôèðà ãèäðàçèíà èëè ïåïòèäèëà. ×àñòü ìîëåêóëû ìîæåò
áûòü ïîëó÷åíà ðåàêöèåé ñóáñòðàòà ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû ñ ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì
ðåàãåíòîì. Äàííûé ñïîñîá ïðåäñòàâë åò ñîáîé äîïîëíèòåëüíûé àñïåêò èçîáðåòåíè .

Ðåàãåíòû, èñïîëüçóåìûå äë  ââåäåíè  èçáèðàòåëüíûõ ôóíêöèîíàëüíûõ ãðóïï,  âë þòñ 
êîììåð÷åñêè äîñòóïíûìè. Ñîåäèíåíèåì, êîòîðîå áóäåò ââîäèòü ìàëåèíèìèäíóþ ãðóïïó â
àìèííóþ ÷àñòü ìîëåêóëû áåç ââåäåíè  äîïîëíèòåëüíîãî ëèíêåðíîãî ôðàãìåíòà,  âë åòñ 
N-ìåòîêñèêàðáîíèëìàëåèíèìèä. Îáû÷íî, ðåàãåíòû ñîäåðæàò âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíóþ
ãðóïïó äë  ðåàêöèè ñ ãðóïïîé ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû, êîòîðà  ìîæåò áûòü àëüäåãèäíîé
ãðóïïîé, îïèñàííîé âûøå, èëè àìèííîé ãðóïïîé. Ïîäõîä ùèå âòîðûå ôóíêöèîíàëüíûå
ãðóïïû âêëþ÷àþò ñëîæíûå N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûå ýôèðû è èõ ñóëüôîñóêöèíèìèäíûå
àíàëîãè è ãèäðàçèäû. Ïðåäïî÷òèòåëüíûì ñîåäèíåíèåì  âë åòñ  ãèäðàçèä N-
ìàëåèíèìèäîàëêàíîâîé êèñëîòû èëè ãèäðàçèä N-ìàëåèíèìèäîàðèëàëêàíîâîé êèñëîòû, ò.å.
ñîåäèíåíèå, èìåþùåå îáùóþ ôîðìóëó

X-R-Y
â êîòîðîé:
X ïðåäñòàâë åò ñîáîé N-ìàëåèíèìèäî, N-èîäàöåòàìèäî, S-âèíèëñóëüôîíèëüíóþ èëè S-

îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäíóþ ãðóïïó,
R ïðåäñòàâë åò ñîáîé àëêàíäèèëüíóþ, àðèëåíîâóþ èëè àðàëêèëåíîâóþ, àëêàðèëåíîâóþ,

àëêèëåíîêñààëêèëåíîâóþ èëè àëêèëåíîëèãîîêñààëêèëåíîâóþ èëè
àëêèëîëèãîïåïòèäèëàëêèëüíóþ ãðóïïó; è

Y ïðåäñòàâë åò ñîáîé ãèäðàçèäíóþ, àìèííóþ èëè N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíóþ ãðóïïó.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, R

 âë åòñ  Ñ1-6àëêàíäèèëîì, Ñ2-3àëêèëîêñî-Ñ2-3àëêèëåíîì, Ñ2-3àëêèëîëèãî(îêñà-Ñ2-3

àëêèëåíîì) èëè Ñ2-6àëêèëåíôåíèëîì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, X  âë åòñ  N-ìàëåèíèìèäîì èëè îðòîïèðèäèëäèñóëüôèäîì.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, Y  âë åòñ  ãèäðàçèäîì èëè ãèäðîêñèëñóêöèíèìèäîì.
Ñîåäèíåíè , êîòîðûå ìîãóò ðåàãèðîâàòü ñ àëüäåãèäíîé ãðóïïîé, è êîòîðûå âêëþ÷àþò

ëèíêåðíûé ôðàãìåíò è âêëþ÷àþò ìàëåèíèìèäíóþ ãðóïïó, âêëþ÷àþùóþ ãèäðàçèä
N-[β-ìàëåèíèìèäïðîïèîíîâîé êèñëîòû] è ãèäðàçèä 4-(4-ìàëåèíèìèäîôåíèë)ìàñë íîé
êèñëîòû. Ãèäðàçèäíà  ãðóïïà ðåàãèðóåò ñ àëüäåãèäîì ñ îáðàçîâàíèåì ñòàáèëüíîé
ãèäðàçîíîâîé ãðóïïû. Ïîäõîä ùèì ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì ñîåäèíåíèåì, êîòîðîå
ñîäåðæèò îëèãî(ýòèëåíîêñè)ýòèëåíîâóþ ãðóïïó,  âë åòñ  ñîåäèíåíèå, ñîäåðæàùåå
ïîëèýòèëåíãëèêîëüíóþ (ïîëè(ýòèëåíîêñè)) ãðóïïó, íà îäíîì êîíöå êîòîðîé íàõîäèòñ  N-
ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíà  (NHS) ãðóïïà, à íà äðóãîì êîíöå ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà. NHS
ãðóïïà ðåàãèðóåò ñ àìèííûìè ãðóïïàìè ñ îáðàçîâàíèåì ñòàáèëüíûõ àìèäíûõ ñâ çåé.
Ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûå ïîëèýòèëåíãëèêîëè ñ NHS íà îäíîì êîíöå èëè âèíèëñóëüôîíîì
èëè ìàëåèíèìèäîì íà äðóãîì êîíöå  âë þòñ  äîñòóïíûìè. Äðóãèå ïðèìåðû
ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûõ ðåàãåíòîâ âêëþ÷àþò: 3-(2-ïèðèäèëäèòèî)ïðîïèîíèëãèäðàçèä,

N-ñóêöèíèìèäèë-3-[2-ïèðèäèëäèòèî]ïðîïèîíàò,
ñóêöèíèìèäèë-H-[N-ìàëåèíèìèäîìåòèë]öèêëîãåêñàí-1-êàðáîêñèëàò,
ñëîæíûé ì-ìàëåèíèìèäîáåíçîèë-N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð,
N-ñóêöèíèìèäèë[4-èîäîàöåòèë]àìèíîáåíçîàò,
ñëîæíûé N-[ãàììà-ìàëåèíèìèäîáóòèëîêñè]ñóêöèíèìèäíûé ýôèð,
ñëîæíûé N-[ýïñèëîí-ìàëåèíèìèäîêàïðîèëîêñè]ñóêöèíèìèäíûé ýôèð è
N-ñóêöèíèìèäèëèîäàöåòàò. Äðóãèå ðåàãåíòû (íà îñíîâå ïîëèýòèëåíãëèêîë ) äîñòóïíû îò

Pierce Biotechnology è Shearwater Corporation.
Ñèàëîâûå êèñëîòû (èçâåñòíûå êàê íîíóëîçîíîâûå êèñëîòû) ïðèíàäëåæàò ñåìåéñòâó

àìèíîñîäåðæàùèõ ñàõàðîâ, ñîäåðæàùèõ 9 èëè áîëåå àòîìîâ óãëåðîäà. Íàèáîëåå âàæíîé
èç ñèàëîâûõ êèñëîò  âë åòñ  N-àöåòèëíåéðàìèíîâà  êèñëîòà (òàêæå èçâåñòíà  êàê 5-
(àöåòèëàìèí)-3,5-äèäåçîêñè-D-ãëèöåðî-D-ãàëàêòîíîíóëîçîíîâà , ëàêòàìèíîâà  êèñëîòà è
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Î-ñèàëîâà  êèñëîòà), êîòîðà  èìååò ôîðìóëó:

Ïîëèñèàëîâûå êèñëîòû ìîãóò ñîåäèí òüñ  2→8 è/èëè 2→9, îáû÷íî â α-êîíôèãóðàöèè. Â
íåêîòîðûõ ïîëèñèàëîâûõ êèñëîòàõ ñîåäèíåíè   âë þòñ  àëüòåðíàòèâíûìè 2→,8 è 2→9.
Èçîáðåòåíèå òàêæå ïîëåçíî äë  ãåòåðîïîëèìåðíûõ ïîëèñàõàðèäîâ, âêëþ÷àþùèõ
ãëèêîçèëüíûå çâåíü , îòëè÷íûå îò çâåíüåâ ñèàëîâîé êèñëîòû.

Íàéäåíî, ÷òî ïîëèñèàëîâûå êèñëîòû, â îáùåì,  âë þòñ  íåòîêñè÷íûìè è àáñîëþòíî
íåèììóíîãåííûìè. Áîëåå òîãî, íåèçâåñòíî, ÷òîáû ïðîäóêòû áèîðàçëîæåíè  ñèàëîâîé
êèñëîòû  âë ëèñü òîêñè÷íûìè, äåéñòâèòåëüíî ñèàëîâà  êèñëîòà øèðîêî ðàñïðîñòðàíåíà â
æèâîòíûõ áåëêàõ è êëåòêàõ, âêëþ÷à  êëåòêè êðîâè è öèðêóëèðóþùèå áåëêè.

Ïîëèñàõàðèäíûå ñîåäèíåíè , ñîäåðæàùèå ìíîãî çâåíüåâ ñèàëîâîé êèñëîòû,
ïðîäóöèðóþòñ  Escherichia coli, Moraxella nonliquifaciens, Pasteruella aeroginosis è Neisseria
meningitidis èëè èõ ïðîèçâîäíûìè. Íàïðèìåð, êîëîìèíîâà  êèñëîòà, ïîëó÷åííà 
(ïîñðåäñòâîì ãèäðîëèçà, îáðàçó  öåïè áîëåå êîðîòêîé äëèíû) èç E.coli K1,
âêëþ÷àåò α-2→8 ñâ çàííûå çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû. Ïîëèñàõàðèä èç øòàììà E.coli K92
âêëþ÷àåò àëüòåðíàòèâíûå 2→8 è 2→9 ñâ çàííûå çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû. Ïîëèñàõàðèäû
Ñ N. Meningitidis ãðóïïû Ñ èìåþò 2→9 ñâ çàííûå çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû.

Îäíà ãðóïïà ïîëèñàõàðèäíûõ ñîåäèíåíèé, êîòîðà , êàê áûëî óêàçàíî, ÷àñòè÷íî
èñïîëüçóåòñ  â èçîáðåòåíèè,  âë åòñ  ãðóïïîé B ïîëèñàõàðèäîâ. Ýòè ñîåäèíåíè 
ïðîäóöèðóþòñ  N. Meningitidis, M. nonliquifaciens, P. Aeroginosis À2 è E.coli K1. Ýòè
ñîåäèíåíè  âêëþ÷àþò ïîëèñàõàðèäíûé êîìïîíåíò, âêëþ÷àþùèé çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû,
è ôîñôîëèïèäíûé êîìïîíåíò. Çâåíü  ñèàëîâîé êèñëîòû ñîåäèíåíû α-2→8 ñ ïîëèìåðîì
ïðèðîäíîãî ïðîèñõîæäåíè , âêëþ÷àþùèì îêîëî 200 çâåíüåâ. Íåêîòîðûå èç ìîëåêóë
ãëèêîëèïèäîâ, îñîáåííî ñîåäèíåíè  ñ âûñîêîé ìîëåêóë ðíîé ìàññîé, èìåþò êîâàëåíòíî
ñâ çàííûå ôîñôîëèïèäû íà âîññòàíàâëèâàþùåì êîíöå ïîëèñàõàðèäíîãî êîíúþãàòà.

Äë  óäîáñòâà, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû âî âðåì  ïðîäóöèðîâàíè  áàêòåðè , èç êîòîðûõ
ïðîèçâîäèòñ  ïîëèñàõàðèäíîå ñîåäèíåíèå, íå áûëà ïàòîãåííîé. Â ÷àñòíîñòè, äë 
ïîëèñàõàðèäà îñîáåííî ïîäõîäèò ïîëó÷åíèå èç íåïàòîãåííîãî øòàììà E.coli, òàêîãî
êàê E.coli K92 èëè, ïðåäïî÷òèòåëüíî, K1, êîòîðûé  âë åòñ  íåèììóíîãåííûì.
Êóëüòóðû E.coli Ê92 è Ê1 õîðîøî èçâåñòíû, è ëþáîé òàêîé òèï ëþáûõ òàêèõ øòàììîâ ìîæåò
ïðèìåí òüñ  â êà÷åñòâå ïîäõîä ùåãî èñòî÷íèêà ïîëèñàõàðèäà. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû
ïîëèñèàëîâà  êèñëîòà èìåëà, ïî ìåíüøåé ìåðå, 2, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 5,
áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî, ïî ìåíüøåé ìåðå, 10, íàïðèìåð, áîëåå 50 çâåíüåâ ñèàëîâîé
êèñëîòû.

Ñîãëàñíî èçîáðåòåíèþ òàêæå ïðåäëàãàåòñ  áåëêîâûé êîíúþãàò, ñîñòî ùèé èç áåëêà è
íîâîãî àêòèâèðîâàííîãî ïîëèñàõàðèäà. Íîâîå ñîåäèíåíèå âêëþ÷àåò áåëîê, ñîäåðæàùèé, ïî
ìåíüøåé ìåðå, îäíî öèñòåèíîâîå çâåíî è ñâ çàííûé ÷åðåç ïðîñòóþ òèîýôèðíóþ ñâ çü
áîêîâîé öåïè öèñòåèíîâîãî çâåíà ñ ïîëèñèàëîâîé êèñëîòîé ÷åðåç ãðóïïû îäíîãî èëè îáîèõ
êîíöåâûõ çâåíüåâ ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû.

Òàì, ãäå ó ïðîèçâîäíîãî ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû áûëà N-ìàëåèíèìèäîãðóïïà, ÷àñòü
ìîëåêóëû áóäåò âêëþ÷àòü N-ñóêöèíèìèäèëüíóþ ãðóïïó ñî ñëîæíîòèîýôèðíûì
ïðèñîåäèíåíèåì ê α-óãëåðîäíîìó àòîìó. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ÷àñòü ìîëåêóëû
ñîäåðæàëà òàêæå âòîðè÷íóþ àìèííóþ, ãèäðàçîíîâóþ èëè àìèäíóþ ñâ çü.
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Â èçîáðåòåíèè ïðåäëàãàåòñ  òàêæå íîâûé ñïîñîá, â êîòîðîì ïîëèñèàëîâóþ êèñëîòó
ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ ãåòåðîáèôóíêöèîíàëüíûì ðåàãåíòîì, èìåþùèì ïåðâóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, äë  ðåàêöèè ñ ñóëüôãèäðèëüíûìè ãðóïïàìè, è âòîðóþ
ôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó, îòëè÷íóþ îò ïåðâîé ãðóïïû, ãäå óêàçàííà  âòîðà 
ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà ñðàçó æå âñòóïàåò â ðåàêöèþ ñ êîíöåâûì çâåíîì ïîëèñèàëîâîé
êèñëîòû ñ îáðàçîâàíèåì êîâàëåíòíîé ñâ çè è îáðàçîâàíèåì ðåàêöèîííî-ñïîñîáíîé
ñóëüôãèäðèëüíîé ãðóïïû ôóíêöèîíàëüíîé ïîëèñèàëîâîé êèñëîòû.

Â îäíîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  âòîðà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà ïðåäñòàâë åò ñîáîé
íóêëåîôèëüíóþ ãðóïïó, ïðåäïî÷òèòåëüíî ãèäðàçèí. Â îñîáåííîñòè ýòî èñïîëüçóåòñ  òàì,
ãäå ïîëèñèàëîâà  êèñëîòà ñîäåðæèò àëüäåãèäíóþ ãðóïïó â êîíöåâîì çâåíå, êàðáîíèëüíà 
ãðóïïà êîòîðîé àòàêóåòñ  íóêëåîôèëüíîé ãðóïïîé.

Â äðóãîì âàðèàíòå îñóùåñòâëåíè  ñïîñîáà âòîðà  ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà  âë åòñ 
ýëåêòðîôèëüíîé ãðóïïîé, òàêîé êàê N-àëîêñèëêàðáîíèëèìèä, òàêîé êàê ñëîæíûé N-
ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð èëè ñëîæíûé ñóëüôîñóêöèíèìèäíûé ýôèð, èëè êàðáîäèèìèä.
Êîíöåâà  ãðóïïà â ýòîì ñëó÷àå  âë åòñ  ïðåäïî÷òèòåëüíî íóêëåîôèëüíîé, òàêîé êàê àìèí.

Â äàííîì ñïîñîáå, ïðåäïî÷òèòåëüíî, ÷òîáû ðåàãåíò ñîäåðæàë áèôóíêöèîíàëüíóþ
îðãàíè÷åñêóþ ãðóïïó, ñîåäèí þùóþ ïåðâóþ è âòîðóþ ôóíêöèîíàëüíûå ãðóïïû.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî, áèôóíêöèîíàëüíóþ ãðóïïó âûáèðàþò èç Ñ2-18àëêàíäèèëüíîé ãðóïïû,
àðèëåíîâîé ãðóïïû, îëèãîïåïòèäíîé è îëèãî(àëêîêñè)àëêèëüíîé ãðóïïû.

Ïðèìåðû ïîäõîä ùèõ ðåàãåíòîâ ïðèâåäåíû âûøå.
Íàèáîëåå ýôôåêòèâåí ñïîñîá, êîòîðûé âêëþ÷àåò ïîñëåäîâàòåëüíóþ ñòàäèþ, â êîòîðîé

ôóíêöèîíàëüíóþ ïîëèñèàëîâóþ êèñëîòó ïîäâåðãàþò âçàèìîäåéñòâèþ ñ ïîëèïåïòèäîì èëè
áåëêîì, èìåþùèì, ïî ìåíüøåé ìåðå, îäíî ñâîáîäíîå è íåçàùèùåííîå Cys çâåíî, ñ
ïîìîùüþ êîòîðîãî ôóíêöèîíàëüíà  ãðóïïà îáðàçóåò ïðîñòóþ òèîýôèðíóþ ñâ çü ñ òèîëüíîé
ãðóïïîé Cys çâåíà ñ îáðàçîâàíèåì ïîëèñèàëîâàííîãî ïîëèïåïòèäà èëè áåëêà. Ñïîñîá, â
÷àñòíîñòè, ïîäõîäèò òàì, ãäå áåëîê ñîäåðæèò åäèíñòâåííîå Cys çâåíî, ïðè ýòîì
äîñòèãàåòñ  ñàéò-êîíòðîëèðóåìà  äåðèâàòèçàöè .

Èçîáðåòåíèå èëëþñòðèðóåòñ  ñîïóòñòâóþùèìè ïðèìåðàìè.
Ïðèìåð 1

1.1 Ñèíòåç
Òðè îòäåëüíûõ ïðèãîòîâëåíè  áûëè âûïîëíåíû ñëåäóþùèì îáðàçîì:
Àëüäåãèä êîëîìèíîâîé êèñëîòû (CAO), ïîëó÷åííûé ñîãëàñíî WO-A-9222331 (100 ìã,

4,4×10-6 ìîëü) ðàñòâîð ëè â 500 ìêë 0,1Ì ðàñòâîðà àöåòàòà íàòðè  è äîáàâë ëè ê 5 ìîëü
ýêâèâàëåíòàì ãèäðàçèäà N-[β-ìàëåèíèìèäîïðîïèîíîâîé êèñëîòû] (6,5 ìã, 2,2×10-5 ìîëü).
Ñìåñü çàòåì ïåðåìåøèâàëè âñòð õèâàíèåì, çàêðûâàëè ôîëüãîé è âûäåðæèâàëè ïðè 37°Ñ
â òå÷åíèå 2 ÷ íà ðîòàöèîííîé ìåøàëêå. Ïîëèìåð çàòåì îñàæäàëè äîáàâëåíèåì 2 îáúåìîâ
(1,0 ìë) ýòàíîëà. Îñàäîê îòäåë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì (13000 îá/ìèí 2 ìèí) â
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íàñòîëüíîé ìèêðîöåíòðèôóãå. Ñóïåðíàòàíò ñëèâàëè è îñàäîê ðàñòâîð ëè â 500 ìêë 0,1Ì
àöåòàòà. Ýòó ïðîöåäóðó ïîâòîð ëè äîïîëíèòåëüíî 2 ðàçà, ïîñëåäíèé îñàäîê ðàñòâîð ëè â
äåèîíèçîâàííîé âîäå è ïîìåùàëè â óñòàíîâêó äë  ñóøêè âûìîðàæèâàíèåì íà íî÷ü.

1.2 Àíàëèç íà ñîäåðæàíèå ìàëåèíèìèäà
Â ýòîì àíàëèçå öèñòåèí ïîäâåðãàëè âçàèìîäåéñòâèþ ñ ìàëåèíèìèäîì íà ïîëèìåðå,

ïðåäîòâðàùà  äàëüíåéøóþ ðåàêöèþ ñ ðåàêòèâîì Ýëìàíà (5,5-äèòèîáèñ(2-íèòðîáåíçîéíà 
êèñëîòà)), êîòîðûé ñîäåðæèò äèñóëüôèä, îáðàçóþùèé èíòåíñèâíóþ æåëòóþ îêðàñêó, êîãäà
îí çàìåùàåòñ  òèîëîì, íå ñìåæíûì ñ àðîìàòè÷åñêèì êîëüöîì. Òàêèì îáðàçîì, ñîäåðæàíèå
ìàëåèíèìèäà ìîæåò áûòü ðàññ÷èòàíî íà îñíîâå èçìåðåíè  èíãèáèðîâàíè  ðåàêöèè ìåæäó
öèñòåèíîì è ðåàêòèâîì Ýëìàíà.

Ïåðâóþ íà÷àëüíóþ ðåàêöèîííóþ ìàññó öèñòåèíà 12×10-3Ì (0,145 ìã/ìë)
ïðèãîòàâëèâàëè â çàáóôåðåííîì ôîñôàòíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (PBS). Â ÷èñòîì
òèòðàöèîííîì ìèêðîïëàíøåòå îáúåìîì 100 ìêë äâàæäû ðàçâîäèëè îò 12×10-3Ì äî

0,375×10-3Ì îò ð äà Â äî ð äà Í. Â ð äó À 100 ìêë PBS èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå íóëåâîãî
ñòàíäàðòà. Ãîòîâèëè îáðàçöû ÑÀ è ÑÀ-ìàëåèíèìèä (ÑÀÌ) 5 èëè 10 ìã/ìë, è 100 ìêë
êàæäîãî îáðàçöà äîáàâë ëè â ñäâîåííûå êîëîíêè äë  îïðåäåëåíè  öèñòåèíîâûõ
ðàçâåäåíèé Â îäíó êîëîíêó äîáàâë ëè 100 ìêë PBS áåç ÑÀ â êà÷åñòâå ïëàíøåò, çàêðûâàëè
è îñòàâë ëè äë  èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Çàòåì ïî 20 ìêë ðåàêòèâà Ýëìàíà (4
ìã/ìë) äîáàâë ëè â êàæäóþ ëóíêó è ïëàíøåò èíêóáèðîâàëè â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 15 ìèí. Èçìåð ëè ïîãëîùåíèå â ëóíêàõ ïðè 405 íì. Çàòåì äë 
îáðàçöîâ ñòðîèëè ñòàíäàðòíûå êðèâûå è ðàññ÷èòûâàëè êîëè÷åñòâî ìàëåèíèìèäà ïî
óìåíüøåíèþ ñèãíàëà.

1.4 Òèîëèðîâàíèå Fab è ïðèñîåäèíåíèå ê ÑÀÌ.
Íà ïåðâîé ñòàäèè òèîëüíûå ãðóïïû ââîäèëè â ìîäåëü áåëêà òîëèðîâàíèåì àìèíà

ëèçèíà.
Îâå÷èé Fab (àíòèäåçèïðàìèí/íîðèòèðïòàëèí, 4 ìã, 7,2×10-3 ìîëü) ðàñòâîð ëè â 0,25 ìë

PBS+10 ìÌ ÝÄÒÀ è äîáàâë ëè 0,498 ìã 2-èìèíîòèîëàíà (2-IT èëè ðåàêòèâà Òðàóòà 50 ìîëü-
ýêâèâàëåíòîâ 3,6×10-6 ìîëü) â 0,25 ìë òîãî æå áóôåðà. Ïðîáèðêó çàêðûâàëè ôîëüãîé è
îñòàâë ëè äë  èíêóáàöèè ïðè ïåðåìåøèâàíèè ãèáêîé ìåøàëêîé â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37°C.

Òèîëèðîâàííûé Fab î÷èùàëè îò ñâîáîäíîãî 2-IT (ðåàêòèâ Òðàóòà) ãåëü-ôèëüòðàöèåé
(PD-10) è 0,5 ìë ôðàêöèè àíàëèçèðîâàëè íà ïðèñóòñòâèå áåëêà (BCA àíàëèç) èëè òèîëà
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(àíàëèç Ýëìàíà). Ïåðâûé ýëþèðîâàííûé ïèê, ñîäåðæàùèé áåëîê è òèîë, ñóììèðîâàëè è
áåëîê è òèîë îïðåäåë ëè êîëè÷åñòâåííî.

Êîíúþãàöè  Fab-òèîëà ñ CAM.
Ê òèîëèðîâàííîìó Fab (3,6 ìã, 6,6×10-8 ìîëü) â 2 ìë PBS/ÝÄÒÀ äîáàâë ëè 22,5 ìã CAM

(9×10-7 ìîëü, 15 ìîëü-ýêâèâàëåíòîâ). Ïðîáèðêó çàïå÷àòûâàëè è îñòàâë ëè äë  èíêóáàöèè
ïðè 37°C â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè ì ãêîì ïåðåìåøèâàíèè. Ïîëó÷åííûé êîíúþãàò çàòåì î÷èùàëè â
ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèí òîé ìåòîäèêîé óäàëåíè  ñâîáîäíîãî CAM. Ñîäåðæàíèå êàê CA, òàê è
áåëêà â êîíúþãàòå àíàëèçèðîâàëè äë  ðàñ÷åòà ñòåïåíè êîíúþãàöèè.

Êîíòðîëüíûå ðåàêöèè âûïîëí ëè ñ CA â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë .
Ãîòîâèëè íåñêîëüêî ñåðèé CAM-Fab ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ òèîëèðîâàíè , íî

ïîääåðæèâà  ñîîòíîøåíèå 15:1 CAM:Fab. Ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 1 íèæå:
Òàáëèöà 1

Îòíîøåíèå òèîë:Fab Ñîîòíîøåíèå êîíúþãàòà
(CA:Fab)

1 0,53:1

2 0,9:1

5 (òðèæäû äóáëèðîâàííà  ðåàêöè ) 1,925:1+/-0,19:1 Fab

10 3,51:1

Íà ôèã.1 ïîêàçàí SDS-PAGE íà ãåëå òðèæäû äóáëèðîâàííûõ îáðàçöîâ è ðåëåâàíòíûå
êîíòðîëè.

1.6 Çàêëþ÷åíèå
Ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî âî âñåõ êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ (îáðàçöû òèîëèðîâàííîãî Fab)

ïåðåìåùåíèå îáðàçöà  âë åòñ  îäèíàêîâûì ñ ïåðåìåùåíèåì îáðàçöà, ñâåæå
ïðèãîòîâëåííîãî FAb (íèæå 50 êÄà ìàðêåðà), ïîêàçûâàþùèì îòñóòñòâèå ñâ çûâàíè 
ìîëåêóë FAb â òå÷åíèå ïðîöåññà êîíúþãàöèè. Â ëèíè õ ðåïëèêàòà ñóùåñòâóåò çàìåòíà 
ïîëîñà, ãðàíè÷àùà  ñ ìàêñèìóìîì èíòåíñèâíîñòè ìåæäó ìàðêåðàìè 98 è 250 êÄà, êîòîðûå
îáû÷íî ïîêàçûâàþò óâåëè÷åíèå ìàññû, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ïîëèñèàëîëèðîâàííîì
ïðîäóêòå.

1.7 Êîíúþãàöè  CAM ñ áåòà-ãàëàêòîçèäàçîé
Ê E. coli β-ãàëàêòîçèäàçå (β-gal: 5,0 ìã, 4,3×10-8 ìîëü) â 1 ìë PBS äîáàâë ëè 15 ìã CAM

(6,59×10-7 ìîëü, 15 ìîëü-ýêâèâàëåíòîâ). Ïðîáèðêó çàêðûâàëè ôîëüãîé è îñòàâë ëè äë 
èíêóáàöèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè ì ãêîì ïåðåìåøèâàíèè.
Ïîëó÷åííûé êîíúþãàò àíàëèçèðîâàëè SDS-PAGE è çàòåì î÷èùàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ
ïðèí òîé ìåòîäèêîé óäàëåíè  ñâîáîäíîãî ÑÀÌ. Îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå
ïîëèìåðà è áåëêà ïî ñîîòâåòñòâóþùåé ìåòîäèêå.

Êîíòðîëüíûå ðåàêöèè âûïîëí ëè ñ CA â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë .
1.8 Àíàëèç íà ôåðìåíòíóþ àêòèâíîñòü
Ñòàíäàðòû îò 60 ìêã/ìë äî 3,75 ìêã/ìë ñâåæåïðèãîòîâëåííîé β-ãàëàêòîçèäàçû ãîòîâèëè

â PBS. Îáðàçåö CAM-β-gal ðàçâîäèëè äî 60 ìêã/ìë â òîì æå áóôåðå. Ôåðìåíòíóþ
àêòèâíîñòü êîíúþãàòîâ èçìåð ëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: â òèòðàöèîííîì ìèêðîïëàíøåòå ê
100 ìêë îáðàçöà èëè ñòàíäàðòà îäíîâðåìåííî äîáàâë ëè 100 ìêë β-gal ñóáñòðàòà
(ïðîêàëûâàíèåì). Ìèêðîïëàíøåò èíêóáèðîâàëè ïðè 37°C â òå÷åíèå 30 ìèí è ïîãëîùåíèå
÷èòàëè ïðè 405 íì. Êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ ñòðîèëè ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòîâ è àêòèâíîñòü
îáðàçöîâ ðàññ÷èòûâàëè èç óðàâíåíè  äë  êðèâîé ëèíåéíî-ðåãðåññèîííîãî àíàëèçà.

1.9 Ðåçóëüòàòû
Èç àíàëèçîâ äë  áåëêà è ïîëèìåðà áûëî îïðåäåëåíî, ÷òî îòíîøåíèå êîíúþãàöèè

ñîñòàâë åò 1,23 CAM:1 β-Gal. Ïî äàííûì SDS-PAGE îáðàçöîâ òàêæå áûëî îòìå÷åíî
ñîîòâåòñòâóþùåå óâåëè÷åíèå â êàæóùåéñ  ìîëåêóë ðíîé ìàññå (ôèã. 2). Ðàññ÷èòàííà 
ôåðìåíòíà  àêòèâíîñòü î÷èùåííîãî îáðàçöà ñîñòàâë åò 100,4% ïî ñðàâíåíèþ ñî
ñâîáîäíûì ôåðìåíòîì.

Ïðèìåð 2
Ïóòü ñèíòåçà 2
Ñòàäè  1: Àìèíèðîâàíèå CA-àëüäåãèäà (CAO)
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Ñòàäè  2: Ââåäåíèå ìàëåèíèìèäíîãî êîëüöà

2. Ñèíòåç
2.1. Ñòàäè  1: Àìèíèðîâàíèå îêèñëåííîé CA
Îêèñëåííóþ êîëîìèíîâóþ êèñëîòó (CAO) 10-100 ìã/ìë ðàñòâîð ëè â 2 ìë

äåèîíèçîâàííîé âîäû ñ 300-êðàòíûì ìîë ðíûì èçáûòêîì NH4Cl, â 50 ìë ïðîáèðêå è
çàòåì äîáàâë ëè NaCNBH3 (5M ìàòî÷íûé ðàñòâîð â 1í NaOH (âîäí.)) äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 5 ìã/ìë. Ñìåñü èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 5 äíåé.
Êîíòðîëüíóþ ðåàêöèþ òàêæå ïðîâîäèëè ñ êîëîìèíîâîé êèñëîòîé (A) âìåñòî CAO. Ïðîäóêò
îñàæäàëè â âèäå àìèííîãî ïðîèçâîäíîãî êîëîìèíîâîé êèñëîòû äîáàâëåíèåì 5 ìë
îõëàæäåííîãî ëüäîì ýòàíîëà. Îñàäîê îòäåë ëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 4000 îá/ìèí â
òå÷åíèå 30 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â íàñòîëüíîé öåíòðèôóãå. Îñàäîê â ïðîáèðêå
ñîõðàí ëè è ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû, çàòåì ñíîâà îñàæäàëè 5 ìë
îõëàæäåííîãî ëüäîì ýòàíîëà â 10 ìë óëüòðàöåíòðèôóæíîé ïðîáèðêå. Îñàäîê ñîáèðàëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 30000 îá/ìèí â òå÷åíèå 30 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Îñàäîê â ïðîáèðêå ñíîâà ðåñóñïåíäèðîâàëè â 2 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû è ñóøèëè
âûìîðàæèâàíèåì.

2.2. Àíàëèç íà ñîäåðæàíèå àìèíà
TNBS (ïèêðèëñóëüôîíîâà  êèñëîòà èëè 2,4,6-òðèíèòðîáåíçîëñóëüôîíîâà  êèñëîòà)

àíàëèç èñïîëüçîâàëè äë  îïðåäåëåíè  êîëè÷åñòâà àìèíîãðóïï, ïðèñóòñòâóþùèõ â
ïðîäóêòå.

Â ëóíêå òèòðàöèîííîãî ìèêðîïëàíøåòà ê 90 ìêë 0,1M áîðàòíîãî áóôåðà ñ pH 9,5
äîáàâë ëè TNBS (0,5 ìêë 15 ìÌ TNBS). Ê ýòîìó äîáàâë ëè 10 ìêë 50 ìã/ìë ðàñòâîðà CA-
àìèäà, ïëàíøåò îñòàâë ëè ñòî òü â òå÷åíèå 20 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïåðåä
ïðî÷òåíèåì ïîãëîùåíè  ïðè 405 íì. Ãëèöèí èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà, â
äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé îò 0,1 äî 1 ìÌ. TNBS òðèíèòðîôåíèëèðóåò ïåðâè÷íûå àìèííûå
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ãðóïïû. Îïðåäåë ëè àääóêò TNP àìèíà.
Òåñòèðóåìûé ïðîäóêò, î÷èùåííûé äâîéíûì îñàæäåíèåì îõëàæäåííûì ëüäîì ýòàíîëîì,

ïðè èñïîëüçîâàíèè TNBS àíàëèçà ïîêàçûâàåò áëèçêîå ê 90% ïðåâðàùåíèå.
2.3. Ìàëåèíèìèäèðîâàíèå CA-àìèíà
CA-àìèí (17 ìã) ðàñòâîð ëè â 1 ìë äåèîíèçîâàííîé âîäû, ê ýòîìó äîáàâë ëè 6 ìã

ìåòîêñèêàðáîíèëìàëåèíèìèäà (MCM). Ñìåñü îñòàâë ëè ðåàãèðîâàòü ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 30 ìèí. Ê îáðàçöó äîáàâë ëè 100 ìêë âîäû è 200 ìêë àöåòîíèòðèëà
è çàòåì èíêóáèðîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 4 ÷, çàòåì äîáàâë ëè 300 ìêë
CHCl3, ïðîáèðêó âñòð õèâàëè è âîäíóþ ôðàêöèþ ñîáèðàëè. Çàòåì ôðàêöèþ î÷èùàëè íà PD-
10 êîëîíêå äë  óäàëåíè  ìàëûõ ìîëåêóë. Ýëþàò ñóøèëè âûìîðàæèâàíèåì è
àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå ìàëåèíèìèäà. Ìîë ðíà  êîíöåíòðàöè  ìàëåèíèìèäà
ñîñòàâë ëà 44 ìîë.%.

Ïðèìåð 3: Ïðèãîòîâëåíèå èîäàöåòàòíûõ ïðîèçâîäíûõ êîëîìèíîâîé êèñëîòû  (CAI).

3.1 Ñèíòåç
Ê 40 ìã àìèíà êîëîìèíîâîé êèñëîòû (85 ìîëü.% àìèíà), êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 2.1,

ðàñòâîðåííîé â 1 ìë PBS pH 7,4, äîáàâë ëè 5 ìã N-ñóêöèíèìèäèëèîäîàöåòàòà (SIA). Ñìåñü
îñòàâë ëè ðåàãèðîâàòü â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37°C, çàòåì èçáûòîê SIA óäàë ëè ãåëü-

ôèëüòðàöèåé íà 5 ìë HightrapTm Desalting êîëîíêå (AP Bioscience) ýëþèðîâàíèåì PBS.
0,5 ìë ôðàêöèé ñîáèðàëè èç êîëîíêè, îáðàçöû èç êàæäîé ôðàêöèè òåñòèðîâàëè íà
ñîäåðæàíèå êîëîìèíîâîé êèñëîòû (ðåçîðöèíîâà  ïðîáà) è ðåàêöèîííóþ ñïîñîáíîñòü ñ
öèñòåèíîì, âû âë þùóþ èîäèä (àíàëèç Ýëìàíà). Ôðàêöèè, ïîëîæèòåëüíûå êàê äë  èîäèäà,
òàê è äë  CA, îáúåäèí ëè.

3.2 Êîíúþãàöè  CAI ñ β-ãàëàêòîçèäàçîé

Ê E. coli β-ãàëàêòîçèäàçå (5,0 ìã, 4,3×10-8 ìîëü) â 1 ìë PBS 15 ìã CAI äîáàâë ëè
(6,59×10 -7 ìîëü, 15 ìîëü-ýêâèâàëåíò). Ïðîáèðêó çàêðûâàëè îáåðòûâàíèåì â ôîëüãó è
îñòàâë ëè äë  èíêóáàöèè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè ì ãêîì
ïåðåìåøèâàíèè. Ïîëó÷åííûé êîíúþãàò àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ SDS PAGE è çàòåì
î÷èùàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèí òîé ìåòîäèêîé óäàëåíè  ñâîáîäíîãî CAI. Îáðàçöû
àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå ïîëèìåðà è áåëêà, êàê îïèñàíî â ñîîòâåòñòâóþùåé
ìåòîäèêå.

Êîíòðîëüíûå ðåàêöèè ïðîâîäèëè ñ CA â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîãî êîíòðîë . Âñå îáðàçöû
àíàëèçèðîâàëè íà β-gal àêòèâíîñòü, êàê â âûøåîïèñàííîì ïðèìåðå 1.8.

3.3 Çàêëþ÷åíèå
Ôðàêöèè 3-6 áûëè ïîëîæèòåëüíûå êàê äë  ïîëèìåðà, òàê è äë  èîäàöåòàòà, è áûëè

îáúåäèíåíû. SDS PAGE (4-12% Áèñ/Òðèñ ãåëü; ôèã.2) ïîêàçûâàåò óâåëè÷åíèå êàæóùåéñ 
ìîëåêóë ðíîé ìàññû äë  îáðàçöîâ, èíêóáèðîâàííûõ ñ èîäàöåòàìèäíûì ïðîèçâîäíûì, íî
íå ñ êîíòðîëüíûì ïîëèìåðîì. Èç àíàëèçîâ áåëêà è ïîëèìåðà áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
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îòíîøåíèå êîíúþãàöèè ñîñòàâë åò 1,63 CAI:1 β-gal. Ðàññ÷èòàíî, ÷òî β-gal àêòèâíîñòü
ñîñòàâë åò 100,9% äë  êîíúþãàòíîãî îáðàçöà ïî ñðàâíåíèþ ñî ñâîáîäíûì ôåðìåíòîì.

Ïðèìåð 4
4.1 Ñèíòåç: Àêòèâàöè  íåâîññòàíàâëèâàþùåãî êîíöà ñ ãèäðàçèäîì 4-(4-N-

ìàëåèíèìèäîôåíèë)ìàñë íîé êèñëîòû (CA-MBPH) è 3-(2-
ïèðèäèëäèòèî)ïðîïèîíèëãèäðàçèäîì (CA-PDPH)

Ñèíòåç âûïîëí ëè ñëåäóþùèì îáðàçîì:
Àëüäåãèä êîëîìèíîâîé êèñëîòû (CAO; 22,7 êÄà, Camida, Ireland), ïîëó÷åííûé ñîãëàñíî

WO-A-9222331 (73 ìã äë  MBPH, ïðîáèðêà A; 99,3 ìã äë  PDPH; ïðîáèðêà B), ðàñòâîð ëè
îòäåëüíî â 800 ìêë 0,1M ðàñòâîðà àöåòàòà íàòðè  (pH 5,5). Â ïðîáèðêó A äîáàâë ëè 15
ìã MBPH (îòíîøåíèå ëèíêåð:CA ñîñòàâë åò 15:1), ðàñòâîðåííîãî â 200 ìêë ÄÌÑÎ. Â
ïðîáèðêó B äîáàâë ëè 15 ìã (îòíîøåíèå ëèíêåð:CA ñîñòàâë åò 15:1) PDPH, ðàñòâîðåííîãî
â 200 ìêë ÄÌÑÎ. Â êàæäîì ñëó÷àå äë  êàæäîãî ðåàêöèîííîãî ñîñóäà pH äîâîäèëè äî 5,5.
Ýòè ñìåñè çàòåì ïåðåìåøèâàëè âñòð õèâàíèåì, çàêðûâàëè ôîëüãîé è îñòàâë ëè äë 
èíêóáàöèè ïðè 37°C â òå÷åíèå 2 ÷ íà ýïèöèêëè÷åñêîé ìåøàëêå. Ðàñòâîð êàæäîãî ïîëèìåðà
î÷èùàëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé (êîëîíêà PD-10), ýëþèðîâàëè PBS ïðè pH 7,4 è îòáèðàëè 1 ìë
ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé CA (ðåçîðöèíîâà  ïðîáà). Îáðàçöû ñóøèëè âûìîðàæèâàíèåì â
òå÷åíèå íî÷è è àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå ìàëåèíèìèäà, êàê îïèñàíî â ïðèìåðå 1.2.

4.2 Ñèíòåç: Àêòèâàöè  âîññòàíàâëèâàþùåãî êîíöà ñ ãèäðàçèäîì 4-(4-N-
ìàëåèíèìèäîôåíèë)ìàñë íîé êèñëîòû (MBPH-CA), (2-ïèðèäèëäèòèî)ïðîïèîíèëãèäðàçèäîì
(PDPH-CA) è ãèäðàçèäîì N-β-ìàëåèíèìèäîïðîïèîíîâîé êèñëîòû (BMPH-CA).

Âñå ñèíòåçû âûïîëí ëè ïðè ìîë ðíîì îòíîøåíèè 25:1 ëèíêåðà ê CA ñëåäóþùèì
îáðàçîì:

Êîëîìèíîâóþ êèñëîòó (CA; 22,7 êÄà; 73 ìã äë  MBPH, ïðîáèðêà A; 99,3 ìã äë  PDPH;
ïðîáèðêà B è 76,6 ìã äë  BMPH; ïðîáèðêà C) ðàñòâîð ëè îòäåëüíî â 800 ìêë 0,1M àöåòàòà
íàòðè  (pH 5,5). Äîáàâë ëè â ïðîáèðêó A 25 ìã MBPH (ðàñòâîðåííîé â 200 ìêë ÄÌÑÎ), â
ïðîáèðêó B 25 ìã PDPH (ðàñòâîðåííîé â 200 ìêë ÄÌÑÎ) è â ñîñóä C 25 ìã BMPH
(ðàñòâîðåííîé â 200 ìêë àöåòàòíîãî áóôåðà). pH ðåàêöèîííîé ñìåñè äîâîäèëè äî 5,5.
Êàæäóþ ñìåñü çàòåì ïåðåìåøèâàëè âñòð õèâàíèåì, çàâåðòûâàëè â ôîëüãó è îñòàâë ëè
äë  èíêóáàöèè ïðè 37°C â òå÷åíèå 72 ÷ íà ýïèöèêëè÷åñêîé ìåøàëêå. Êàæäûé ðàñòâîð
ïîëèìåðà î÷èùàëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé (êîëîíêà PD-10), ýëþèðó  PBS ïðè pH 7,4, è
îòáèðàëè 1 ìë ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé CA (ðåçîðöèíîâà  ïðîáà). Äàííûå îáðàçöû ñóøèëè
âûìîðàæèâàíèåì â òå÷åíèå íî÷è è àíàëèçèðîâàëè íà ñîäåðæàíèå ìàëåèíèìèäà, êàê
îïèñàíî â ïðèìåðå 1.2.

4.3 Ðåçóëüòàòû
Ìîë ðíà  êîíöåíòðàöè  ìàëåèíèìèäà íà íåâîññòàíàâëèâàþùåì (âûñîêîðåàêòèâíîì)

êîíöå ñîñòàâë ëà 49,0 è 35,0 ìîë.% äë  MBPH è PDPH, ñîîòâåòñòâåííî. Ìîë ðíà 
êîíöåíòðàöè  ìàëåèíèìèäà íà âîññòàíàâëèâàþùåì (ñëàáîðåàêòèâíîì) êîíöå ñîñòàâë ëà
41,5, 32,5 è 48,3 ìîë.% äë  MBPH, PDPH è BMPH, ñîîòâåòñòâåííî. Âåëè÷èíû íà
âîññòàíàâëèâàþùåì êîíöå  âë þòñ  ñðåäíèìè èç äâóõ âåëè÷èí â êàæäîì ñëó÷àå.

4.4 Êîíúþãàöè  β-ãàëàêòîçèäàçû (β-gal) ñ ìàëåèíèìèäîì, àêòèâèðîâàííûì êîëîìèíîâîé
êèñëîòîé (âîññòàíàâëèâàþùèé êîíåö è íåâîññòàíàâëèâàþùèé êîíåö)

Ê β-gal (1,0 ìã; 1 ìë â PBS) â îòäåëüíûå ïðîáèðêè äîáàâë ëè 15 ìîë ðíûé èçáûòîê
êàæäîãî ìàëåèíèìèäà, àêòèâèðîâàííîãî CA (MBPH, PDPH è BMPH íà
íåâîññòàíàâëèâàþùåì èëè âîññòàíàâëèâàþùåì êîíöå, èç âûøåîïèñàííûõ ïðèìåðîâ).
Êàæäóþ ïðîáèðêó çàïå÷àòûâàëè è îñòàâë ëè äë  èíêóáàöèè ïðè 37°C â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè
ì ãêîì ïåðåìåøèâàíèè. Ïîëó÷åííûé êîíúþãàò çàòåì î÷èùàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèí òîé
ìåòîäèêîé óäàëåíè  ñâîáîäíîãî àêòèâèðîâàííîãî ïîëèìåðà. Âñå îáðàçöû àíàëèçèðîâàëè ñ
ïîìîùüþ SDS PAGE íà β-gal àêòèâíîñòü, êàê â ïðèìåðå 1.8.

4.5 Ðåçóëüòàòû
Ðåçóëüòàòû (ôèã.3) ïîêàçûâàþò, ÷òî âî âñåõ êîíòðîëüíûõ ëóíêàõ (ñ β-gal) ïåðåìåùåíèå

îáðàçöà ñõîäíî ñ àíàëîãè÷íûì äë  ñâåæåïðèãîòîâëåííîé β-gal. Â ëèíè õ ðåïëèêàòà
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ñóùåñòâóåò çàìåòíà  ïîëîñà, ãðàíè÷àùà  ñ ìàêñèìóìîì èíòåíñèâíîñòè ìåæäó ìàðêåðàìè
98 è 250 êÄà, êîòîðûå îáû÷íî óêàçûâàþò íà óâåëè÷åíèå ìàññû, êîòîðà   âë åòñ 
ïîëèñèàëîëèðîâàííîé β-gal. Ðàññ÷èòàííà  àêòèâíîñòü β-gal ñîñòàâë ëà 91,0-106% äë 
êîíúþãèðîâàííûõ îáðàçöîâ.
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