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SUBSTANCE: claimed method includes
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Îáëàñòü èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè áåëêîâ äë  ïðîäëåíè 

âðåìåíè èõ öèðêóëèðîâàíè  è óìåíüøåíè  èõ èììóíîãåííîñòè. Êîíêðåòíåå, èçîáðåòåíèå
îòíîñèòñ  ê ïðîöåññó èçîëèðîâàíè  òåòðàìåðíîé ôîðìû óðèêàçû èç ðàñòâîðà óðèêàçû è
èçîëèðîâàííîé òåòðàìåðíîé óðèêàçû, ïîëó÷åííîé äàííûì ñïîñîáîì, êîòîðà  ïðàêòè÷åñêè
óñòðàí åò èììóíîãåííîñòü óðàòîêñèäàçû áåç óõóäøåíè  åå àêòèâíîñòè â ðàçëîæåíèè
ìî÷åâîé êèñëîòû.

Ñóùåñòâóþùèé óðîâåíü òåõíèêè
Èçâåñòíûå óðàòîêñèäàçû (óðèêàçû; Å.Ñ. 1.7.3.3)  âë þòñ  ôåðìåíòàìè, êîòîðûå

êàòàëèçèðóþò îêèñëåíèå ìî÷åâîé êèñëîòû â áîëåå ðàñòâîðèìûé ïðîäóêò, àëëàíòîèí,
ïóðèíîâûé ìåòàáîëèò, êîòîðûé ëó÷øå âûäåë åòñ . Ëþäè íå âûðàáàòûâàþò ôåðìåíòíî
àêòèâíîé óðèêàçû â ðåçóëüòàòå íåñêîëüêèõ ìóòàöèé â ãåíå äë  óðèêàçû, ïðîèçîøåäøèõ â
õîäå ýâîëþöèè âûñøèõ ïðèìàòîâ. Wu, X, et al., (1992) J Mol Evol 34:78-84. Âñëåäñòâèå
ýòîãî ó âîñïðèèì÷èâûõ èíäèâèäîâ èçáûòî÷íûå êîíöåíòðàöèè ìî÷åâîé êèñëîòû â êðîâè
(ãèïåðóðèêåìè ) è â ìî÷å (ãèïåðóðèíóðè ) ìîãóò ïðèâîäèòü ê áîëåçíåííûì àðòðèòàì
(ïîäàãðå), ïîð÷å óðàòîâûõ îòëîæåíèé (ïîäàãðè÷åñêèì óçëàì) è îòêàçó ïî÷åê. Ó íåêîòîðûõ
áîëüíûõ äîñòóïíûå ëåêàðñòâà, òàêèå êàê àëëîïóðèíîë (èíãèáèòîð ñèíòåçà ìî÷åâîé
êèñëîòû), äàþò îãðàíè÷èâàþùèå ëå÷åíèå îáðàòíûå ýôôåêòû, ëèáî íå ëå÷àò äàííûå
ñîñòî íè  àäåêâàòíî. Hande, KR, et al., (1984) Am J Med 76:47-56; Fam, AG, (1990)
Bailliere's Clin Rheumatol 4:177-192. Èíúåêöèè óðèêàçû ìîãóò óìåíüøèòü ãèïåðóðèêåìèþ
è ãèïåðóðèíóðèþ, ïî êðàéíåé ìåðå âðåìåííî.

Ïîñêîëüêó óðèêàçà  âë åòñ  äë  ÷åëîâåêà ÷óæåðîäíûì áåëêîì, äàæå ïåðâà  èíúåêöè 
íåìîäèôèöèðîâàííîãî áåëêà èç Aspergillus flavus âûçâàëà àíàôèëàêòè÷åñêèå ðåàêöèè ó
îïðåäåëåííîãî ïðîöåíòà ïàöèåíòîâ (Pui, C-H, et al., (1997) Leukemia 11:1813-1816), à
èììóíîëîãè÷åñêèå ðåàêöèè îãðàíè÷èâàþò åå ïîëåçíîñòü ïðè õðîíè÷åñêîì èëè
ïåðèîäè÷åñêîì ëå÷åíèè. Don-adio, D, et al., (1981) Nouv Presse Med 10:711-712;
Leaustic, M, et al., (1983) Rev Rhum Mal Osteoartic 50:553-554.

×àñòè÷íî îïòèìàëüíîå äåéñòâèå äîñòóïíûõ ëå÷åíèé ãèïåðóðèêåìèè èçâåñòíî óæå
íåñêîëüêî äåñ òèëåòèé. Kissel, P, et al., (1968) Nature 217:72-74. Àíàëîãè÷íî,
âîçìîæíîñòü òîãî, ÷òî îïðåäåëåííûå ãðóïïû ïàöèåíòîâ ñ ò æåëîé ïîäàãðîé ìîãóò
èçâëåêàòü ïîëüçó èç áåçîïàñíîé è ýôôåêòèâíîé ôîðìû èíúåöèðóåìîé óðèêàçû, èçâåñòíà
ìíîãî ëåò. Davis, FF, et al., (1978) â GB Broun et al., (ðåä) Enzyme Engineering,
Vol.4 (ñòð.169-173) New York, Plenum Press; Nishimura, H, et al., (1979) Enzyme 24:
261-264; Nishimura, H, et al., (1981) Enzyme 26:49-53; Davis, S, et al., (1981)
Lancet 2(8241):281-283; Abuchowski, A, et al., (1981) J Pharmacol Exp Ther 219:352-
354; Chen, RH-L, et al., (1981) Biochim Biophys Acta 660:293-298; Chua, CC, et al.,
(1988) Ann Int Med 109:114-117; Greenberg, ML, et al., (1989) Anal Biochem 176:290-
293. Óðèêàçû, ïðîèçâîäíûå îò æèâîòíûõ îðãàíîâ, ïî÷òè íåðàñòâîðèìû â ðàñòâîðèòåë õ,
êîòîðûå ñîâìåñòèìû ñ áåçîïàñíûì ââåäåíèåì ïóòåì èíúåêöèè. Ïàòåíò ÑØÀ ¹3616231.
Îïðåäåëåííûå óðèêàçû, ïðîèçâîäíûå îò ðàñòåíèé èëè îò ìèêðîîðãàíèçìîâ, áîëåå
ðàñòâîðèìû â ìåäèöèíñêè ïðèåìëåìûõ ðàñòâîðèòåë õ. Îäíàêî èíúåêöè  ìèêðîáíûõ
ôåðìåíòîâ áûñòðî âûçûâàåò èììóíîëîãè÷åñêèå ðåàêöèè, êîòîðûå ìîãóò ïðèâåñòè ê
îïàñíûì äë  æèçíè àëëåðãè÷åñêèì ðåàêöè ì èëè ê èíàêòèâàöèè è/èëè óñêîðåííîìó
óñòðàíåíèþ óðèêàçû èç öèðêóë öèè. Donadio, et al., (1981); Leaustic, et al., (1983).
Ôåðìåíòû, îñíîâàííûå íà âûâåäåííûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñò õ óðèêàç
ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå ñâèíüè è áàáóèíà, èëè íàñåêîìûõ, òàêèõ, ê ïðèìåðó, êàê
Drosophila melanogaster èëè Drosophila pseudoobscura (Wallrath, LL, et al., (1990)
Moll Cell Biol 10:5114-5127), íå ñòàëè ïðèãîäíûìè êàíäèäàòàìè äë  êëèíè÷åñêîãî
èñïîëüçîâàíè  èç-çà ïðîáëåì èììóíîãåííîñòè è ðàñòâîðèìîñòè ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì ðÍ.

Êîâàëåíòíà  ìîäèôèêàöè  áåëêîâ ñ ïîëè(ýòèëåí ãëèêîëåì) èëè ïîëè(ýòèëåí îêñèäîì)
(îáà îáîçíà÷àþòñ  êàê PEG) áûëà èñïîëüçîâàíà äë  óâåëè÷åíè  ïîëóæèçíè áåëêà è
óìåíüøåíè  èììóíîãåííîñòè. Ïàòåíòû ÑØÀ ¹4179337, 4766106 è 4847325; Saifer, MGP, et
al., (1994) Adv Exp Med Biol 366:377-387. Ñâ çûâàíèå PEG âûñîêîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà
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äë  ïîëó÷åíè  êîíúþãàòîâ ñ ïðîäëåííûì âðåìåíåì öèðêóë öèè è/èëè óìåíüøåííîé
èììóíîãåííîñòè ïðè ñîõðàíåíèè ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè áûëî ðàíåå
ïðîäåìîíñòðèðîâàíî äë  äðóãîãî ôåðìåíòà ñóïåðîêñèääèñìóòàçû (Somack, R, et al.,
(1991) Free Rad Res Commun 12-13:553-562; Ïàòåíòû ÑØÀ ¹5283317 è 5468478) è äë 
äðóãèõ òèïîâ áåëêîâ, íàïðèìåð öèòîêèíîâ (Saifer, MGP, et al., (1997) Polym Preprints
38:576-577; Sherman, MR, et al., (1997) â JM Harris, et al., (ðåä), Poly(ethylene
glicol) Chemistry and Biological Applications. ACS Symposium Series 680 (ñòð.155-169)
Washington, DC: American Chemical Society). Êîíúþãàòû óðèêàçû ñ ïîëèìåðàìè, îòëè÷íûìè
îò PEG, òàêæå îïèñàíû. Ïàòåíò ÑØÀ ¹4460683.

Ïî÷òè âî âñåõ èçâåñòíûõ è óïîì íóòûõ âûøå ïîïûòêàõ PEG-èëèðîâàòü óðèêàçó (ò.å.
êîâàëåíòíî ñâ çàòü PEG ñ óðèêàçîé), PEG ïåðâè÷íî ïðèñîåäèí ëñ  ê àìèíîãðóïïàì,
ñîäåðæàùèì àìèíî-òåðìèíàëüíûé îñòàòîê è äîñòóïíûå ëèçèíîâûå îñòàòêè. Â
îáùåèñïîëüçóåìûõ óðèêàçàõ îáùåå êîëè÷åñòâî ëèçèíîâ â êàæäîé èç ÷åòûðåõ èäåíòè÷íûõ
ïîäúåäèíèö íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ ìåæäó 25 (Aspergillus flavus (Ïàòåíò ÑØÀ ¹5382518)) è
29 (ñâèíü  (Wu, X, et al., (1989) Proc Nati Acad Sci USA 86:9412-9416)). Íåêîòîðûå èç
ëèçèíîâ íåäîñòóïíû äë  PEG-èëèðîâàíè  â ïðèñóùåé ôåðìåíòó êîíôîðìàöèè. Íàèáîëåå
îáùèì ïîäõîäîì ê óìåíüøåíèþ èììóíîãåííîñòè óðèêàçû áûëî ñâ çûâàíèå áîëüøîãî
êîëè÷åñòâà íèòåé PEG ñ íèçêèì ìîëåêóë ðíûì âåñîì. Ýòî ñòàáèëüíî ïðèâîäèëî ê áîëüøèì
óìåíüøåíè ì ôåðìåíòíîé àêòèâíîñòè ïîëó÷àåìûõ êîíúþãàòîâ.

Ïðåæíèå èññëåäîâàòåëè èñïîëüçîâàëè èíúåöèðîâàííóþ óðèêàçó äë  êàòàëèçàöèè
ïåðåõîäà ìî÷åâîé êèñëîòû â àëëàíòîèí in vivo. Ñì. Pui, et al., (1997). Ýòî îñíîâà äë 
èñïîëüçîâàíè  âî Ôðàíöèè è Èòàëèè óðèêàçû èç ãðèáà Aspergillus flavus (Uricozyme®),
÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü èëè âðåìåííî ñêîððåêòèðîâàòü ãèïåðóðèêåìèþ, ñâ çàííóþ ñ
öèòîòîêñè÷åñêîé òåðàïèåé ãåìàòîëîãè÷åñêèõ íàðóøåíèé, è ÷òîáû âðåìåííî óìåíüøèòü
ò æåëóþ ãèïåðóðèêåìèþ ó ïàöèåíòîâ ñ ïîäàãðîé. Potaux, L, et al., (1975) Nouv Presse
Med 4: 1109-1112; Legoux, R, et al., (1992) J Biol Chem 267:8565-8570; Ïàòåíòû ÑØÀ
¹5382518 è 5541098. Èç-çà ñâîåãî êîðîòêîãî æèçíåííîãî öèêëà öèðêóë öèè
Uricozyme ® òðåáóåò åæåäíåâíûõ èíúåêöèé. Áîëåå òîãî, îí íå î÷åíü õîðîøî ïîäõîäèò äë 
äîëãîâðåìåííîé òåðàïèè èç-çà ñâîåé èììóíîãåííîñòè.

Îäíà âíóòðèâåííà  èíúåêöè  ïðåïàðàòà óðèêàçû èç Candida utilis, ñâ çàííîé ñ 5 êÄà
PEG, ñíèæàëà óðàò ñûâîðîòêè äî íåôèêñèðóåìûõ óðîâíåé ó ï òè ÷åëîâåê, ó êîòîðûõ
ñðåäí   êîíöåíòðàöè  óðàòà ñûâîðîòêè äî èíúåêöèè ñîñòàâë ëà 6,2 ìã/äë, ÷òî â ïðåäåëàõ
íîðìû. Davis, et al., (1981). Ñóáúåêòàì äàâàëè äîïîëíèòåëüíóþ èíúåêöèþ ÷åòûðå íåäåëè
ñïóñò , íî èõ ðåàêöè  íå áûëà çàñâèäåòåëüñòâîâàíà. Ïîñëå âòîðîé (è ïîñëåäíåé)
èíúåêöèè íå áûëî îáíàðóæåíî àíòèòåë ê óðèêàçå ïðè èñïîëüçîâàíèè îòíîñèòåëüíî
íå÷óâñòâèòåëüíîãî òåñòà ãåëåâîé äèôôóçèè. Ýòîò èñòî÷íèê íå ñîäåðæèò ñâåäåíèé î
õðîíè÷åñêîì èëè ñóáõðîíè÷åñêîì ëå÷åíèè ïàöèåíòîâ-ëþäåé èëè ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
æèâîòíûõ.

Ïðåïàðàò óðèêàçû èç Arthrobacter protoformiae, ñâ çàííîé ñ 5 êÄà PEG, èñïîëüçîâàëñ 
äë  âðåìåííîãî óïðàâëåíè  ãèïåðóðèêåìèåé ó îäíîãî ïàöèåíòà ñ ëèìôîìîé, ó êîòîðîãî
êîíöåíòðàöè  óðàòà ñûâîðîòêè äî èíúåêöèè ñîñòàâë ëà 15 ìã/äë. Chua, et al., (1988).
Èç-çà êðèòè÷åñêîãî ñîñòî íè  ïàöèåíòà è êîðîòêîé ïðîäîëæèòåëüíîñòè ëå÷åíè  (÷åòûðå
èíúåêöèè çà 14 äíåé) áûëî íåâîçìîæíî îöåíèòü äîëãîâðåìåííóþ ýôôåêòèâíîñòü èëè
áåçîïàñíîñòü ýòîãî êîíúþãàòà.

Â äàííîé çà âêå òåðìèí "èììóíîãåííîñòü" îçíà÷àåò âîçáóæäåíèå èììóííîé ðåàêöèè
èíúåöèðîâàííûì ïðåïàðàòîì PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé èëè íåìîäèôèöèðîâàííîé óðèêàçû
(àíòèãåíîì), à "àíòèãåííîñòü" îçíà÷àåò ðåàêöèþ àíòèãåíà ñ ðàíåå ñóùåñòâîâàâøèìè
àíòèòåëàìè. Àíòèãåííîñòü è èììóíîãåííîñòü ñîâìåñòíî îáîçíà÷àþòñ  êàê
"èììóíîðåàêòèâíîñòü". Â ïðåäøåñòâóþùèõ èññëåäîâàíè õ PEG-óðèêàçû
èììóíîðåàêòèâíîñòü îïðåäåë ëàñü ðàçëè÷íûìè ñïîñîáàìè, â òîì ÷èñëå: 1) ðåàêöèåé in
vitro PEG-óðèêàçû ñ ðàíåå ñôîðìèðîâàííûìè àíòèòåëàìè; 2) èçìåðåíèåì âûçâàííîãî
ñèíòåçà àíòèòåë; è 3) ïîâûøåííûìè ñêîðîñò ìè î÷èñòêè êðîâè ïîñëå ïîâòîðíûõ èíúåêöèé.

Ïðåäøåñòâóþùèå ïîïûòêè óñòðàíåíè  èììóíîãåííîñòè óðèêàç ïî ðàçíûì èñòî÷íèêàì
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ïóòåì ñâ çûâàíè  ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâ íèòåé PEG ÷åðåç ðàçëè÷íûå ëèíêåðû èìåëè
îãðàíè÷åííûé óñïåõ. PEG-óðèêàçû âïåðâûå ðàññìîòðåëè FF Davis è Y Inada è èõ êîëëåãè.
Davis, et al., (1978); Ïàòåíò ÑØÀ ¹4179337; Nishimura, et al., (1979); Ïàòåíòû ßïîíèè
¹55-99189 è 62-55079. Êîíúþãàò, ðàñêðûòûé â ïàòåíòå '337, áûë ñèíòåçèðîâàí ïóòåì
ðåàãèðîâàíè  óðèêàçû èç íåñïåöèôèöèðîâàííîãî èñòî÷íèêà ñ 2000-êðàòíûì ìîë ðíûì
èçáûòêîì PEG âåñîì 750 äàëüòîíîâ, ÷òî ïîêàçûâàåò, ÷òî áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìîëåêóë
ïîëèìåðà ñ áîëüøåé âåðî òíîñòüþ ñîåäèí ëîñü ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé óðèêàçû. Ïàòåíò
'337 ðàñêðûâàåò ñâ çûâàíèå ëèáî PEG, ëèáî ïîëè(ïðîïèëåí ãëèêîë ) ñ ìîëåêóë ðíûìè
âåñàìè îò 500 äî 20000 äàëüòîíîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 500 äî 5000 äàëüòîíîâ, äë 
ïîëó÷åíè  àêòèâíûõ, âîäîðàñòâîðèìûõ, íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ ðàçëè÷íûõ
ïîëèïåïòèäíûõ ãîðìîíîâ è ôåðìåíòîâ, ñîäåðæàùèõ îêñèäîðåäóêòàçû, îäíèì èç òðåõ
ïðèìåðîâ êîòîðûõ  âë åòñ  óðèêàçà. Â äîïîëíåíèå ê ýòîìó ïàòåíò '337 ïîä÷åðêèâàåò
ñâ çûâàíèå îò 10 äî 100 íèòåé ïîëèìåðà ñ êàæäîé ìîëåêóëîé ôåðìåíòà è ñîõðàíåíèå, ïî
ìåíüøåé ìåðå, 40% ôåðìåíòíîé àêòèâíîñòè. Îäíàêî ïðè ýòîì íå ñîîáùàëîñü òåñòîâûõ
ðåçóëüòàòîâ ïî îáúåìó ñâ çûâàíè  PEG ñ äîñòóïíûìè àìèíîãðóïïàìè óðèêàçû, îñòàòî÷íîé
ñïåöèôè÷åñêîé óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè èëè èììóíîðåàêòèâíîñòè êîíúþãàòà.

Äàííûå èç 13 ïðîöèòèðîâàííûõ èñòî÷íèêîâ îòíîñèòåëüíî PEG-èëèðîâàíè  óðèêàçû
ñîáðàíû â Òàáëèöå 1. Íåêîòîðûå èç ýòèõ ðåçóëüòàòîâ òàêæå ïðåäñòàâëåíû ãðàôè÷åñêè íà
ôèã.1À-2Á. Ñåìü èç ýòèõ ïóáëèêàöèé îïèñûâàþò çíà÷èòåëüíûå óìåíüøåíè 
óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, èçìåðåííîé in vitro, âûçâàííîé ñâ çûâàíèåì ðàçëè÷íîãî
êîëè÷åñòâà íèòåé PEG ñ óðèêàçîé èç Candida utilis. Ñâ çûâàíèå áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà ñ óðèêàçîé ñâèíîé ïå÷åíè äàëî ïîäîáíûå ðåçóëüòàòû, êàê îïèñàíî
è â ïóáëèêàöèè Chen, è â ñäåëàííîì òîé æå ãðóïïîé àâòîðîâ äîêëàäå íà ñèìïîçèóìå.
Chen, et al., (1981); Davis, et al., (1978).

Ñðåäè èññëåäîâàíèé, ñîáðàííûõ â Òàáëèöå 1, óìåíüøåíèå èììóíîðåàêòèâíîñòè óðèêàçû
îòìå÷åíî â ñåìè èç íèõ, à óñòðàíåíèå èììóíîðåàêòèâíîñòè - â ï òè. Â òðåõ èç ïîñëåäíèõ
ï òè èññëåäîâàíèé óñòðàíåíèå èììóíîðåàêòèâíîñòè áûëî ñâ çàíî ñ ñåðüåçíûì
óìåíüøåíèåì óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè - äî ñàìîå áîëüøåå 15%, 28% èëè 45% îò
íà÷àëüíîé àêòèâíîñòè. Nishimura, et al., (1979) (15% àêòèâíîñòè); Chen, et al.,
(1981) (28% àêòèâíîñòè); Nishimura, et al., (1981) (45% àêòèâíîñòè). Â ÷åòâåðòîì
äîêëàäå ñîîáùàëîñü, ÷òî PEG ñâ çûâàëñ  ñ 61% äîñòóïíûõ ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ, íî íå
áûëà óñòàíîâëåíà îñòàòî÷íà  ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü. Abuchowski et al., (1981).
Îäíàêî êîìàíäà èññëåäîâàòåëåé, ñîäåðæàâøà  äâóõ èç ýòèõ æå ó÷åíûõ è èñïîëüçîâàâøà 
òå æå ñïîñîáû, â äðóãîì èñòî÷íèêå ñîîáùèëà î òîì, ÷òî ýòîò îáúåì ñâ çûâàíè  îñòàâë ë
ëèøü 23-28% îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè. Chen, et al., (1981). Ïóáëèêàöèè 1981 ãîäà
Abuchowski et al., è Chen et al., ïîêàçûâàþò, ÷òî äë  çíà÷èòåëüíîãî óìåíüøåíè 
èììóíîãåííîñòè óðèêàçû PEG äîëæåí ñâ çûâàòüñ  ïðèáëèçèòåëüíî ñ 60% äîñòóïíûõ
ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ (Òàáëèöà 1). Ï òà  ïóáëèêàöè , â êîòîðîé ñîîáùàåòñ  îá óñòðàíåíèè
èììóíîðåàêòèâíîñòè óðèêàçû, íå ðàñêðûâàåò îáúåìà ñâ çûâàíè  PEG, îñòàòî÷íîé
óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè èëè ïðèðîäû ñâ çè PEG-áåëîê. Veronese, FM, et al., (1997)
â JM Harris, et al., (ðåä), Poly(ethylene glycol) Chemistry and Biological
Applications. ACS Symposium Series 680 (ñòð.182-192) Washington, DC: American
Chemical Society.

Êîíúþãàöè  PEG ê ìåíüøåé ÷àñòè ëèçèíîâûõ îñòàòêîâ â óðèêàçå óìåíüøàåò, íî íå
óñòðàí åò åå èììóíîðåàêòèâíîñòü ó ýêñïåðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ. Tsuji, J, et al.,
(1985) Int J Immunopharmacol 7:725-730 (28-45% ñâ çàííûõ àìèíîãðóïï); Yasuda, Y, et
al., (1990) Chem Pharm Bull 38:2053-2056 (38% ñâ çàííûõ àìèíîãðóïï). Îñòàòî÷íûå
óðèêîëèòè÷åñêèå àêòèâíîñòè ñîîòâåòñòâóþùèõ äîáàâîê íàõîä òñ  â äèàïàçîíå îò <33%
(Tsuji, et al.) äî 60% (Yasuda, et al.) îò èõ íà÷àëüíûõ çíà÷åíèé. Tsuji, et al.,
ñèíòåçèðîâàëè êîíúþãàòû PEG-óðèêàçû ñ PEG âåñîì 7,5 êÄà äî 10 êÄà â äîïîëíåíèå ê PEG
ñ âåñîì 5 êÄà. Âñå ðåçóëüòèðóþùèå êîíúþãàòû áûëè íåñêîëüêî èììóíîãåííû è àíòèãåííû,
â òî æå âðåì  ïðî âë   çàìåòíî óìåíüøåííûå ôåðìåíòíûå àêòèâíîñòè (Òàáëèöà 1;
ôèã.1À-1Á).
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Ñîîáùàëîñü, ÷òî PEG-èëèðîâàííûé ïðåïàðàò óðèêàçû èç Candida utilis, êîòîðûé
áåçîïàñíî äâàæäû ââîäèëñ  êàæäîìó èç ï òè ëþäåé, ñîõðàí ë òîëüêî 11% ñâîåé
íà÷àëüíîé àêòèâíîñòè. Davis, et al., (1981). Íåñêîëüêèìè ãîäàìè ïîçæå PEG-
ìîäèôèöèðîâàííà  óðèêàçà èç Arthrobacter protoformiae ÷åòûðåæäû ââîäèëñ  îäíîìó
ïàöèåíòó ñ ëèìôîìîé è ò æåëîé ãèïåðóðèêåìèåé. Chua, et al., (1988). Õîò  îñòàòî÷íà 
àêòèâíîñòü ýòîãî ôåðìåíòíîãî ïðåïàðàòà íå áûëà èçìåðåíà, Chua, et al.
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè îòñóòñòâèå àíòèóðèêàçíûõ àíòèòåë â ñûâîðîòêå ïàöèåíòà 26 äíåé
ñïóñò  ïîñëå ïåðâîé èíúåêöèè PEG-óðèêàçû ïðè ïîìîùè ôåðìåíòíî-ñâ çàííîãî
èììóíîñîðáåíòíîãî òåñòà (ELISA).

Êàê ïîêàçàíî â Òàáëèöå 1, ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíè  PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû
ïîêàçûâàþò, ÷òî êàòàëèòè÷åñêà  àêòèâíîñòü çàìåòíî ïîäàâë åòñ  ïóòåì ñâ çûâàíè 
çíà÷èòåëüíîãî êîëè÷åñòâà íèòåé PEG äë  çíà÷èòåëüíîãî óìåíüøåíè  åå
èììóíîðåàêòèâíîñòè. Áîëåå òîãî, íàèáîëåå ðàííèå ïðåïàðàòû PEG-óðèêàçû
ñèíòåçèðîâàëèñü ñ ïîìîùüþ PEG, àêòèâèðîâàííîãî ñ ïîìîùüþ öèàíóðèíîâîãî õëîðèäà,
ïðîèçâîäíîãî òðèàçèíà (2,4,6-òðèõëîð-1,3,5-òðèàçèíà), êîòîðûé, êàê áûëî ïîêàçàíî,
ââîäèò íîâûå àíòèãåííûå äåòåðìèíàíòû è âûçûâàåò ôîðìèðîâàíèå àíòèòåë ó êðîëèêîâ.
Tsuji, et al., (1985).
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ßïîíñêèé ïàòåíò ¹3-148298, âûäàííûé A Sano, et al., ðàñêðûâàåò ìîäèôèöèðîâàííûå
áåëêè, â òîì ÷èñëå óðèêàçó, äåðèâàòèçèðîâàííûå ñ PEG, èìåþùèì ìîëåêóë ðíûé âåñ 1-12
êÄà, êîòîðûå ïðî âë þò óìåíüøåííóþ àíòèãåííîñòü è "óëó÷øåííîå ïðîäëåííîå" äåéñòâèå,
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è ñïîñîáû ïîëó÷åíè  òàêèõ äåðèâàòèçèðîâàííûõ ïåïòèäîâ. Îäíàêî íå ðàñêðûâàþòñ 
êîëè÷åñòâî íèòåé, ôåðìåíòíûå òåñòû, áèîëîãè÷åñêèå òåñòû è çíà÷åíèå âûðàæåíè 
"óëó÷øåííîå ïðîäëåííîå". ßïîíñêèå ïàòåíòû ¹55-99189 è 62-55079, îáà âûäàíû Y Inada,
ðàñêðûâàþò êîíúþãàòû óðèêàçû, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ PEG-òðèàçèíà èëè áèñ-ÐÅÎ-
òðèàçèíà (îáîçíà÷åííîãî PEG2 â Òàáëèöå 1) ñîîòâåòñòâåííî. Ñì. Nishimura, et al.,
(1979 è 1981). Â êîíúþãàòå ïåðâîãî òèïà ìîëåêóë ðíûå âåñà PEG ñîñòàâë ëè 2 êÄà è 5
êÄà, â òî âðåì  êàê â êîíúþãàòå âòîðîãî òèïà èñïîëüçîâàëñ  òîëüêî PEG ñ âåñîì 5 êÄà.
Nishimura, et al., (1979) ñîîáùàåò î âîññòàíîâëåíèè 15% óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
ïîñëå ìîäèôèêàöèè 43% äîñòóïíûõ ëèçèíîâ ñ ïîìîùüþ ëèíåéíîãî PEG ñ âåñîì 5 êÄà, â òî
âðåì  êàê Nishimura, et al., (1981) ñîîáùàåò î âîññòàíîâëåíèè 31% èëè 45%
óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïîñëå ìîäèôèêàöèè 46% èëè 36% ëèçèíîâ ñ ïîìîùüþ
ñîîòâåòñòâåííî PEG2.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Àíàëèç ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí  òåõíèêè ïîêàçûâàåò, ÷òî êîãäà äîñòèãàåòñ 

çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå èììóíîãåííîñòè è/èëè àíòèãåííîñòè óðèêàçû ïóòåì PEG-
èëèðîâàíè , ýòî îá çàòåëüíî ñâ çàíî ñî çíà÷èòåëüíîé ïîòåðåé óðèêîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè. Áåçîïàñíîñòü, óäîáñòâî è ñòîèìîñòíà  ýôôåêòèâíîñòü áèîìåäèêàìåíòîâ
èñïûòûâàþò îáðàòíîå âîçäåéñòâèå çà ñ÷åò óìåíüøåíè  ïîòåíöèàëà áèîìåäèêàìåíòîâ è
âîçíèêàþùåé èç-çà ýòîãî ïîòðåáíîñòè â óâåëè÷åíèè ââîäèìîé äîçû. Òàêèì îáðàçîì,
ñóùåñòâóåò íåîáõîäèìîñòü â áåçîïàñíîì è ýôôåêòèâíîì àëüòåðíàòèâíîì ñðåäñòâå äë 
ñíèæåíè  ïîâûøåííûõ óðîâíåé ìî÷åâîé êèñëîòû â æèäêîñò õ òåëà, â òîì ÷èñëå â êðîâè è
ìî÷å. Îäíèì èç òàêèõ ñðåäñòâ â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ìîæåò áûòü
ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííà  PEG-óðèêàçà, êîòîðà  ñîõðàí åò âñþ èëè ïî÷òè âñþ
óðèêîëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà.

Êîíúþãàò óðàòîêñèäàçû (óðèêàçû) ñîõðàí åò ïî ìåíüøåé ìåðå 75% óðèêîëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè íåêîíúþãèðîâàííîé óðèêàçû è èìååò çíà÷èòåëüíî ñíèæåííóþ èììóíîãåííîñòü.
Â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì îáåñïå÷èâàåòñ  î÷èùåííà  óðèêàçà, â êîòîðîé êàæäà 
ïîäúåäèíèöà ìîæåò êîâàëåíòíî ñâ çûâàòüñ  ñî â ñðåäíåì îò 2 äî 10 íèòåé PEG, êîòîðûå
ìîãóò áûòü ëèíåéíûìè èëè ðàçâåòâëåííûìè, ïðè÷åì êàæäà  ìîëåêóëà PEG ìîæåò èìåòü
ìîëåêóë ðíûé âåñ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 5 êÄà è 100 êÄà. Óðèêàçà òàêæå ìîæåò áûòü
ðåêîìáèíàíòíîé. Íåçàâèñèìî îò ðåêîìáèíàíòíîñòè óðèêàçà ìîæåò èìåòü ìëåêîïèòàþùåå
ïðîèñõîæäåíèå. Ò.å. óðèêàçà ìîæåò áûòü óðèêàçîé ñâèíîé, áû÷üåé èëè îâå÷üåé ïå÷åíè.
Óðèêàçà ìîæåò áûòü õèìåðè÷åñêîé. Õèìåðè÷åñêà  óðèêàçà ìîæåò ñîäåðæàòü ÷àñòè óðèêàçû
ñâèíîé ïå÷åíè è/èëè ïå÷åíè áàáóèíà. Íàïðèìåð, õèìåðè÷åñêà  óðèêàçà ìîæåò áûòü ñâèíî-
áàáóèíîâîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçîé (ÑÁÕ-óðèêàçîé) èëè ñâèíîé óðèêàçîé, ñîäåðæàùåé
ìóòàöèè R291K è T301S (C-KS-óðèêàçîé) (ñì. ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íà ôèã.6 è ðåçóëüòàòû
ôèçèîëîãè÷åñêèõ è èììóíîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé íà ôèã.7-12). Àëüòåðíàòèâíî óðèêàçà
ìîæåò áûòü óðèêàçîé ïå÷åíè áàáóèíà, â êîòîðîé òèðîçèí 97 çàìåùåí ãèñòèäèíîì, çà ñ÷åò
÷åãî ñïåöèôè÷åñêà  àêòèâíîñòü óðèêàçû ìîæåò áûòü óâåëè÷åíà ïî ìåíüøåé ìåðå íà
ïðèáëèçèòåëüíî 60%. Óðèêàçà, íåçàâèñèìî îò ïðîèñõîæäåíè , ìîæåò òàêæå èìåòü
óñå÷åííóþ ôîðìó, ëèáî ñî ñòîðîíû àìèííîãî òåðìèíàëà, ëèáî ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî
òåðìèíàëà, ëèáî íà îáîèõ òåðìèíàëàõ. Ïîäîáíûì æå îáðàçîì óðèêàçà ìîæåò áûòü ãðèáíîé
èëè ìèêðîáíîé óðèêàçîé. Ãðèáíà  èëè ìèêðîáíà  óðèêàçà ìîæåò áûòü âñòðå÷àþùåéñ  â
ïðèðîäå èëè ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìîé óðèêàçû èç Aspergillus flavus, Arthrobacter
globiformis èëè Candida utilis. Àëüòåðíàòèâíî, óðèêàçà ìîæåò áûòü óðèêàçîé
áåñïîçâîíî÷íîãî, òàêîé êàê, ê ïðèìåðó, âñòðå÷àþùà ñ  â ïðèðîäå èëè ðåêîìáèíàíòíà 
ôîðìà óðèêàçû èç Drosophila melanogaster èëè Drosophila pseudoobscura. Óðèêàçà ìîæåò
áûòü òàêæå ðàñòèòåëüíîé óðèêàçîé, íàïðèìåð âñòðå÷àþùåéñ  â ïðèðîäå, èëè
ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìîé óðèêàçû èç óçåëêà êîðí  ñîè (Glycine max). PEG ìîæåò èìåòü
ñðåäíèé ìîëåêóë ðíûé âåñ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 5 êÄà è 100 êÄà; ïðåäïî÷òèòåëüíî PEG
ìîæåò èìåòü ñðåäíèé ìîëåêóë ðíûé âåñ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 10 êÄà è 60 êÄà; áîëåå
ïðåäïî÷òèòåëüíî PEG ìîæåò èìåòü ñðåäíèé ìîëåêóë ðíûé âåñ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 20
êÄà è 40 êÄà, íàïðèìåð 30 êÄà. Ñðåäíåå êîëè÷åñòâî êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ íèòåé PEG
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ìîæåò ñîñòàâë òü îò 2 äî 10 íèòåé íà îäíó ïîäúåäèíèöó óðèêàçû; ïðåäïî÷òèòåëüíî
ñðåäíåå êîëè÷åñòâî êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ íèòåé ìîæåò ñîñòàâë òü îò 3 äî 8 íà
ïîäúåäèíèöó; áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî ñðåäíåå êîëè÷åñòâî íèòåé PEG ìîæåò áûòü îò 4 äî 6
íà ïîäúåäèíèöó. Óðèêàçà ìîæåò áûòü òåòðàìåðíîé. Íèòè PEG ìîãóò áûòü êîâàëåíòíî
ñâ çàíû ñ óðèêàçîé ÷åðåç óðåòàíîâûå (êàðáàìàòíûå) ñâ çè, âòîðè÷íî-àìèííûå ñâ çè è/èëè
àìèäíûå ñâ çè. Åñëè óðèêàçà  âë åòñ  ðåêîìáèíàíòíîé ôîðìîé ëþáîé ïîäðàçóìåâàåìîé
çäåñü óðèêàçû, òî ýòà ðåêîìáèíàíòíà  ôîðìà ìîæåò èìåòü â çíà÷èòåëüíîé ìåðå òó æå
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, ÷òî è âñòðå÷àþùà ñ  â ïðèðîäå ôîðìà.

PEG-óðèêàçà ìîæåò áûòü î÷èùåííîé óðèêàçîé èç äâóõ èëè áîëåå ïîäúåäèíèö, â êîòîðîé
êàæäà  ïîäúåäèíèöà ìîæåò áûòü êîâàëåíòíî ñâ çàíà ñî â ñðåäíåì îò 2 äî 10 íèòåé
ëèíåéíîãî èëè ðàçâåòâëåííîãî PEG, ïðè÷åì êàæäà  ìîëåêóëà PEG ìîæåò èìåòü
ìîëåêóë ðíûé âåñ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 5 êÄà è 100 êÄà, â ôàðìàöåâòè÷åñêè
ïðèåìëåìîì íîñèòåëå. Ìëåêîïèòàþùèì ìîæåò áûòü ÷åëîâåê. Øàã ââåäåíè  ìîæåò áûòü, ê
ïðèìåðó, âíóòðèâåííîé, âíóòðèêîæíîé, ïîäêîæíîé, âíóòðèìûøå÷íîé èëè âíóòðèáðþøèííîé
èíúåêöèåé èëè èíãàë öèåé ïðåïàðàòà â âèäå àýðîçîë . Ïîâûøåííûå óðîâíè ìî÷åâîé
êèñëîòû ìîãóò ñóùåñòâîâàòü â êðîâè, ìî÷å è/èëè ïðî÷èõ æèäêîñò õ è òêàí õ òåëà, è
ìîãóò áûòü ñâ çàíû ñ ïîäàãðîé, ïîäàãðè÷åñêèìè óçëàìè, ïî÷å÷íîé íåäîñòàòî÷íîñòüþ,
òðàíñïëàíòàöèåé îðãàíà èëè çëîêà÷åñòâåííûì çàáîëåâàíèåì.

Ñóùåñòâîì íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïîëó÷åíèå ïåðå÷èñëåííûõ âûøå
áèîìåäèêàìåòîâ, à êîíêðåòíî - ñïîñîá âûäåëåíè  òåòðàìåðíîé ôîðìû óðèêàçû èç
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî íåñêîëüêî ôîðì óðèêàçû, è ïðîäóêò ýòîãî ñïîñîáà. Èçíà÷àëüíî
ðàñòâîð ìîæåò ñîäåðæàòü òåòðàìåðíóþ óðèêàçó è ñîâîêóïíîñòè óðèêàçû. Ñïîñîá ìîæåò
ñîäåðæàòü ñëåäóþùèå øàãè: ïîäà÷à ðàñòâîðà â ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó ñåïàðàöèîííóþ
êîëîííó ïðè ðÍ ìåæäó ïðèáëèçèòåëüíî 9 è 10,5, íàïðèìåð 10,2; âîññòàíîâëåíèå ôðàêöèé
ýëþàòà è èäåíòèôèêàöèè òåõ èç íèõ, êîòîðûå ìîãóò ñîäåðæàòü èçîëèðîâàííóþ òåòðàìåðíóþ
óðèêàçó, ïðè÷åì ôðàêöèè ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíû îò ñîâîêóïíîñòåé óðèêàçû; è îáúåäèíåíèå
ôðàêöèé èçîëèðîâàííîé òåòðàìåðíîé óðèêàçû. Ñåïàðàöèîííà  êîëîííà ìîæåò áûòü
îñíîâàíà íà èîííîì îáìåíå, èñêëþ÷åíèè ïî ðàçìåðó èëè ëþáîì äðóãîì ýôôåêòèâíîì
ñåïàðàöèîííîì ñâîéñòâå. Ñïîñîá ìîæåò òàêæå ñîäåðæàòü àíàëèç ôðàêöèé äë 
îïðåäåëåíè  íàëè÷è  òåòðàìåðíîé óðèêàçû è/èëè îòñóòñòâè  ñîâîêóïíîñòåé óðèêàçû.
Íàïðèìåð, òàêîé àíàëèç ìîæåò ñîäåðæàòü âûñîêîòî÷íóþ æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ
(ÂÒÆÕ), ïðî÷èå õðîìàòîãðàôè÷åñêèå ñïîñîáû, ðàññåèâàíèå ñâåòà, öåíòðèôóãèðîâàíèå
è/èëè ýëåêòðîôîðåç. Â îäíîì èç àñïåêòîâ äàííîãî âûïîëíåíè  î÷èùåííà  òåòðàìåðíà 
óðèêàçà ìîæåò ñîäåðæàòü ìåíåå 10% ñîâîêóïíîñòåé óðèêàçû.

Êðàòêîå îïèñàíèå ÷åðòåæåé
Ôèã.1À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç Candida utilis â

âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.1B ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç Candida utilis â

âèäå ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîãî ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.2À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç ñâèíîé ïå÷åíè

â âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.2B ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç ñâèíîé ïå÷åíè

â âèäå ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîãî ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.3À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé ñâèíî-áàáóèíîâîé

õèìåðè÷åñêîé (ÑÁÕ) óðèêàçû â âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé, ñâ çàííûõ ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.3B ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû â âèäå

ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîãî ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.4À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç Aspergillus

flavus â âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.4B ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû èç Aspergillus

flavus â âèäå ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîãî ñ ïîäúåäèíèöåé.
Ôèã.5À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû

óçåëêà ñîåâîãî êîðí  â âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ ïîäúåäèíèöåé.
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Ôèã.5B ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû
óçåëêà ñîåâîãî êîðí  â âèäå ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîãî ñ ïîäúåäèíèöåé.

Ôèã.6 ïîêàçûâàåò âûâåäåííûå àìèíîêèñëîòíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâèíî-áàáóèíîâîé
õèìåðè÷åñêîé óðèêàçû (ÑÁÕ-óðèêàçû), ÑÁÕ-óðèêàçû, êîòîðà  óñå÷åíà êàê ñî ñòîðîíû
àìèíîòåðìèíàëà, òàê è ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà (ÑÁÕ-NT-CT), è ñâèíîé
óðèêàçû, ñîäåðæàùåé ìóòàöèè R291K è T301S (CKS-óðèêàçû), â ñðàâíåíèè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñâèíüè è áàáóèíà.

Ôèã.7 ïîêàçûâàåò àêòèâíîñòü óðèêàçû â ñûâîðîòêå ìûøè ÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå êàæäîé èç
÷åòûðåõ èëè ï òè âíóòðèáðþøèííûõ èíúåêöèé PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû ïî
ñðàâíåíèþ ñî çíà÷åíèåì, ïîëó÷åííûì ÷åðåç 24 ÷àñà ïîñëå ïåðâîé èíúåêöèè.

Ôèã.8 ïîêàçûâàåò îáðàòíóþ çàâèñèìîñòü ìåæäó àêòèâíîñòüþ èíúåöèðîâàííîé PEG-
ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû â ñûâîðîòêå óðèêàçî-äåôèöèòíîé ìûøè è
êîíöåíòðàöè ìè ìî÷åâîé êèñëîòû â ñûâîðîòêå è ìî÷å.

Ôèã.9 ïîêàçûâàåò óìåíüøåíèå ò æåñòè äåôåêòà êîíöåíòðàöèè ìî÷è ó óðèêàçî-
äåôèöèòíûõ (uox-/-) ìûøåé, êîòîðûå ëå÷èëèñü ñ ïîìîùüþ PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-
óðèêàçû.

Ôèã.10 ïîêàçûâàåò óìåíüøåíèå ò æåñòè íåôðîãåííîãî íåñàõàðíîãî äèàáåòà ó óðèêàçî-
äåôèöèòíûõ (uox-/-) ìûøåé, êîòîðûå ëå÷èëèñü ñ ïîìîùüþ PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-
óðèêàçû.

Ôèã.11 ïîêàçûâàåò óìåíüøåíèå ò æåñòè âûçâàííîé ìî÷åâîé êèñëîòîé íåôðîïàòèè, ïî
ïîêàçàíè ì ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíîé ìèêðîñêîïèè, ó óðèêàçî-äåôèöèòíûõ (uox-/-) ìûøåé,
êîòîðûå ëå÷èëèñü ñ ïîìîùüþ PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû.

Ôèã.12 ïîêàçûâàåò óñêîðåííîå î÷èùåíèå èç êðîâîîáðàùåíè  ìûøè BALB/c
èíúåöèðîâàííîãî îêòàìåðà ÑÁÕ-óðèêàçû ïî ñðàâíåíèþ ñ òåðòàìåðîì, ïðè÷åì îáà îíè áûëè
ñâ çàíû ñ 5-6 íèò ìè PEG âåñîì 10 êÄà íà ïîäúåäèíèöó.

Ïîäðîáíîå îïèñàíèå ïðåäïî÷òèòåëüíûõ âûïîëíåíèé
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò óëó÷øåííûå êîíúþãàòû âîäîðàñòâîðèìûõ

ïîëèìåðîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ïîëè(ýòèëåí ãëèêîëåé) èëè ïîëè(ýòèëåí îêñèäîâ), ñ
óðèêàçàìè. Ýòè êîíúþãàòû ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííû è ñîõðàí þò ïî ìåíüøåé ìåðå 75%,
ïðåäïî÷òèòåëüíî 85% è áîëåå, ïðåäïî÷òèòåëüíî 95% è áîëåå óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà. Óðèêàçû, ïðèãîäíûå äë  êîíúþãàöèè ñ
âîäîðàñòâîðèìûìè ïîëèìåðàìè, âêëþ÷àþò â ñåá  âñòðå÷àþùèåñ  â ïðèðîäå óðàòîêñèäàçû,
âûäåë åìûå èç áàêòåðèé, ãðèáîâ è òêàíåé ðàñòåíèé è æèâîòíûõ, êàê ïîçâîíî÷íûõ, òàê è
áåñïîçâîíî÷íûõ, à òàêæå ðåêîìáèíàíòíûå ôîðìû óðèêàçû, â òîì ÷èñëå ìóòèðîâàííûå,
ãèáðèäíûå è/èëè óñå÷åííûå ôåðìåíòíî-àêòèâíûå âàðèàíòû óðèêàçû. Âîäîðàñòâîðèìûå
ïîëèìåðû, ïðèãîäíûå äë  èñïîëüçîâàíè  â íàñòî ùåì èçîáðåòåíèè, âêëþ÷àþò â ñåá 
ëèíåéíûå èëè ðàçâåòâëåííûå ïîëè(ýòèëåí ãëèêîëè) èëè ïîëè(ýòèëåí îêñèäû),
îáùåèçâåñòíûå êàê PEG. Ïðèìåðîì ðàçâåòâëåííîãî PEG  âë åòñ  îáúåêò ïàòåíòà ÑØÀ
¹5643575. Îäíèì èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ ïðèìåðîâ ëèíåéíîãî PEG  âë åòñ 
ìîíîìåòîêñèPEG ñ îáùåé ñòðóêòóðîé ÑÍ3Î-(ÑÍ2ÑÍ2Î)nH, ãäå n âàðüèðóåòñ  îò 100 äî
2300.

Îäíîé èç ïðåäïî÷òèòåëüíûõ óðèêàç ìëåêîïèòàþùèõ  âë åòñ  ðåêîìáèíàíòíà  ñâèíî-
áàáóèíîâà  õèìåðè÷åñêà  óðèêàçà, ñîñòàâëåííà  èç ÷àñòåé ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé óðèêàçû
ñâèíîé ïå÷åíè è ïå÷åíè áàáóèíà, îáå èç êîòîðûõ áûëè âïåðâûå îïðåäåëåíû Wu, et al.,
(1989). Îäèí èç ïðèìåðîâ òàêîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçû ñîäåðæèò ïåðâûå 225 àìèíîêèñëîò
èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâèíîé óðèêàçû (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ
¹1), à ïîñëåäíèå 79 àìèíîêèñëîò - èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè óðèêàçû áàáóèíà
(ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2) (ñâèíî-áàáóèíîâà  óðèêàçà, èëè ÑÁÕ-
óðèêàçà; ñì. ôèã.6). Åùå îäèí ïðèìåð òàêîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçû ñîäåðæèò îñòàòêè 7-
225 ñâèíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹1) è
îñòàòêè 226-301 ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàáóèíà (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ
ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2); ýòî ýêâèâàëåíòíî ÑÁÕ-óðèêàçå, óñå÷åííîé êàê ñî ñòîðîíû
àìèíîòåðìèíàëà, òàê è ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà (ÑÁÕ-NT-CT; ñì. ôèã.6). Åùå
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îäèí ïðèìåð òàêîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçû ñîäåðæèò ïåðâûå 288 àìèíîêèñëîò èç ñâèíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹1) è ïîñëåäíèå 16
àìèíîêèñëîò èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàáóèíà (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ
ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2). Ïîñêîëüêó ïîñëåäí   ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îòëè÷àåòñ  îò
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâèíüè òîëüêî â äâóõ ïîçèöè õ, ñîäåðæèò ëèçèí (Ê) âìåñòî àðãèíèíà
â îñòàòêå 291 è ñåðèí (S) âìåñòî òðåîíèíà â îñòàòêå 301, ìóòàíò îáîçíà÷àåòñ  êàê
ñâèíà -K-S èëè CKS-óðèêàçà. Êàæäà  èç CKS-, ÑÁÕ- è ÑÁÕ-NT-CT-óðèêàç ñîäåðæèò íà îäèí
ëèçèíîâûé îñòàòîê áîëüøå, è, ñëåäîâàòåëüíî, íà îäíî ïîòåíöèàëüíîå ìåñòî äë  PEG-
èëèðîâàíè  áîëüøå, ÷åì ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ñâèíüè èëè áàáóèíà.

ñÄÍÊ äë  ðàçëè÷íûõ óðèêàç ìëåêîïèòàþùèõ, â òîì ÷èñëå ÑÁÕ-óðèêàçû, CKS-óðèêàçû è
ðåêîìáèíàíòíîé áàáóèíî-ïîäîáíîé óðèêàçû, áûëè ÷àñòè÷íî êëîíèðîâàíû, è áûëè
îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå óñëîâè  äë  ýêñïðåññèè â Å. coli ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ
ñïîñîáîâ. Ñì. Eriich, ÍÀ, (ðåä.) (1989) PCR Technology. Principles and Applications
for DNA Amplification. New York: Stockton Press; Sambrook, J, et al, (1989) Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, Second Edition. Cold Spring Harbor, NY: Cold Spring
Harbor Laboratory Press. Ðåêîìáèíàíòíûå óðèêàçû ýêñòðàãèðîâàëèñü, î÷èùàëèñü è èõ
ñòàáèëüíîñòü è àêòèâíîñòü òåñòèðîâàëèñü ñ ïîìîùüþ ìîäèôèêàöèè ñòàíäàðòíûõ òåñòîâ.
Ñì. Fridovich, I, (1965) J Biol Chem 240:2491 - 2494; Nishimura, et al., (1979), è Ïðèìåð 1.

Óðèêàçà ìîæåò êîíúþãèðîâàòüñ  ÷åðåç áèîëîãè÷åñêè ñòàáèëüíûå, íåòîêñè÷íûå,
êîâàëåíòíûå ñâ çêè îòíîñèòåëüíî íåáîëüøîãî êîëè÷åñòâà íèòåé PEG. Òàêèå ñâ çêè ìîãóò
ñîäåðæàòü óðåòàíîâûå (êàðáàìàòíûå) ñâ çêè, âòîðè÷íî-àìèííûå ñâ çêè è àìèäíûå ñâ çêè.
Ðàçëè÷íûå àêòèâèðîâàííûå PEG, ïðèãîäíûå äë  òàêîé êîíúþãàöèè, êîììåð÷åñêè äîñòóïíû
ó ôèðìû Shearwater Polymers, Huntsville, AL.

Íàïðèìåð, óðåòàíîâûå ñâ çêè ñ óðèêàçîé ìîãóò ôîðìèðîâàòüñ  ïóòåì èíêóáèðîâàíè 
óðèêàçû â ïðèñóòñòâèè ñóêöèíèìèäèë êàðáîíàòà (ÑÊ) èëè 4-íèòðîôåíèë êàðáîíàòà (ÍÔÊ),
ïðîèçâîäíîãî îò PEG. ÑÊ-PEG ìîæåò ñèíòåçèðîâàòüñ  ñ ïîìîùüþ ïðîöåäóðû, îïèñàííîé â
ïàòåíòå ÑØÀ ¹5612460, âêëþ÷åííîì ñþäà ïîñðåäñòâîì ññûëêè. ÍÔÊ-PEG ìîæåò
ñèíòåçèðîâàòüñ  ïóòåì ðåàãèðîâàíè  PEG ñ 4-íèòðîôåíèë õëîðôîðìàòîì â ñîîòâåòñòâèè
ñî ñïîñîáàìè, îïèñàííûìè ó Veronese, FM, et al., (1985) Appl Biochem Biotechnol 11:
141-152, è â ïàòåíòå ÑØÀ ¹5286637, âêëþ÷åííîì ñþäà ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Ñïîñîáû,
îïèñàííûå â ïàòåíòå '637, àäàïòèðóþòñ  äë  PEG ñ âûñîêèì ìîëåêóë ðíûì âåñîì ïóòåì
ðåãóëèðîâàíè  êîíöåíòðàöèé ðåàãåíòîâ äë  ïîääåðæàíè  ïîäîáíîé ñòåõèîìåòðèè.
Àëüòåðíàòèâíûé ñïîñîá ñèíòåçà ÍÔÊ-PEG îïèñàí â Büttner, W, et al., îïèñàíèå ïàòåíòà
ÃÄÐ ¹DD 279486 A1.

Àìèäíûå ñâ çêè ñ óðèêàçîé ìîãóò áûòü ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíîãî
ñëîæíîãî ýôèðà êàðáîêñèëîâîé êèñëîòû, ïðîèçâîäíîãî îò PEG (Shearwater Polymers).
Âòîðè÷íûå àìèíîâûå ñâ çêè ìîãóò ôîðìèðîâàòüñ  ñ ïîìîùüþ 2,2,2-
òðèôòîðýòàíñóëüôîíèëîâîãî PEG (òðåñèë PEG; Shearwater Polymers) èëè ïóòåì
âîññòàíîâèòåëüíîãî àëêèëèðîâàíè  ñ ïîìîùüþ PEG-àëüäåãèäà (Shearwater Polymers) è
öèàí-áîðãèäðèäà íàòðè .

Â êîíúþãàòàõ, ñîäåðæàùèõ PEG ñ ìîëåêóë ðíûìè âåñàìè ìåæäó 5 êÄà è 30 êÄà,
ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ îäíîé ïîäúåäèíèöåé ïðè ñîõðàíåíèè ïî
ìåíüøåé ìåðå 75% óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà,
íàõîäèòñ  â äèàïàçîíå îò 2 íèòåé äë  óðèêàçû ñîåâûõ áîáîâ äî áîëåå 10 íèòåé äë  ÑÁÕ-
óðèêàçû (ñì. óñëîâè  òåñòà â Ïðèìåðå 1 è ðåçóëüòàòû íà ôèã.1À-5Á). Ïîñëåäí   ñòåïåíü
PEG-èëèðîâàíè  ñîîòâåòñòâóåò ïðèáëèçèòåëüíî îäíîé òðåòè âñåõ àìèíîãðóïï. Â îäíîì èç
âàðèàíòîâ âûïîëíåíè   ñðåäíåå êîëè÷åñòâî íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé
óðèêàçû, íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ îò 2 äî 10. Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âûïîëíåíèè ñðåäíåå
êîëè÷åñòâî íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé óðèêàçû, íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ
îò 3 äî 8. Â åùå áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíîì âûïîëíåíèè ñðåäíåå êîëè÷åñòâî íèòåé PEG,
êîâàëåíòíî ñâ çàííûõ ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé óðèêàçû, íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ îò 4 äî 6. Â
åùå îäíîì âûïîëíåíèè ìîëåêóë ðíûé âåñ PEG, èñïîëüçóåìîãî äë  ðåàêöèè ñâ çûâàíè ,
íàõîäèòñ  â ïðåäåëàõ îò 5 êÄà äî 100 êÄà, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 10 êÄà äî 60 êÄà è áîëåå
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ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 20 êÄà äî 40 êÄà, íàïðèìåð ðàâåí 30 êÄà.
Êàê èçâåñòíî, ñóùåñòâóåò íåñêîëüêî ôàêòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò âëè òü íà âûáîð

îïòèìàëüíîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà è êîëè÷åñòâà íèòåé PEG äë  ñâ çûâàíè  ñ äàííîé
ôîðìîé óðèêàçû. Â îáùåì, óìåíüøåíèå èëè óñòðàíåíèå èììóíîãåííîñòè áåç çíà÷èòåëüíîé
ïîòåðè óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ìîæåò òðåáîâàòü ñâ çûâàíè  îòíîñèòåëüíî áîëüøåãî
êîëè÷åñòâà íèòåé PEG áîëåå íèçêîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà ïî ñðàâíåíèþ ñ ìåíüøèì
êîëè÷åñòâîì íèòåé PEG áîëüøåãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà. Íàïðèìåð, îïòèìàëüíî
ýôôåêòèâíûìè ìîãóò áûòü ëèáî 6 íèòåé PEG ñ âåñîì 20 êÄà íà ïîäúåäèíèöó, ëèáî 4 íèòè
PEG ñ âåñîì 30 êÄà íà ïîäúåäèíèöó. Ïîäîáíûì æå îáðàçîì êàæäà  îòëè÷íà  ôîðìà
óðèêàçû ìîæåò èìåòü äðóãèå îïòèìàëüíûå çíà÷åíè  â îòíîøåíèè è ê ðàçìåðó, è ê
êîëè÷åñòâó íèòåé. Ñì. ôèã.1À-5Á.

Êîíúþãèðîâàíèå ñ PEG äåëàåò âñå ïðîòåñòèðîâàíûå óðèêàçû ðàñòâîðèìûìè è
ñòàáèëüíûìè â áóôåðàõ ïðè ôèçèîëîãè÷åñêîì ðÍ, áåç äîáàâëåíè  àíàëîãà ñóáñòðàòà èëè
èíãèáèòîðà, òàêîãî êàê 8-àçàêñàíòèí, êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  â êà÷åñòâå ñòàáèëèçàòîðà â
ãðèáíîé óðèêàçå (Uricozyme®). Äâà ðàçëè÷íûõ êîíúþãàòà ÑÁÕ-óðèêàçû - îäèí, ñîäåðæàùèé
6 íèòåé PEG âåñîì 10 êÄà íà ïîäúåäèíèöó, è äðóãîé, ñîäåðæàùèé 2 íèòè PEG âåñîì 19 êÄà
íà ïîäúåäèíèöó, - ñîõðàí ëè çíà÷èòåëüíóþ àêòèâíîñòü ïîñëå èíêóáàöèè â ñûâîðîòêå ìûøè
â òå÷åíèå áîëåå ÷åì îäèí ìåñ ö ïðè 37°Ñ. Âäîáàâîê, íåñêîëüêî êîíúþãàòîâ èìåëè â ìûøàõ
öèðêóë öèîííóþ ïîëóæèçíü ïðîäîëæèòåëüíåå äâóõ äíåé, â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ïîëóæèçí ì
ïðîäîëæèòåëüíîñòüþ 8 ÷àñîâ èëè 24 ÷àñà, î êîòîðûõ ñîîáùàëîñü ðàíåå â îòíîøåíèè PEG-
ìîäèôèöèðîâàííûõ óðèêàç ìëåêîïèòàþùåãî è ìèêðîáíîãî ïðîèñõîæäåíè . Chen, et al.,
(1981); Fuertges, F, et al., (1990) J Contr Release 11:139-148; Fujita, T, et al.,
(1991) J Pharmacobiodyn 14:623-629. Áîëåå äëèòåëüíûå ïîëóæèçíè èíúåöèðóåìûõ
áåëêîâûõ ëåêàðñòâ äåëàþò èõ áîëåå ýêîíîìè÷íûìè è ìîãóò ïðèâåñòè ê óëó÷øåííîìó
âîñïðè òèþ ïàöèåíòîì. Áîëåå ïðîäîëæèòåëüíà  ïîëóæèçíü ïîêàçûâàåò òàêæå, ÷òî ýòè
ïðîäóêòû ëó÷øå ïåðåíîñ òñ  îðãàíèçìîì.

Êîãäà PEG-êîíúþãàòû ÑÁÕ-óðèêàçû áûëè ïðèãîòîâëåíû èç î÷èùåííîé òåòðàìåðíîé
ôîðìû áåëêà (÷åòûðå ïîäúåäèíèöû ïî 35 êÄà), îíè ïðî âë ëè ñèëüíî óìåíüøåííóþ
èììóíîãåííîñòü ó ìûøåé (ôèã.7) â ïðîòèâîïîëîæíîñòü óìåðåííîé èììóíîãåííîñòè PEG-
êîíúþãàòîâ ñ áóëüøèìè ôîðìàìè ôåðìåíòà (íàïðèìåð, ñ îêòàìåðàìè ïî 35 êÄà íà
ïîäúåäèíèöó; ñì. ôèã.12) è î÷åíü âûñîêîé èììóíîãåííîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî
ôåðìåíòà. Ïîâòîðíûå èíúåêöèè PEG-óðèêàçû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ óðèêàçî-
äåôèöèòíûì ìûøàì óñòðàí ëè ó íèõ ãèïåðóðèêåìèþ áîëåå ÷åì íà 2 ìåñ öà è çàùèùàëè
ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ èõ ïî÷åê îò ðàçðóøåíè , ñâ çàííîãî ñ ìî÷åâîé êèñëîòîé (ôèã.8-11).

Èíúåêöèè ïîëíîñòüþ àêòèâíûõ êîíúþãàòîâ ÑÁÕ-óðèêàçû ñ PEG âåñîì 10 êÄà (ôèã.3À-3Á)
ñèëüíî óìåíüøàëè ãèïåðóðèêåìèþ ó ãîìîçèãîòíûõ óðèêàçî-äåôèöèòíûõ ìûøåé (ôèã.8).
Óðîâíè ìî÷åâîé êèñëîòû â ìî÷å áûëè òàêæå ñèëüíî ñíèæåíû ó âñåõ óðèêàçî-äåôèöèòíûõ
ìûøåé, êîòîðûå ëå÷èëèñü ñ ïîìîùüþ PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû. Óðèêàçî-
äåôèöèòíûå ìûøè ïîëó÷àëè ð ä èíúåêöèé ñ ïðåïàðàòîì PEG-óðèêàçû, ïîäîáíûì
èñïîëüçîâàííîìó äë  ïîëó÷åíè  äàííûõ ôèã.8. Ýòî ëå÷åíèå ñíèæàëî ò æåñòü äåôåêòà
êîíöåíòðèðîâàíè  ìî÷è, êàê ïîêàçàíî èçìåðåíè ìè îñìîë ëüíîñòè ìî÷è ïðè íîðìàëüíûõ
óñëîâè õ è ïîñëå 12-÷àñîâîãî ïåðèîäà âîäíîé äåïðèâàöèè (ôèã.9) è ïîòðåáëåíèåì èìè
âîäû è âûõîäîì ìî÷è (ôèã.10) ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè èçìåðåíè ìè äë 
ãåíåòè÷åñêè ïîäîáíûõ ìûøåé, íå ïîëó÷àâøèõ ëå÷åíè . Òàêæå áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî,
÷òî äåñ òü íåäåëü ëå÷åíè , íà÷àòîãî â ïåðâûå äåñ òü äíåé æèçíè, ãîìîçèãîòíûõ óðèêàçî-
äåôèöèòíûõ (uox-/-) "íîêàóòèðîâàííûõ" ìûøåé ñ ïîìîùüþ PEG-óðèêàçû ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ óìåíüøèëî ò æåñòü âûçâàííîãî óðàòîì íàðóøåíè  ïî÷å÷íîé àðõèòåêòóðû, êàê
ïîêàçàíî ñ ïîìîùüþ ìàãíèòîðåçîíàíñíîé ìèêðîñêîïèè (ôèã.11). Ñì. ñïîñîáû ìèêðîñêîïèè
â Hedlund, LW, et al., (1991) Fund Appl Toxicol 16:787-797; Johnson, GA, et al.,
(1992) â JC Gore, (ðåä.), Reviews of Magnetic Resonance in Medicine, Vol.4 (ñòð.187-
219) New York: Pergamon Press.

Î÷èùåííûå ïðåïàðàòû âñòðå÷àþùèõñ  â ïðèðîäå è ðåêîìáèíàíòíûõ óðèêàç îáû÷íî
ñîäåðæàò ñìåñü ñîâîêóïíîñòåé ôåðìåíòà â äîïîëíåíèå ê òåòðàìåðíîé (140 êÄà) ôîðìå.
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Ïðîöåíò òåòðàìåðíîé ôîðìû â êàæäîì óðèêàçíîì ïðåïàðàòå îáû÷íî âàðüèðóåòñ  îò 20%
äî 90%. Íåñìîòð  íà î÷åâèäíîñòü òîãî, ÷òî íåÐÅÎ-èëèðîâàííûå ñîâîêóïíîñòè íåñêîëüêèõ
äðóãèõ áåëêîâ â âûñîêîé ñòåïåíè èììóíîãåííû (ñì., íàïðèìåð, Moore, WV, et al., (1980)
J Clin Endocrinol Metab 51:691-697), ïðåäûäóùèå èññëåäîâàíè  PEG-óðèêàçû íå îïèñûâàþò
íèêàêèõ óñèëèé ïî îãðàíè÷åíèþ ñîäåðæàíè  ñîâîêóïíîñòåé, ïðåäïîëàãà , ÷òî
ïîòåíöèàëüíà  èììóíîãåííîñòü PEG-ìîäèôèöèðîâàííûõ ñîâîêóïíîñòåé íå ó÷èòûâàëàñü.
Íà îñíîâàíèè íàáëþäåíèé ïðåäñòàâë åòñ  âåðî òíûì, ÷òî òàêèå ñîâîêóïíîñòè
ïðèñóòñòâîâàëè â ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòàõ, èñïîëüçîâàâøèõñ  äë  ïðåäøåñòâóþùèõ
ñèíòåçîâ PEG-óðèêàçû. Èõ ïðèñóòñòâèå ìîãëî ñäåëàòü çàäà÷ó ïðèãîòîâëåíè 
íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ áîëåå ñëîæíîé. Òàêæå ïðåäñòàâë åòñ , ÷òî áîëüøèå ïîòåðè
óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, íàáëþäàâøèåñ  â ïðåäøåñòâóþùèõ èññëåäîâàíè õ ïî PEG-
èëèðîâàíèþ óðèêàçû, áûëè ñâ çàíû ñ áîëüøèì êîëè÷åñòâîì ñâ çûâàåìûõ íèòåé PEG
íèçêîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñïîñîáû î÷èùåíè  è PEG-èëèðîâàíè 
óðèêàçû, îïèñàííûå çäåñü, îáåñïå÷èâàþò êîâàëåíòíîå ïðèñîåäèíåíèå 10 íèòåé PEG íà
ïîäúåäèíèöó ïðè ñîõðàíåíèè áîëåå 75% óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè, ïî ìåíüøåé ìåðå
äë  îïðåäåëåííûõ óðèêàç, íàïðèìåð ñâèíî-áàáóèíîâîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçû è ôåðìåíòà
èç A. flavus (ñì. ôèã.3À è 4À).

Â åùå îäíîì ïðåäïî÷òèòåëüíîì âûïîëíåíèè ïðàêòè÷åñêè âñå ñîâîêóïíîñòè òåòðàìåðíîé
ôîðìû ôåðìåíòà ìîãóò áûòü óäàëåíû ïóòåì èîíîîáìåííîé èëè ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé
õðîìàòîãðàôèè ïðè ðÍ â ïðåäåëàõ îò 9 äî 10,5, ïðåäïî÷òèòåëüíî 10,2, äî êîíúþãàöèè ñ
PEG ðåçóëüòèðóþùåãî ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ òåòðàìåðíîãî ïðåïàðàòà óðèêàçû.

Ìîëåêóë ðíûé âåñ óðèêàçû â êàæäîé ôðàêöèè, âûõîä ùåé èç ïðåïàðàöèîííîé êîëîííû,
ìîæåò êîíòðîëèðîâàòüñ  ïîñðåäñòâîì ëþáîé àíàëèòè÷åñêîé òåõíîëîãèè çàâèñèìîñòè îò
ðàçìåðà, â òîì ÷èñëå, ê ïðèìåðó, ÂÏÆÕ (âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè), òðàäèöèîííîé ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé õðîìàòîãðàôèè, öåíòðèôóãèðîâàíè ,
ñâåòîðàññåèâàíè , êàïèëë ðíîãî ýëåêòðîôîðåçà èëè ãåëåâîãî ýëåêòðîôîðåçà â
íåäåíàòóðèðóþùåì áóôåðå. Äë  òåòðàìåðíîé óðèêàçû, âûäåëåííîé ñ ïîìîùüþ
ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé õðîìàòîãðàôèè, ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå òîëüêî ôîðìó ôåðìåíòà ñ
âåñîì 140 êÄà, ìîãóò îáúåäèí òüñ  è èñïîëüçîâàòüñ  äë  êîíúþãàöèè ñ PEG. Äë 
òåòðàìåðíîé óðèêàçû, âûäåëåííîé ñ ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè, ôðàêöèè,
âûõîä ùèå èç èîíîîáìåííîé êîëîííû, ìîãóò àíàëèçèðîâàòüñ  ïî îòíîøåíèþ ê ðàçìåðó äë 
îïðåäåëåíè , êàêèå ôðàêöèè ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíûå êîëè÷åñòâà òåòðàìåðíîé ôîðìû áåç
îáíàðóæèâàåìûõ ñîâîêóïíîñòåé. Èç îáúåäèíåííîé òàêèì îáðàçîì óðèêàçû ïî ìåíüøåé
ìåðå 90% ìîæåò íàõîäèòüñ  â òåòðàìåðíîé ôîðìå; íåæåëàòåëüíûå ñîâîêóïíîñòè, òàêèì
îáðàçîì, ñîñòàâë þò ïðèáëèçèòåëüíî 10%, 5%, 2% èëè ìåíåå îò âñåé âûäåëåííîé óðèêàçû.

Ïðåäñòàâëåííûå çäåñü ðåçóëüòàòû ïîêàçûâàþò, ÷òî äàæå ïðè ñèëüíîì PEG-èëèðîâàíèè
ôîðìû ÑÁÕ, áîëüøèå ÷åì òåòðàìåð,  âë þòñ  ñèëüíî èììóíîãåííûìè äë  ìûøåé
(ôèã.12). Áîëåå òîãî, ó ìûøåé, êîòîðûå îäèí ðàç áûëè èíúåöèðîâàíû ñ ïîìîùüþ PEG-
êîíúþãàòîâ ñîâîêóïíîñòåé óðèêàçû, óðèêîëèòè÷åñêà  àêòèâíîñòü ïðè ïîñëåäóþùèõ
èíúåêöè õ ëèáî PEG-èëèðîâàííûõ òåòðàìåðîâ, ëèáî PEG-èëèðîâàííûõ ñîâîêóïíîñòåé
áûñòðî óñòðàí ëàñü èç êðîâîîáðàùåíè . Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó êîíúþãàòû,
ïðèãîòîâëåííûå èç óðèêàçû, ñîäåðæàùåé ìåíåå 5% ñîâîêóïíîñòåé, ìîãëè ìíîãîêðàòíî
ïîâòîðíî èíúåöèðîâàòüñ  áåç êàêîãî-ëèáî óñêîðåíè  èõ î÷èùåíè  (ôèã.7) è áåç
îáíàðóæèâàåìîãî îáðàçîâàíè  àíòèòåë, ÷òî ïîêàçàë ÷óâñòâèòåëüíûé ôåðìåíòíî-
ñâ çàííûé èììóííûé òåñò. Èñïîëüçîâàíèå ñèëüíî î÷èùåííîé òåòðàìåðíîé óðèêàçû
äîïîëíèòåëüíî îòëè÷àåò óëó÷øåííûå êîíúþãàòû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ îò ðàíåå
îïèñàííûõ ïðåïàðàòîâ PEG-óðèêàçû. Íàïðîòèâ, ïðèñóòñòâèå çíà÷èòåëüíîé äîëè
(íàïðèìåð, >10%) ñîâîêóïíîñòåé â óðèêàçíûõ ïðåïàðàòàõ, èñïîëüçîâàâøèõñ  íåêîòîðûìè
ïðåäøåñòâóþùèìè èññëåäîâàòåë ìè, ïðèâîäèëî èõ ê ñâ çûâàíèþ áîëüøîãî êîëè÷åñòâà
íèòåé PEG â ïîïûòêå ïîäàâèòü èììóíîãåííîñòü. Ñëåäîâàòåëüíî, ôåðìåíòíà  àêòèâíîñòü
ïîëó÷åííûõ êîíúþãàòîâ áûëà çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà. Èçîáðåòåíèå ïðåäïîëàãàåò PEG-
èëèðîâàííóþ óðèêàçó â íå-òåòðàìåðíîé ôîðìå, òàêóþ êàê, ê ïðèìåðó, äèìåðû óðèêàçû, â
òåõ ïðåäåëàõ, ïîêà òàêà  êîíúþãèðîâàííà  óðèêàçà ñîõðàí ëà ïî ìåíüøåé ìåðå 75% ñâîåé
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óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè è  âë ëàñü ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííîé.
Ñëåäóþùèå ïðèìåðû, êîòîðûå íèêîèì îáðàçîì íå äîëæíû ðàññìàòðèâàòüñ  êàê

îãðàíè÷åíèå èçîáðåòåíè , èëëþñòðèðóþò ðàçëè÷íûå ðàñêðûòûå âûøå àñïåêòû. Ýòè
ïðèìåðû îïèñûâàþò PEG-óðèêàçû, ïðèãîòîâëåííûå ïóòåì ñâ çûâàíè  àêòèâèðîâàííûõ (ò.å.
ýëåêòðîôèëüíûõ) ïðîèçâîäíûõ PEG ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ è ñîñòàâîâ ñ âñòðå÷àþùèìèñ  â
ïðèðîäå ñâèíîé, ãðèáíîé èëè áàêòåðèàëüíîé óðèêàçàìè, ëèáî ñ ðåêîìáèíàíòíûìè ñîåâîé,
ñâèíîé èëè ñâèíî-áàáóèíîâîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçàìè. Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèé
àêòèâíîñòè, ðàñòâîðèìîñòè, ñòàáèëüíîñòè, ôàðìàêîêèíåòèêè, ôàðìàêîäèíàìèêè è
èììóíîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé ñîäåðæàòñ  â ïðèìåðàõ. Äàííûå íà ôèã.8-11 äåëàþò
î÷åâèäíîé ñïîñîáíîñòü PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ
êîððåêòèðîâàòü ãèïåðóðèêåìèþ è ãèïåðóðèíóðèþ è ïðåäîõðàí òü ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ
ïî÷åê â æèâîòíîé ìîäåëè, èìåþùåé ãèïåðóðèêåìèþ è ãèïåðóðèíóðèþ, âûçûâàþùèå
ñåðüåçíîå ðàçðóøåíèå ïî÷åê. Wu, X, et al., (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91:742-746.
Ýòè ïðèìåðû îáåñïå÷èâàþò ñïåöèàëèñòàì ðóêîâîäñòâî ïî ïðèãîòîâëåíèþ ïðàêòè÷åñêè
íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ óðèêàçû, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75%
óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà.

ÏÐÈÌÅÐ 1
Î÷èñòêà òåòðàìåðíîé ôîðìû óðèêàçû
Òåòðàìåðíà  ôîðìà óðèêàçû (ìîëåêóë ðíûé âåñ îê. 140 êÄà) áûë ïîëó÷åí â ÷èñòîì âèäå

èç ðàñòâîðà óðèêàçû ñâèíîé ïå÷åíè ïóòåì ïðåïàðàòèâíîé ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé èëè
èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè ñ ïîñëåäóþùåé àíàëèòè÷åñêîé ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé
õðîìàòîãðàôèåé. Óðèêàçà ñâèíîé ïå÷åíè áûëà ïðèîáðåòåíà ó êîìïàíèè Sigms-Aldrich, St.
Louis, ÌÎ, íîìåð ïî êàòàëîãó U2350 èëè U3377; ëèáî ó êîìïàíèè Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN.

Ïðåïàðàòèâíà  è àíàëèòè÷åñêà  ðàçìåðîèñêëþ÷àþùà  õðîìàòîãðàôè  âûïîëí ëàñü ïðè
ðÍ 10-10,5, ïðåäïî÷òèòåëüíî 10,2 â 10 ììîëü-íàòðèåâîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì 0,1 ìîëü
NaCl, â êîëîííàõ Superdex 200, ïðåäâàðèòåëüíî îòêàëèáðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ áåëêîâ
èçâåñòíîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà. Superdex áûëè ïðèîáðåòåíû ó Amersham Pharmacia,
Piscataway, NJ. Ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  ëþáîé áóôåð, ñïîñîáíûé ïîääåðæèâàòü
æåëàòåëüíûé óðîâåíü ðÍ è ñîâìåñòèìûé ñ õèìèåé, êîòîðà  ïðåäíàçíà÷åíà äë 
ïîñëåäóþùåãî ñâ çûâàíè  ñ PEG. Òàêèå áóôåðû õîðîøî èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè.
Óëüòðàôèîëåòîâîå ïîãëîùåíèå ýëþàòà èç ïðåïàðàòèâíîé êîëîííû íàáëþäàëîñü ïðè 280
íì, è ñîäåðæàùèå óðèêàçó ÷àñòè ýëþàòà, ñîîòâåòñòâóþùèå ìîëåêóë ðíîìó âåñó
æåëàòåëüíîé òåòðàìåðíîé ôîðìû, íî ñâîáîäíûå îò ñîåäèíåíèé ñ áóëüøèì ìîëåêóë ðíûì
âåñîì, ñîáèðàëèñü äë  èñïîëüçîâàíè  ïðè ñèíòåçå ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííîé PEG-
óðèêàçû, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 2. Àëüòåðíàòèâíî òåòðàìåðíûå ôîðìû óðèêàçû ìîãóò áûòü
âûäåëåíû ñ ïîìîùüþ äðóãîãî ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåãî ñðåäñòâà, òàêîãî êàê Superose 12
(Amersham Pharmacia) èëè ëþáîãî äðóãîãî ñðåäñòâà, ñîâìåñòèìîãî ñ ì ãêèìè
àëêàëèíîâûìè ðàñòâîðàìè è èìåþùåãî äèàïàçîí ôðàêöèîíèðîâàíè  ïîäõîä ùåãî
ðàçìåðà. Òàêèå ñðåäñòâà äîñòóïíû è õîðîøî èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè.

Èîíîîáìåííà  õðîìàòîãðàôè  âûïîëí ëàñü ïðè ðÍ 10-10,5, ïðåäïî÷òèòåëüíî 10,2, â
êîëîííàõ Mono Q (Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ), êîòîðûå áûëè ñáàëàíñèðîâàíû ñ
ïîìîùüþ 0,1 ìîë ðíîãî íàòðèåâî-êàðáîíàòíîãî áóôåðà. Ëþáîé áóôåð, ñîâìåñòèìûé ñ
õèìèåé ñâ çûâàíè  ñ PEG è ñïîñîáíûé ïîääåðæèâàòü æåëàòåëüíûé óðîâåíü ðÍ, ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàí ïðè äîñòàòî÷íî íèçêîé èîííîé êîíöåíòðàöèè, îáåñïå÷èâàþùåé
àäñîðáöèþ óðèêàçû ê êîëîííå. Òàêèå áóôåðû õîðîøî èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè.
Óëüòðàôèîëåòîâîå ïîãëîùåíèå ýëþàòà íàáëþäàëîñü íà 280 íì â õîäå ýëþèðîâàíè 
óðèêàçû èç èîíîîáìåííîé ñìîëû ïóòåì óâåëè÷åíè  èîííîé êîíöåíòðàöèè ïîäàâàåìîãî
áóôåðíîãî ðàñòâîðà, íàïðèìåð, ïîñðåäñòâîì ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò 0 äî 0,5 ìîëü NaCl â
íàòðèåâî-êàðáîíàòíîì áóôåðå. Çàòåì èñïîëüçîâàëàñü ðàçìåðîèñêëþ÷àþùà  ÂÏÆÕ äë 
èäåíòèôèêàöèè ôðàêöèé ýëþàòà, ñîäåðæàùèõ æåëàòåëüíóþ òåòðàìåðíóþ ôîðìó óðèêàçû
áåç îáíàðóæèâàåìûõ ñîâîêóïíîñòåé, äë  ñèíòåçà ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííîé óðèêàçû.
Àëüòåðíàòèâíî òåòðàìåðíà  ôîðìà óðèêàçû ìîæåò áûòü èçîëèðîâàíà ñ ïîìîùüþ äðóãèõ
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èîíîîáìåííûõ ñðåäñòâ, òàêèõ êàê Q-Sepharose (Amersham Pharmacia) èëè ëþáîãî äðóãîãî
ñðåäñòâà, êîòîðîå ñîâìåñòèìî ñ ì ãêèìè àëêàëèíîâûìè ðàñòâîðàìè. Òàêèå ñðåäñòâà
äîñòóïíû è õîðîøî èçâåñòíû èç óðîâí  òåõíèêè.

Àêòèâíîñòü óðèêàçû áûëà èññëåäîâàíà ñ ïîìîùüþ ìîäèôèêàöèè ñòàíäàðòíûõ ñïîñîáîâ.
Ñì., íàïðèìåð, Fridovich (1965); Nishimura, et al., (1979). Ðàñòâîðû ìî÷åâîé êèñëîòû
ïðèãîòàâëèâàëèñü åæåäíåâíî â 50-ììîëüíîì íàòðèåâî-áîðàòíîì áóôåðå, ðÍ 9,2 äë 
îáåñïå÷åíè  êîíå÷íûõ êîíöåíòðàöèé â òåñòå îò 6 äî 150 ìêìîëü. Ïðåïàðàòû óðèêàçû
ðàñòâîð ëèñü â ýòîì áîðàòíîì áóôåðå, ñîäåðæàùåì àëüáóìèí áû÷üåé ñûâîðîòêè (Sigma-
Aldrich, St. Louis, ÌÎ, íîìåð ïî êàòàëîãó À-7030), òàê ÷òî îêîí÷àòåëüíà  êîíöåíòðàöè 
àëüáóìèíà â äàííîì òåñòå ñîñòàâë ëà 0,1 ìã/ìë. Ïîñëå ñìåøèâàíè  ðàçëè÷íûõ ðàñòâîðîâ
ôåðìåíòà ñ ñóáñòðàòîì â  ÷åéêàõ ïëàñòèíêè ìèêðîòèòðà â ìèêðîïëàñòèíî÷íîì ñ÷èòûâàòåëå
ñêîðîñòü èñ÷åçíîâåíè  ìî÷åâîé êèñëîòû ïðè 25°Ñ îòñëåæèâàëàñü ïðè 292 íì êàæäûå 4
ñåêóíäû â òå÷åíèå 3 ìèíóò. Èç îáðàçöîâ, â êîòîðûõ îò 10% äî 40% ñóáñòðàòà áûëî
ïîòðåáëåíî â òå÷åíèå 3 ìèíóò, ïî ìåíüøåé ìåðå 20 òî÷åê äàííûõ èñïîëüçîâàëèñü äë 
ðàñ÷åòà ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè óìåíüøåíè  ïîãëîùåíè  â ìèíóòó. Îäíà ìåæäóíàðîäíà 
åäèíèöà (ME) àêòèâíîñòè óðèêàçû îïðåäåë åòñ  êàê êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà, êîòîðîå
ïîòðåáë åò îäèí ìèêðîìîëü ìî÷åâîé êèñëîòû â ìèíóòó; êîíêðåòíûå àêòèâíîñòè
âûðàæàþòñ  â ÌÅ/ìã áåëêà. Íåêîòîðûå äàííûå äë  îòíîñèòåëüíûõ àêòèâíîñòåé óðèêàçû íà
ôèã.1À-5Á áûëè ïîëó÷åíû ñ ïîìîùüþ 100 ìêìîëü ìî÷åâîé êèñëîòû â òåñòå. Ïðî÷èå
ðåçóëüòàòû äë  ñêîðîñòè ïðè 100 ìêìîëü ìî÷åâîé êèñëîòû (V 100) áûëè ðàññ÷èòàíû èç
çíà÷åíèé êîíñòàíòû Ìèõàýëèñà (Êì) è ìàêñèìàëüíîé ñêîðîñòè (Vmax) äë  ñîîòâåòñòâóþùèõ
ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ ñ ïîìîùüþ ôîðìóëû

V100=100×Vmax/(Êì+100),
ãäå Êì âûðàæàåòñ  â ìèêðîìîë õ.
ÏÐÈÌÅÐ 2
Ñâ çûâàíèå PEG ñ òåòðàìåðíîé ñâèíîé óðèêàçîé
Ê ðàñòâîðó òåòðàìåðíîé óðèêàçû â 0,1-ìîë ðíîì íàòðèåâî-êàðáîíàòíîì áóôåðå, ðÍ

10,2, ê êàæäîìó ìîëþ ïîäúåäèíèöû óðèêàçû (ìîëåêóë ðíûé âåñ 35 êÄà) äîáàâë ëîñü 10-
200 ìîëü àêòèâèðîâàííîãî ïðîèçâîäíîãî ìîíîìåòîêñè ÐÅÑ, íàïðèìåð 4-íèòðîôåíèë
êàðáîíàò (ÍÔÊ-PEG), ðàçëè÷íûõ ðàçìåðîâ. Ýòè è ïðî÷èå ïîäõîä ùèå àêòèâèðîâàííûå PEG
è ïîñòàâë þòñ  êîìïàíèåé Shearwater Polymers. Èíñòðóêöèè ïî ñâ çûâàíèþ ýòèõ PEG ñ
áåëêàìè äàíû â êàòàëîãå Shearwater Polymers â Èíòåðíåòå íà www. swpolymers.corn. è â
JM Harris, et al., (ðåä.) (1997) Poly(ethylene glycol) Chemistry and Biological
Applications. ACS Symposium Series 680, Washington, DC: American Chemical Society.
Ðåàêöè  ñâ çûâàíè  ïðîòåêàåò ïðè 0-8°Ñ äî òåõ ïîð, ïîêà îáúåì ñâ çûâàíè  PEG íå
ïåðåñòàåò ñóùåñòâåííî ìåí òüñ  ñî âðåìåíåì. Íåïðîðåàãèðîâàâøèé PEG çàòåì óäàë ëñ 
èç ïðîäóêòà ðåàêöèè ïóòåì õðîìàòîãðàôèè è/èëè óëüòðàôèëüòðàöèè.

Êîëè÷åñòâî íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé óðèêàçû, îïðåäåë ëîñü
ïîñðåäñòâîì àäàïòàöèè ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ â Kunitani, Ì, et al., (1991) J Chromatogr
588:125-137; Saifer, et al., (1997) è Sherman, et al., (1997). Àëèêâîòíûå êîëè÷åñòâà
ñìåñåé èëè ôðàêöèé ðåàêöèè PEG-èëèðîâàíè  èç ïðåïàðàòèâíûõ èîíîîáìåííûõ èëè
ðàçìåðîèñêëþ÷àþùèõ êîëîíí îïðåäåë ëèñü ïîñðåäñòâîì àíàëèòè÷åñêîé
ðàçìåðîèñêëþ÷àþùåé ÂÏÆÕ íà TSK 5000PWXL ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â 10-ìîëüíîì
íàòðèåâî-êàðáîíàòíîì áóôåðå, ðÍ 10,2, ñîäåðæàùåì 0,1 ìîëü NaCl. Â êà÷åñòâå êîëîííû
ÂÏÆÕ èñïîëüçîâàëàñü êîëîííà, âûïóñêàåìà  ôèðìîé TosoHaas, Montgomeryville, PA.
Áåëêè è PEGè îòñëåæèâàëèñü äåòåêòîðàìè óëüòðàôèîëåòîâîãî ïîãëîùåíè  è èíäåêñà
ðåôðàêöèè. Êîëè÷åñòâî áåëêà â êîíúþãàòå ðàññ÷èòûâàëèñü ïî ïëîùàäè ïèêà èíäåêñà
ðåôðàêöèè, ñêîððåêòèðîâàííîãî ñ ó÷åòîì âêëàäà áåëêà â èíäåêñ ðåôðàêöèè, ïî îòíîøåíèþ
ê ïëîùàäè ïèêà èíäåêñà ðåôðàêöèè ïîäõîä ùåãî ñòàíäàðòà PEG.

Ôèã.2À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçû ñâèíîé ïå÷åíè â
âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé. Äàííûå,
ïîëó÷åííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ñðàâíèâàþòñ  ñ äàííûìè,
ïîëó÷åííûìè Chen, et al., (1981). Òî÷êà äàííûõ â áîëüøîì êðóãå îáîçíà÷àåò êîíúþãàò,
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êîòîðûé íåèììóíîðåàêòèâåí ïî äàííûì Chen, et al., (1981). Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.2À,
êîíúþãàòû òåòðàìåðíîé ñâèíîé óðèêàçû, ñîäåðæàùèå äî 6 íèòåé PEG âåñîì 30 êÄà íà
êàæäóþ ïîäúåäèíèöó, èëè ñîäåðæàùèå äî 7 íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà íà êàæäóþ
ïîäúåäèíèöó, ñîõðàí ëè ïî ìåíüøåé ìåðå 75% àêòèâíîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî
ôåðìåíòà. Î÷åâèäíîå óâåëè÷åíèå ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðè óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà
íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà èëè 30 êÄà (äî 4 íèòåé íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó) ìîæåò îòðàçèòüñ 
íà îòíîñèòåëüíîé íåðàñòâîðèìîñòè èëè íåñòàáèëüíîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà
ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíúþãàòàìè. Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.2Á, êîíúþãàòû ñâèíîé óðèêàçû ñî â
ñðåäíåì áîëåå ÷åì 3 íèò ìè PEG âåñîì 30 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ñîäåðæàò áîëüøóþ
ìàññó PEG, ÷åì áûëî íàéäåíî äîñòàòî÷íûì äë  óñòðàíåíè  èììóíîðåàêòèâíîñòè ó Chen, et
al., (1981).

ÏÐÈÌÅÐ 3
Ñâîéñòâà PEG-êîíúþãàòîâ òåòðàìåðíîé ðåêîìáèíàíòíîé ÑÁÕ-óðèêàçû
Ðåêîìáèíàíòíà  ñâèíî-áàáóèíîâà  õèìåðè÷åñêà  (ÑÁÕ) óðèêàçà áûëà ñóáêëîíèðîâàíà â

âåêòîð ýêñïðåñèè pET3d (Novagen, Madison, WI), è ðåçóëüòèðóþùèé ïëàçìèäíûé êîíñòðóêò
áûë ïðåîáðàçîâàí â êóëüòóðó Escherichia coli BL21(DE3)pLysS (Novagen) è
ýêñïðåññèðîâàí â íåé. Ýòè ïðîöåäóðû ïðîâîäèëèñü ñ ïîìîùüþ ñïîñîáîâ, õîðîøî
èçâåñòíûõ èç óðîâí  òåõíèêè â ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè. Ñì. Eriich (1989); Sambrook, et
al., (1989); Ausubel, F, et al., (ðåä.), (1997) Short Protocols in Molecular Biology.
New York: John Wiley & Sons.

Ôèã.6 ïîêàçûâàåò óñòàíîâëåííóþ àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÑÁÕ-óðèêàçû
(àìèíîêèñëîòû 1-225 ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐÀ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹1 è àìèíîêèñëîòû
226-304 ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐÀ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2) â ñðàâíåíèè ñ
ïîñëåäîâàòåëüíîñò ìè ñâèíüè (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹1) è
áàáóèíà (ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2). Îñòàòêè â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áàáóèíà, îòëè÷íûå îò îñòàòêîâ â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâèíüè,
âûäåëåíû æèðíûì øðèôòîì. Âïåðâûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñâèíüè è áàáóèíà áûëè
îïðåäåëåíû Wu, et al., (1989) è ïîäòâåðæäåíû íàñòî ùèìè èçîáðåòàòåë ìè.
ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹1 èäåíòè÷åí Íîìåðó Äîñòóïà ð 16164
GenBank, çà èñêëþ÷åíèåì îòñóòñòâè  íà÷àëüíîãî ìåòèîíèëîâîãî îñòàòêà â
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè GenBank. ÈÄÅÍÒÈÔÈÊÀÒÎÐ ÏÎÑËÅÄÎÂÀÒÅËÜÍÎÑÒÈ ¹2
èäåíòè÷åí Íîìåðó Äîñòóïà ð25689 GenBank, çà èñêëþ÷åíèåì îòñóòñòâè  íà÷àëüíîãî
ìåòèîíèëîâîãî îñòàòêà è çàìåíû ãèñòèäèíà òðåîíèíîì â îñòàòêå 153 â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
GenBank (îñòàòîê 154 íà ôèã.6).

Òåòðàìåðíà  ôîðìà ÑÁÕ-óðèêàçû èçîëèðîâàëàñü è ñâ çûâàëàñü ñ PEG ðàçëè÷íîãî
ìîëåêóë ðíîãî âåñà, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðàõ 1 è 2. Êîíúþãàòû, ïðèãîòîâëåííûå ñ PEG
âåñîì 5 êÄà, 10 êÄà, 19 êÄà èëè 30 êÄà, ñîäåðæàëè äî 10 íèòåé PEG íà êàæäóþ
ïîäúåäèíèöó. Òå èç íèõ, êîòîðûå áûëè ïðèãîòîâëåíû ñ ïîìîùüþ PEG âåñîì ïî ìåíüøåé
ìåðå 10 êÄà, ñîõðàí ëè áîëåå 95% íà÷àëüíîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðåêîìáèíàíòíîé
óðèêàçû (ôèã.3À-3Á).

Ñëåäóþùèå ñâîéñòâà êîíúþãàòà òåòðàìåðíîé ÑÁÕ-óðèêàçû ñ ïðèáëèçèòåëüíî á íèò ìè
PEG âåñîì 10 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ïðîèëëþñòðèðîâàíû íà ñëåäóþùèõ ÷åðòåæàõ:
îòñóòñòâèå èììóíîãåííîñòè (ôèã.7) è ýôôåêòèâíîñòü íà óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøàõ ïðè
1) êîððåêòèðîâàíèè ãèïåðóðèêåìèè è ãèïåðóðèíóðèè (ôèã.8); 2) ñíèæåíèè ò æåñòè äåôåêòà
êîíöåíòðèðîâàíè  ìî÷è (ôèã.9); è 3) ñíèæåíèè ò æåñòè íåôðîãåííîãî íåñàõàðíîãî äèàáåòà
(ôèã.10). Â äîïîëíåíèå ê ýòîìó, äàííà  PEG-óðèêàçà ñíèæàëà ò æåñòü ñâ çàííîãî ñ
ìî÷åâîé êèñëîòîé ïîðàæåíè  ïî÷åê, êàê âèäíî ïî äàííûì ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíîé
ìèêðîñêîïèè (ôèã.11).

Ôèã.7 ïîêàçûâàåò àêòèâíîñòü ÑÁÕ-óðèêàçû â ñûâîðîòêå ìûøè 24 ÷àñà ñïóñò  ïîñëå
êàæäîé èç ÷åòûðåõ èëè ï òè âíóòðèáðþøèííûõ èíúåêöèé PEG-óðèêàçû ïî îòíîøåíèþ ê
çíà÷åíèþ 24 ÷àñà ñïóñò  ïîñëå ïåðâîé èíúåêöèè. PEG-êîíúþãàòû ïðèãîòîâë ëèñü èç òðåõ
ðàçëè÷íûõ ïðåïàðàòîâ ÑÁÕ-óðèêàçû ñ ïîìîùüþ äâóõ ðàçëè÷íûõ òåõíîëîãèé àêòèâàöèè
PEG. Îäèí ïðåïàðàò ( ) òåñòèðîâàëñ  íà óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ (uox-1-) ìûøàõ; äðóãèå
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äâà (∆, ) òåñòèðîâàëèñü íà íîðìàëüíûõ BALB/c ìûøàõ. Íàèáîëåå èììóíîðåàêòèâíûé
ïðåïàðàò (∆) áûë ïðèãîòîâëåí èç î÷èùåííîé ÑÁÕ-óðèêàçû, ñîäåðæàùåé íåèçâåñòíîå
êîëè÷åñòâî ñîâîêóïíîñòåé óðèêàçû, ñâ çàííîé ñî â ñðåäíåì 7 íèò ìè PEG âåñîì 5 êÄà íà
êàæäóþ ïîäúåäèíèöó, ñ ïîìîùüþ ñóêöèíèìèäèëîâî-êàðáîíàòíîãî ïðîèçâîäíîãî PEG (CK-
PEG). Zalipsky, ïàòåíò ÑØÀ ¹5612460, âêëþ÷åííûé ñþäà ïîñðåäñòâîì ññûëêè. Óìåðåííî
èììóíîðåàêòèâíûé ïðåïàðàò ( ) áûë ïðèãîòîâëåí ïóòåì ñâ çûâàíè  ïðåïàðàòà ÑÁÕ-
óðèêàçû, ñîäåðæàùåãî 11% ñîâîêóïíîñòåé ñî â ñðåäíåì 2 íèò ìè PEG âåñîì 19 êÄà íà
êàæäóþ ïîäúåäèíèöó, ñ ïîìîùüþ 4-íèòðîôåíèëêàðáîíàòíîãî ïðîèçâîäíîãî PEG (ÍÔÊ-
PEG). Sherman, et al., (1997). Íàèìåíåå èììóíîðåàêòèâíûé ïðåïàðàò (=) áûë ïðèãîòîâëåí
ïóòåì ñâ çûâàíè  â ñðåäíåì 6 íèòåé ÍÔÊ-PEG âåñîì 10 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ñ
ïðåïàðàòîì ÑÁÕ-óðèêàçû, ñîäåðæàùèì <5% àããðåãèðîâàííîé óðèêàçû.

Ôèã.8 ïîêàçûâàåò îáðàòíóþ çàâèñèìîñòü ìåæäó êîíöåíòðàöè ìè ìî÷åâîé êèñëîòû â
ñûâîðîòêå è ìî÷å è àêòèâíîñòüþ èíúåöèðîâàííîé PEG-óðèêàçû â ñûâîðîòêå óðèêàçíî-
äåôèöèòíîé (uox-/-) ìûøè. Èíúåêöèè â ìîìåíò âðåìåíè 0 è ñïóñò  72 ÷àñà ñîäåðæàëè 0,43
ME ÑÁÕ-óðèêàçû, êîíúþãèðîâàííîé ñî â ñðåäíåì 6 íèò ìè PEG âåñîì 10 êÄà íà êàæäóþ
ïîäúåäèíèöó ôåðìåíòà.

Ôèã.9 ïîêàçûâàåò, ÷òî ëå÷åíèå óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ PEG-
ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû ñíèçèëî ò æåñòü äåôåêòà êîíöåíòðèðîâàíè  ìî÷è.
Ñðåäíåå è ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå äàííûõ äë  îñìîë ëüíîñòè ìî÷è ïîêàçàíû äë 
äâóõ ìûøåé, ñîäåðæàùèõ îäíó êîïèþ íîðìàëüíîãî ìûøèíîãî ãåíà óðèêàçû (uox+/-), øåñòè
íå ïîäâåðãíóòûõ ëå÷åíèþ ãîìîçèãîòíûõ óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé (uox-/-) è øåñòè
ãîìîçèãîòíûõ óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé, êîòîðûå áûëè äåñ òü ðàç èíúåöèðîâàíû
ìåæäó òðåòüèì è ñåìüäåñ ò âòîðûì äíåì æèçíè ñ ïîìîùüþ ëèáî 95, ëèáî 190 ìÌÅ PEG-
óðèêàçû. Ìûøè êàæäîé ãåíåòè÷åñêîé ãðóïïû ëèáî ïîëó÷àëè âîäó ad libitum (çàêðàøåííûå
ïð ìîóãîëüíèêè), ëèáî áûëè ëèøåíû âîäû â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ (øòðèõîâàííûå
ïð ìîóãîëüíèêè) äî ñáîðà èõ ìî÷è.

Ôèã.10 ïîêàçûâàåò, ÷òî ëå÷åíèå óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ PEG-
ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû ñíèçèëî ò æåñòü íåôðîãåííîãî íåñàõàðíîãî äèàáåòà,
õàðàêòåðèçóþùåãîñ  íåíîðìàëüíî âûñîêèì ïîòðåáëåíèåì âîäû è íåíîðìàëüíî âûñîêèì
âûõîäîì ìî÷è. Ãåíåòè÷åñêèå îñíîâû ìûøåé è ïðîòîêîë ëå÷åíè  áûëè òåìè æå, ÷òî è íà
ôèã.9. Ñðåäíåå è ñðåäíåêâàäðàòè÷íîå îòêëîíåíèå äíåâíîãî ïîòðåáëåíè  âîäû (ñïëîøíûå
ïð ìîóãîëüíèêè) è âûõîä ìî÷è (øòðèõîâàííûå ïð ìîóãîëüíèêè) ïîêàçàíû äë  òðåõ ãðóïï ïî
øåñòü ìûøåé.

Ôèã.11 ïîêàçûâàåò, ÷òî ëå÷åíèå óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ PEG-
ìîäèôèöèðîâàííîé ÑÁÕ-óðèêàçû ñíèçèëî ò æåñòü âûçâàííîé ìî÷åâîé êèñëîòîé
íåôðîïàòèè, êàê ïîêàçàíî ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíîé ìèêðîñêîïèåé. Ãåíåòè÷åñêèå îñíîâû òðåõ
ãðóïï ìûøåé è ïðîòîêîë ëå÷åíè  áûëè òàêèìè æå, ÷òî è íà ôèã.9 è 10.

Â äîïîëíåíèå ê ðåçóëüòàòàì, ïðèâåäåííûì íà ôèã.8-11, áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî
óðîâíè ìî÷åâîé êèñëîòû â ìî÷å âñåõ óðèêàçíî-äåôèöèòíûõ ìûøåé ñèëüíî ñíèæàëîñü
ïîñëå ëå÷åíè  ñ ïîìîùüþ PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé óðèêàçû. Íàêîíåö, ôèã.12 ïîêàçûâàåò,
÷òî â îòëè÷èå îò PEG-ìîäèôèöèðîâàííîé òåòðàìåðíîé ôîðìû ÑÁÕ-óðèêàçû, îêòàìåðíà 
ôîðìà (ìîëåêóë ðíûé âåñ = 280 êÄà), äàæå ïðè ñèëüíîì PEG-èëèðîâàíèè,  âë åòñ 
èììóíîãåííîé äë  ìûøåé. Ýòî ñâîéñòâî îòðàæàåòñ  â óñêîðåííîì î÷èùåíèè PEG-
ìîäèôèöèðîâàííîãî îêòàìåðà â òå÷åíèå 5 äíåé ïîñëå îäíîé âíóòðèáðþøèííîé èíúåêöèè.
Òå æå ìûøè ïîâòîðíî èíúåöèðîâàëèñü òîé æå äîçîé òåõ æå ïðåïàðàòîâ PEG-óðèêàçû íà 8 è
15 äíè. Äâàäöàòü ÷åòûðå ÷àñà ïîñëå âòîðîé è òðåòüåé èíúåêöèé óðèêîëèòè÷åñêà 
àêòèâíîñòü áûëà íåîáíàðóæèâàåìà â ñûâîðîòêàõ ìûøåé, èíúåöèðîâàííûõ ñ ïîìîùüþ
PEG-èëèðîâàííîãî îêòàìåðà, íî îáíàðóæèâàåìà â ñûâîðîòêàõ òåõ ìûøåé, êîòîðûå áûëè
èíúåöèðîâàíû ñ ïîìîùüþ PEG-èëèðîâàííîãî òåòðàìåðà. Ýòè ðåçóëüòàòû â êîìáèíàöèè ñ
óñêîðåííûì î÷èùåíèåì PEG-èëèðîâàííîãî îêòàìåðà, íàáëþäàâøèìñ  ïîñëå ïåðâîé
èíúåêöèè (ôèã.12), ïîääåðæèâàþò ïîëåçíîñòü óñòðàíåíè  âñåõ ôîðì óðèêàçû, áóëüøèõ ÷åì
òåòðàìåð, äî PEG-èëèðîâàíè  ôåðìåíòà.

ÏÐÈÌÅÐ 4
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PEG-êîíúþãàöè  óðèêàçû èç Candida utilis
Óðèêàçà èç Candida utilis ïðèîáðåòàëàñü ëèáî ó êîìïàíèè Sigma-Aldrich (St. Louis,

ÌÎ; íîìåð ïî êàòàëîãó U1878), ëèáî ó êîìïàíèè Worthington Biochemical Corporation
(Freehold, NJ; íîìåð ïî êàòàëîãó URYW). Äåéñòâó  ïî îïèñàíè ì Ïðèìåðîâ 1 è 2,
òåòðàìåðíóþ ôîðìó èçîëèðîâàëè, è ñèíòåçèðîâàëè PEG-êîíúþãàòû ñ ïîìîùüþ PEG âåñîì
5 êÄà, 10 êÄà èëè 30 êÄà (ôèã.1À-Á). Ôèã.1À ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-
èëèðîâàííîé óðèêàçû èç Candida utilis â âèäå ôóíêöèè êîëè÷åñòâà íèòåé PEG, ñâ çàííûõ
ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé. Äàííûå, ïîëó÷åííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì (

, , ), ñðàâíèâàþòñ  ñ äàííûìè Nishimura, et al., (1979); Nishimura, et al., (1981);
Chen, et al., (1981); Davis, et al., (1981); Tsuji, et al., (1985); Yasuda, et al.,
(1990), è Fujita, et al., (1991). Òî÷êè äàííûõ â áîëüøèõ êðóãàõ îáîçíà÷àþò êîíúþãàòû,
êîòîðûå îïèñûâàþòñ  êàê íåàíòèãåííûå â Nishimura, et al., (1979 èëè 1981) èëè
íåèììóíîðåàêòèâíûå â Chen, et al., (1981).

Ôèã.1Á ïîêàçûâàåò ñîõðàíåíèå àêòèâíîñòè PEG-èëèðîâàííîé óðèêàçîé èç Candida utilis
â âèäå ôóíêöèè îáùåé ìàññû PEG, ñâ çàííîé ñ êàæäîé ïîäúåäèíèöåé. Äàííûå,
ïîëó÷åííûå â ñîîòâåòñòâèè ñ íàñòî ùèì èçîáðåòåíèåì ( , , ) ñðàâíèâàþòñ  ñ äàííûìè
òåõ æå òðóäîâ, ÷òî è íà ôèã.1À. Òî÷êè äàííûõ â áîëüøèõ êðóæêàõ èìåþò òî æå çíà÷åíèå,
÷òî è íà ôèã.1À.

Êàê ïîêàçàíî íà ôèã.1À è 1Á, êîíúþãàòû ñî â ñðåäíåì äî 6 íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà èëè
30 êÄà, ëèáî 9 íèòåé PEG âåñîì 10 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ñîõðàí þò ïî ìåíüøåé
ìåðå 75% àêòèâíîñòè íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà. Î÷åâèäíîå óâåëè÷åíèå
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ïðè ïðèêðåïëåíèè óâåëè÷åííîãî êîëè÷åñòâà íèòåé PEG âåñîì
30 êÄà (äî 5 èëè 6 íèòåé íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó) ìîæåò îòðàæàòü îòíîñèòåëüíóþ
íåðàñòâîðèìîñòü èëè íåñòàáèëüíîñòü íåìîäèôèöèðîâàííîãî ôåðìåíòà ïî ñðàâíåíèþ ñ
êîíúþãàòàìè.

ÏÐÈÌÅÐ 5
PEG-êîíúþãàöè  óðèêàçû èç Aspergillus flavus
Óðèêàçà èç Aspergillus flavus ïðèîáðåòàëàñü ó êîìïàíèè Sanofi Whinthrop (Gentilly

Cedex, France). Äåéñòâó , êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 2, ñèíòåçèðîâàëè êîíúþãàòû ñ ïîìîùüþ
PEG ðàçëè÷íîãî ìîëåêóë ðíîãî âåñà (ôèã.4À-4Á). Êîíúþãàòû, ïðèãîòîâëåííûå ïóòåì
ñâ çûâàíè  ôåðìåíòà èç A. flavus ñî â ñðåäíåì äî 12 íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà èëè äî 7
íèòåé PEG âåñîì 30 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó, ñîõðàí ëè 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ýòîé ãðèáíîé óðèêàçû.

ÏÐÈÌÅÐ 6
PEG-êîíúþãàöè  óðèêàçû ñîè
Ðåêîìáèíàíòíà  óðèêàçà èç óçåëêà ñîåâîãî êîðí  (íàçûâàåìà  òàêæå íîäóëèí 35)

ïðèãîòîâë ëàñü è î÷èùàëàñü, êàê îïèñûâàëè Kahn è Tipton (Kahn, Ê, et al., (1997)
Biochemistry 36:4731-4738), è áûëà ïðåäîñòàâëåíà äîêòîðîì Òèïòîíîì (University of
Missouri, Columbia, ÌÎ). Äåéñòâó  ïî îïèñàíè ì, äàííûì â Ïðèìåðàõ 1 è 2, èçîëèðîâàëè
òåòðàìåðíóþ ôîðìó è ïðèãîòàâëèâàëè êîíúþãàòû ñ ïîìîùüþ PEG ðàçëè÷íîãî
ìîëåêóë ðíîãî âåñà (ôèã.5À-5Á). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü óðèêàçå èç Candida utilis
(ôèã.1À), ñâèíîé óðèêàçå (ôèã.2À), ñâèíî-áàáóèíîâîé õèìåðè÷åñêîé óðèêàçå (ôèã.3À) è
óðèêàçå èç Aspergillus flavus (ôèã.4À) ñîåâûé ôåðìåíò ïåðåíîñèë ñâ çûâàíèå òîëüêî
ïðèáëèçèòåëüíî 2 íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà èëè 30 êÄà íà êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ñ
ñîõðàíåíèåì ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé óðèêîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

ÏÐÈÌÅÐ 7
PEG-êîíúþãàöè  óðèêàçû èç Arthrobacter globiformis
Óðèêàçà èç Arthrobacter globiformis ïðèîáðåòàëàñü ó êîìïàíèè Sigma-Aldrich (íîìåð

ïî êàòàëîãó U7128). Ñì. ïàòåíò ßïîíèè ¹9-154581. Äåéñòâó  ïî îïèñàíè ì, äàííûì â
Ïðèìåðàõ 1 è 2, èçîëèðîâàëè òåòðàìåðíóþ ôîðìó è ïðèãîòàâëèâàëè êîíúþãàòû ñ PEG
âåñîì 5 êÄà è 30 êÄà. Õîò  êîíúþãàòû ñî â ñðåäíåì áîëåå 3 íèòåé PEG âåñîì 5 êÄà íà
êàæäóþ ïîäúåäèíèöó ñîõðàí ëè ìåíåå 60% íà÷àëüíîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè,
êîíúþãàòû ñî â ñðåäíåì ïðèáëèçèòåëüíî 2 íèò ìè PEG âåñîì 30 êÄà íà êàæäóþ
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ïîäúåäèíèöó ñîõðàí ëè ïî ìåíüøåé ìåðå 85% íà÷àëüíîé ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè.
ÏÐÈÌÅÐ 8
PEG-êîíúþãàöè  àìèíî-óñå÷åííîé ñâèíîé è ÑÁÕ-óðèêàç
Ðåêîìáèíàíòíûå ñâèíà  è ÑÁÕ-óðèêàçû, â êîòîðûõ óíè÷òîæåíû ïåðâûå øåñòü

àìèíîêèñëîò ñî ñòîðîíû àìèíîòåðìèíàëà, ýêñïðåññèðóþòñ  â Å.coli è î÷èùàþòñ  îò íåå
ïîñðåäñòâîì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 3. Äåéñòâó  ïî îïèñàíè ì,
äàííûì â Ïðèìåðàõ 1 è 2, ñèíòåçèðîâàëè PEG-êîíúþãàòû àìèíî-óñå÷åííûõ óðèêàç äë 
ïîëó÷åíè  íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

ÏÐÈÌÅÐ 9
PEG-êîíúþãàöè  ñâèíîé è ÑÁÕ-óðèêàç, óñå÷åííûõ ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà

ëèáî êàê ñî ñòîðîíû àìèíîòåðìèíàëà, òàê è ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà
Ðåêîìáèíàíòíûå ñâèíà  è ÑÁÕ-óðèêàçû, â êîòîðûõ óíè÷òîæåíû ïîñëåäíèå òðè

àìèíîêèñëîòû ñî ñòîðîíû êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà, ýêñïðåññèðóþòñ  â Å. coli è
î÷èùàþòñ  îò íåå ïîñðåäñòâîì ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 3. Ýòî
êàðáîêñèëîâî-òåðìèíàëüíîå óíè÷òîæåíèå ìîæåò óëó÷øèòü ðàñòâîðèìîñòü
íåìîäèôèöèðîâàííûõ ôåðìåíòîâ, ïîñêîëüêó îíî óäàë åò ïåðîêñèñîìíî-öåëåâîé ñèãíàë.
Ñì. Miura, et al., (1994). Äåéñòâó  ïî îïèñàíèþ, äàííîìó â Ïðèìåðàõ 1 è 2,
ñèíòåçèðîâàëè PEG-êîíúþãàòû êàðáîêñèë-óñå÷åííûõ óðèêàç äë  ïîëó÷åíè  ïðàêòè÷åñêè
íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ðåêîìáèíàíòíîé ÑÁÕ-óðèêàçû, óñå÷åííà 
íà øåñòü îñòàòêîâ ñî ñòîðîíû àìèíîòåðìèíàëà è íà òðè îñòàòêà ñî ñòîðîíû
êàðáîêñèëîâîãî òåðìèíàëà (ÑÁÕ-NT-CT), ïîêàçàíà íà ôèã.6. Ýòà óðèêàçà ýêñïðåññèðóåòñ ,
î÷èùàåòñ  è PEG-èëèðóåòñ , êàê îïèñàíî â Ïðèìåðàõ 1, 2 è 3, äë  ïîëó÷åíè  ïðàêòè÷åñêè
íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè.

ÏÐÈÌÅÐ 10
PEG-êîíúþãàöè  ìóòàíòîâ ñâèíîé óðèêàçû, ñîäåðæàùèõ óâåëè÷åííîå êîëè÷åñòâî ìåñò

ïðèñîåäèíåíè  PEG
Ðåêîìáèíàíòíûå ñâèíûå óðèêàçû, â êîòîðûõ ïîòåíöèàëüíîå êîëè÷åñòâî ìåñò

ïðèñîåäèíåíè  PEG óâåëè÷åíî ïóòåì çàìåíû îäíîãî èëè áîëåå àðãèíèíîâûõ îñòàòêîâ
ëèçèíîì ïðèãîòîâëåíû, êàê îïèñàíî â Ïðèìåðå 3. Ñì. Hershfield, MS, et al., (1991)
Proc Natl Acad Sci USA 88:7185-7189. Àìèíîêèñëîòíà  ïîñëåäîâàòåëüíîñòü îäíîãî èç
ïðèìåðîâ òàêîãî ìóòàíòà (CKS-óðèêàçà), â êîòîðîé àðãèíèí â îñòàòêå 291 çàìåíåí
ëèçèíîì, à òðåîíèí â îñòàòêå 301 çàìåíåí ñåðèíîì, ïîêàçàí íà ôèã.6. Äåéñòâó  ïî
îïèñàíè ì, äàííûì â Ïðèìåðàõ 1 è 2, PEG êîíúþãèðîâàëè ñ ýòîé óðèêàçîé äë  ïîëó÷åíè 
ïðàêòè÷åñêè íåèììóíîãåííûõ êîíúþãàòîâ, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû.

ÏÐÈÌÅÐ 11
PEG-êîíúþãàöè  ìóòàíòà ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû áàáóèíà
Ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ñïîñîáîâ ìîëåêóë ðíîé áèîëîãèè, êàê è â Ïðèìåðå 3,

êîíñòðóèðóåòñ  óðèêàçà áàáóèíà, èìåþùà  àìèíîêèñëîòíîå çàìåùåíèå (ãèñòèäèí âìåñòî
òèðîçèíà) â ïîçèöèè 97 (ñì. ïîñëåäîâàòåëüíîñòü áàáóèíà íà ôèã.6). Äåéñòâó  ïî
îïèñàíè ì, äàííûì â Ïðèìåðàõ 1 è 2, ñèíòåçèðîâàëè PEG-êîíúþãàòû òåòðàìåðíîé ôîðìû
ìóòàíòà ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû áàáóèíà äë  ïîëó÷åíè  êîíúþãàòîâ ñî çíà÷èòåëüíî
ñíèæåííîé èììóíîãåííîñòüþ, ñîõðàí þùèõ ïî ìåíüøåé ìåðå 75% íà÷àëüíîé
ñïåöèôè÷åñêîé àêòèâíîñòè ðåêîìáèíàíòíîé óðèêàçû.

ÏÐÈÌÅÐ 12
Èììóíîãåííîñòü PEG-êîíúþãàòîâ èç Candida utilis, Aspergillus flavus è Arthrobacter

globiformis
Óðèêàçû èç Candida utilis, Aspergillus flavus è Arthrobacter globiformis ïîëó÷åíû,

êàê îïèñàíî â Ïðèìåðàõ 4, 5 è 7 ñîîòâåòñòâåííî. Äåéñòâó  ïî îïèñàíè ì, äàííûì â
Ïðèìåðàõ 1 è 2, ñèíòåçèðîâàëè PEG-êîíúþãàòû ñ PEG âåñîì 5 êÄà, 10 êÄà, 20 êÄà èëè 30

Ñòðàíèöà: 22

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50



RU 2 278 680 C2

êÄà. Èììóíîãåííîñòü ýòèõ êîíúþãàòîâ ñèëüíî ñíèæåíà èëè óñòðàíåíà.
Ëèñòèíã ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðèâåäåí  â êîíöå îïèñàíè .
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Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ñíèæåíè  èììóíîãåííîñòè ðàñòâîðà  óðèêàçû, âêëþ÷àþùèé ñëåäóþùèå øàãè:

ââåäåíèå ðàñòâîðà â ïî ìåíüøåé ìåðå îäíó  ñåïàðàöèîííóþ êîëîííó ïðè çíà÷åíèè ðÍ îò
ïðèìåðíî 9 äî ïðèìåðíî 10,5 è âîññòàíîâëåíèå èç óïîì íóòîé êîëîííû îäíîé èëè
íåñêîëüêèõ ôðàêöèé, ñîäåðæàùèõ èçîëèðîâàííóþ òåòðàìåðíóþ óðèêàçó, ïðè÷åì
óïîì íóòûå îäíà èëè íåñêîëüêî ôðàêöèé ïðàêòè÷åñêè ñâîáîäíû îò àãðåãàòîâ óðèêàçû, ïðè
ýòîì àãðåãàòû òåòðàìåðíîé óðèêàçû áîëüøå, ÷åì òåòðàìåðíà  óðèêàçà, è ïåãèëèðîâàíèå
óïîì íóòîé óðèêàçû.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óïîì íóòîå ðàçäåëåíèå îñíîâàíî íà ñâîéñòâå, âûáðàííîì
èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç èîííîãî îáìåíà è èñêëþ÷åíè  ïî ðàçìåðó.

3. Ñïîñîá ïî ï.1, ñîäåðæàùèé äàëåå øàã àíàëèçèðîâàíè  óïîì íóòûõ ôðàêöèé äë 
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îïðåäåëåíè  ïî ìåíüøåé ìåðå îäíîãî ñâîéñòâà, âûáðàííîãî èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç
ïðèñóòñòâè  óïîì íóòîé òåòðàìåðíîé óðèêàçû è îòñóòñòâè  àãðåãàòîâ òåòðàìåðíîé
óðèêàçû.

4. Ñïîñîá ïî ï.3, â êîòîðîì óïîì íóòûé øàã àíàëèçèðîâàíè  ñîäåðæèò ïî ìåíüøåé ìåðå
îäèí àíàëèç, âûáðàííûé èç ãðóïïû, ñîñòî ùåé èç õðîìàòîãðàôèè, öåíòðèôóãèðîâàíè ,
ñâåòîðàññåèâàíè  è ýëåêòðîôîðåçà.

5. Ñïîñîá ïî ï.4, â êîòîðîì óïîì íóòà  õðîìàòîãðàôè   âë åòñ 
âûñîêîïðîèçâîäèòåëüíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèåé.

6. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óïîì íóòà  èçîëèðîâàííà  òåòðàìåðíà  óðèêàçà ñîäåðæèò
ìåíåå 10% àãðåãàòîâ óðèêàçû.

7. Èçîëèðîâàííà  òåòðàìåðíà  óðèêàçà, ïîëó÷åííà  ñïîñîáîì ïî ï.1.
8. Ñïîñîá ïî ï.1, â êîòîðîì óïîì íóòûé ðàñòâîð óïîì íóòîé óðèêàçû ââîäèòñ  â

óïîì íóòóþ êîëîííó ïðè ðÍ îò 10 äî 10,5.
9. Ñïîñîá ïî ï.8, â êîòîðîì óïîì íóòûé ðàñòâîð óïîì íóòîé óðèêàçû ââîäèòñ  â

óïîì íóòóþ êîëîííó ïðè ðÍ 10,2.
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