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Фермент-заместительная терапия (ФЗТ) является одной из самых действенных при лечении болезней ли-
зосомального накопления. Болезнь Гоше первого типа характеризуется недостатком нативного фермен-
та β-глюкоцереброзидазы, который возмещают внутривенными инфузиями рекомбинантного фермента 
(имиглюцераза). Клетками-мишенями имиглюцеразы являются макрофаги, в которые фермент прони-
кает посредством взаимодействия с рецепторами маннозы на клеточной мембране. Оценка интерна-
лизации ферментов клетками-мишенями представляет интерес при разработке новых и воспроизведе-
нии существующих препаратов для ФЗТ. Для этих исследований широко применяются перитонеальные 
и альвеолярные макрофаги, макрофаги селезенки мелких лабораторных животных (крыс и мышей). Од-
нако получение таких клеток затрагивает этические вопросы использования лабораторных животных. 
Альтернативой являются перевиваемые клеточные линии млекопитающих. Цель работы: провести срав-
нительные исследования интернализации рекомбинантной имиглюцеразы в перитонеальные макрофаги 
мыши и фибробласты мыши линии L929. Материалы и методы: Церезим®, серии 7HV0913, C6214H05, 
7HV0888 (Джензайм Лтд., Великобритания); Глуразим, серии 020416, 011117, 021117 (ООО «МБЦ «Гене-
риум», Россия). В работе использовали перитонеальные макрофаги, полученные от мышей линии BALB/c, 
и фибробласты мыши линии L929. Клетки культивировали в полной ростовой среде ДМЕМ/Ф12 c добав-
лением 10% сыворотки плода крупного рогатого скота. Активность имиглюцеразы, проникшей в клетки, 
оценивали спектрофотометрически по гидролизу искусственного субстрата 4-метилумбеллиферил-β-D-
глюкопиранозида. Результаты: представлены данные сравнительной оценки интернализации рекомби-
нантной имиглюцеразы, действующего вещества препаратов Церезим® и Глуразим, перитонеальными 
макрофагами мыши и клетками фибробластов мыши линии L929. Показано, что активность препаратов 
в лизатах перитонеальных макрофагов сопоставима с их активностью в лизатах клеток фибробластов 
мыши линии L929, при этом активность разработанного препарата Глуразим независимо от типа клеток 
была в границах допустимого диапазона (80–125%), установленного для биоподобных препаратов. Вы-
воды: экспериментально доказано, что фибробласты мыши линии L929 могут быть рекомендованы для 
оценки интернализации рекомбинантной имиглюцеразы.
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Enzyme replacement therapy (ERT) is one of the most efficient treatments for lysosomal storage diseases. Type 1 
Gaucher disease is caused by β-glucocerebrosidase enzyme deficiency, which may be compensated for by intra-
venous infusions of imiglucerase—a recombinant enzyme. Imiglucerase targets macrophages and enters these 
cells via interaction with mannose receptors on the cell membrane. Characterisation of internalization of enzymes 
by target cells is important in the context of the development of new medicines and production of existing ERT 
medicines. The peritoneal and alveolar macrophages, as well as macrophages of the spleen of small laboratory 
animals (rats and mice) are widely used in such studies. However, isolation of cells from animal sources raises 
ethical issues, and therefore continuous mammalian cell lines may offer an attractive alternative. The aim of the 
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study: to conduct comparative studies on the internalization of recombinant imiglucerase into mouse peritoneal 
macrophages and L929 mouse fibroblasts. Materials and methods: Cerezyme® batches 7HV0913, C6214H05, 
7HV0888 (Genzyme Ltd., UK); Glurazim batches 020416, 011117, 021117 (LLC “IBC “Generium”, Russia). We 
used peritoneal macrophages obtained from BALB/c mice and L929 mouse fibroblasts. The cells were cultured in 
DMEM/F12 complete growth medium with 10% fetal bovine serum. The activity of imiglucerase internalized into 
the cells was evaluated spectrophotometrically by hydrolysis of the artificial substrate—4-methylumbelliferyl-β-D-
glucopyranoside. Results: the study compared internalization of recombinant imiglucerase (the active ingredient 
of Cerezyme® and Glurazim) by mouse peritoneal macrophages and L929 mouse fibroblasts. It was demonstrated 
that the medicines activity in the lysates of peritoneal macrophages is comparable with that in the lysates of L929 
mouse fibroblasts. Regardless of the model system, the activity of Glurazim stayed within the acceptable range 
(80–125%) established for biosimilar products. Conclusions: the experiments proved that L929 mouse fibro-
blasts could be recommended for assessment of internalization of recombinant imiglucerase.
Key words: recombinant imiglucerase; target cells; peritoneal macrophages; L929 mouse fibroblasts; 
internalization
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Болезнь Гоше (БГ, глюкозилцерамидный липидоз, код 
по МКБ 10: E75.2 Другие сфинголипидозы) — наследствен-
ное заболевание, является одной из самых распростра-
ненных лизосомных болезней накопления [1]. БГ характе-
ризуется недостаточностью ферментативной активности 
β-глюкоцереброзидазы, что приводит к избыточному накопле-
нию глюкоцереброзида в тканевых макрофагах, которые носят 
название «клетки Гоше». Клетки Гоше обычно обнаруживаются 
в печени, селезенке, костном мозге и иногда также в легких, 
почках и кишечнике. Наиболее частые осложнения БГ — кост-
но-суставные поражения, которые являются наиболее частой 
причиной инвалидности и смертности при данной болезни [2].

В 1970-х годах был предпринят ряд попыток лечения БГ 
внутривенным введением фермента (фермент-заместитель-
ная терапия, ФЗТ). Однако вводимый фермент обладал огра-
ниченной терапевтической ценностью, поскольку вводимая 
немодифицированная β-глюкоцереброзидаза человека, полу-
ченная из плаценты, плохо проникала в клетки-мишени путем 
интернализации через маннозный рецептор из-за ограничен-
ного количества концевых остатков маннозы [3, 4]. Маннозный 
рецептор (МР, CD206 или MRC1) является трансмембранным 
гликопротеином, который принадлежит к семейству лектинов 
C-типа. Данный рецептор экспрессирован у большинства тка-
невых макрофагов, дендритных клеток (ДК) и некоторых лим-
фатических или печеночных эндотелиальных клеток [1]. Его 
внеклеточная часть содержит N-терминальный богатый цисте-
ином (CR) домен, который с высокой аффинностью связывает 
маннозу и фукозу. Маннозный рецептор участвует в выведе-
нии гликопротеинов из кровотока, включая сульфатированные 
гликопептидные гормоны и гликопротеины, высвобождающи-
еся в результате патологических процессов [5, 6].

Рекомбинантная имиглюцераза в отличие от нативного 
фермента (β-глюкоцереброзидаза) для усиления фармако-
логического действия дополнительно обрабатывается глико-
зидазами (нейраминидазой, β-N-ацетилглюкозаминидазой 
и β-галактозидазой), в результате чего структура ее боковых 
углеводных цепей заканчивается остатками маннозы, а это, 
в свою очередь, обеспечивает эффективную интернализацию 
белка в макрофаги, другие клетки, несущие рецепторы ман-
нозы, и проявление специфической ферментативной актив-
ности в пораженных клетках-мишенях [7–9]. Таким образом, 
терапевтический эффект препаратов на основе фермента ре-

комбинантной имиглюцеразы обеспечивается как за счет его 
ферментативной активности, так и за счет эффективности 
проникновения в пораженные клетки-мишени. Поэтому при 
разработке биоподобных препаратов имиглюцеразы очень 
важно оценивать интернализацию разрабатываемых фермен-
тов в сравнении с референтным.

Оценку активности рекомбинантной имиглюцеразы с точки 
зрения проникновения ее в клетки, экспрессирующие рецепто-
ры маннозы (CD206), изучают как на перитонеальных макро-
фагах мыши, так и на культурах клеток. Применение клеточной 
линии позволит не только минимизировать использование ла-
бораторных животных в экспериментах, но и получать более 
воспроизводимые результаты ввиду более стандартизируемых 
свойств клеточных линий.

Цель работы — провести сравнительные исследования 
интернализации рекомбинантной имиглюцеразы в перитоне-
альные макрофаги мыши и фибробласты мыши линии L929.

Материалы и методы

Исследуемые образцы. Церезим®, серии 7HV0913, 
C6214H05, 7HV0888 (Джензайм Лтд., Великобритания); Глура-
зим, серии 020416, 011117, 021117 (ООО «МБЦ «Генериум», 
Россия).

Клетки. Перитонеальные макрофаги получали от мышей 
линии BALB/c. Фибробласты мыши L929, линия NCTC clone 929 
(L cell, L-929, derivative of Strain L (ATCC® CCL-1™)).

Получение перитонеальных макрофагов мыши. Перито-
неальные макрофаги получали от мышей линии BALB/c воз-
раста 7–8 недель (НПП «Питомник лабораторных животных» 
ФИБХ РАН, Россия) путем промывания брюшной полости 
фосфатно-солевым буферным раствором, рН 7,2–7,6 (ФБР) 
(«ЭКО-Сервис», Россия, кат. № B-60201). Содержание и уход 
за биологической тест-системой (мыши линии BALB/c) про-
водили в соответствии с нормами и правилами, указанными в 
«Политике работы с животными ООО «МБЦ «Генериум» и Ру-
ководстве по содержанию и использованию лабораторных 
животных1. Исследование одобрено на заседании Комиссии 
по биоэтике ООО «МБЦ «Генериум».

Для снижения адгезии пробирку с суспензией перитоне-
альных клеток держали во льду. Клетки перитонеальной по-
лости мыши осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при 300 g. Осадок ресуспендировали в полной ростовой среде 

1 Белозерцева ИВ, Блинов ДВ, Красильщикова МС, ред. Руководство по содержанию и использованию лабораторных животных. Пер. с англ. 
Изд. 8-е. М.: ИРБИС; 2017. 
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ДМЕМ/Ф12 (Sigma-Aldrich, США, кат. № D8900), содержащей 
10% фетальной сыворотки плода крупного рогатого скота 
(HyClone®, США, кат. № SV30160.03), 1 мМ натрия пирувата 
(Lonza, Швейцария, кат. № BE13-115E), 1,2 г/л бикарбоната нат-
рия (Sigma-Aldrich, США, кат. № S6297), 100 Ед/мл пеницил-
лина и 100 мкг/мл стрептомицина (ООО НПП «ПанЭко», Рос-
сия, кат. № А063). После подсчета клеток с помощью прибора 
Nucleocounter (NucleoCounter® System (Chemometec, Дания)) 
готовили суспензию с концентрацией 5×105 клеток/мл.

Культивирование и получение клеточной суспензии фиб-
робластов мыши линии L929. Фибробласты мыши линии L929 
культивировали во флаконах в полной ростовой среде ДМЕМ/
Ф12. После достижения монослоя клетки с поверхности куль-
турального флакона «снимали» обработкой раствором трип-
син/ЭДТА (Lonza, Швейцария, кат. № BE02-007E), далее готови-
ли суспензию клеток в ростовой среде. После подсчета клеток 
с помощью прибора Nucleocounter готовили суспензию с кон-
центрацией 5×105 клеток/мл.

Приготовление лизатов клеток и оценка специфической 
активности интернализованной рекомбинантной имиглюцера-
зы. В 96-луночный микропланшет с V-образным дном (Costar, 
Corning Incorporated, США, кат. № 3894) вносили по 100 мкл сус-
пензии клеток (5×104 клеток в лунку). Клетки осаждали и в лун-
ки вносили по 50 мкл исследуемых препаратов в последователь-
ных разведениях с шагом 1,2 в ростовой среде ДМЕМ/Ф12 от 
10 000 до 3349 нM, все разведения вносили в трипликатах.

Для каждого препарата готовили дополнительные микро-
планшеты с клетками, которые обрабатывали ледяным глици-
новым буферным раствором состава (%): NaCl — 0,8, KCl — 
0,038, MgCl2 — 0,01, CaCl2 — 0,01, глицин — 0,7, рH 3,0 [10].

Препараты с клетками инкубировали в CO2-инкубаторе 
МСО-20AIC (Sanyo, Япония) при (37,0 ± 0,2) °С в течение 3 ч.

После инкубации клетки 5 раз промывали холодным ФБР 
(рН 7,2–7,6), осадок клеток ресуспендировали в 200 мкл 1% 
раствора тритона Х-100 (AppliChem Panreac, США, кат. № 9002-
93-1) и выдерживали в течение 30 мин при (37,0 ± 0,2) °С. 
Дополнительно клетки подвергали этапу лизиса путем трех-
кратной заморозки — разморозки суспензии. Уровень лизи-
са клеток контролировали микроскопией (микроскоп биоме-
дицинский Nikon ECLIPSE Ti-s, Япония). Полученные лизаты 
осветляли центрифугированием при 350 g в течение 10 мин, 
супернатант (по 20 мкл) переносили в заранее подготовленные 
96-луночные микропланшеты с плоским дном (Costar, Cor-
ning Incorporated, США, кат. № 3599) и добавляли субстрат — 
4-метилумбеллиферил-β-D-глюкопиранозид (AppliChem Pan-
reac, США, кат. № A1273,0500), который при взаимодействии 
с имиглюцеразой образовывал флуоресцирующий продукт — 
4-метилумбеллиферон. В некоторых случаях приготовленные 
клеточные лизаты замораживали и хранили при минус 20 °С 
до проведения анализа.

Сигнал флуоресценции измеряли с помощью спектрофо-
тометра SpectraMax® М3 (Molecular Devices, США) при длине 
волны возбуждения — 365 нм и длине волны эмиссии — 
440 нм.

Активность интернализованного фермента оценивали как 
разницу значений интенсивности сигнала между необрабо-
танными и обработанными глициновым буферным раствором 
клетками в лунках.

Учет и обработку результатов проводили с помощью прог-
раммного обеспечения Excel и GraphPad Prism 6.0 (GraphPad 
Software, Incorporated. США), аппроксимируя полученные дан-

ные 4-параметрической логистической функцией. Активность 
препаратов определяли по значению EC50 (полумаксимальная 
эффективная концентрация, специфическая активность), ко-
торую рассчитывали в автоматическом режиме. Относитель-
ную специфическую активность (А1, %) каждой серии препара-
та Глуразим рассчитывали по формуле (1):

A1 =
EС50 (серия Церезим® стандарт)

100, (1)
EC50 (серия Глуразим)

где EС50 (серия Церезим® стандарт) — полумаксимальная эф-
фективная концентрация (специфическая активность) серии 
препарата Церезим®, выбранного в качестве стандартного;

EC50 (серия Глуразим) — полумаксимальная эффективная 
концентрация (специфическая активность) серии препарата 
Глуразим.

Относительную специфическую активность (А2, %) каждой 
серии препарата Церезим® рассчитывали по формуле (2):

A2 =
EС50 (серия Церезим® стандарт)

100, (2)
EC50 (серия Церезим®)

где EС50 (серия Церезим® стандарт) — полумаксимальная эф-
фективная концентрация (специфическая активность) серии 
препарата Церезим®, выбранного в качестве стандартного;

EC50 (серия Церезим®) — полумаксимальная эффективная 
концентрация (специфическая активность) серии препарата 
Церезим®.

Расчет для каждой серии препарата Глуразим проводили 
относительно каждой из серий референтного препарата (Цере-
зим®), а расчет для серий референтного препарата — относи-
тельно серии референтного препарата, произвольно выбран-
ной в качестве стандартного препарата.

Критериями приемлемости результатов теста были: 1) ко-
эффициент вариации (%, CV) для каждой тестируемой концен-
трации серии Церезим® и испытуемого препарата не должен 
был превышать 15%; 2) коэффициент аппроксимации (R2) 
4-параметрической функции должен был быть не менее 0,95.

Оценка специфичности интернализации рекомбинантной 
имиглюцеразы. В отдельные лунки планшета с клетками вно-
сили препарат в насыщающей концентрации 5000 нM и раствор 
маннана (Sigma-Aldrich, США, кат. № M7504-250MG) в конеч-
ной концентрации 2,5 мг/мл для оценки специфичности ин-
тернализации белка через маннозный рецептор. Дальнейшие 
манипуляции проводили, как описано в подразделе Приготов-
ление лизатов клеток и оценка специфической активности ин-
тернализованной рекомбинантной имиглюцеразы.

Статистическая обработка данных. Массив данных об-
рабатывали с применением программы Gra phPad Prism 6.0 
по рекомендациям, описанным в фармакопее США2, а также 
используя непарный t-критерий Стьюдента3.

Для оценки биоподобия между двумя продуктами исполь-
зовали интервал 80–125% для значений относительной спе-
цифической активности (relative potency) [11, 12].

Результаты и обсуждение

На первом этапе испытуемые препараты Глуразим и Це-
резим® были протестированы на способность проникать 
в перитонеальные макрофаги мыши, поскольку основными 
клетками-мишенями при БГ являются макрофаги. Результаты 
анализа интернализации рекомбинантной имиглюцеразы пред-
ставлены в таблицах 1, 2.

2 Chapter <1034> Analysis of Biological Assays. USP 35–NF 30; 2012.
3 GraphPad Prism User Guide.
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Специфическая активность изучаемых препаратов в лиза-
тах макрофагов была сопоставима. Среднее значение EC50 для 
серий референтного препарата Церезим® составило 8726 ± 
1080 нM, для серий препарата Глуразим — 9349 ± 1025 нM. 
С помощью непарного t-критерия Стьюдента значимых разли-
чий не выявлено (p = 0,2789), что свидетельствует о сопоста-
вимой эффективности их проникновения в клетки (рис. 1).

Относительная специфическая активность трех серий пре-
парата Глуразим, вычисленная относительно каждой из серий 
Церезима®, укладывалась в диапазон 80–125% и варьировала 

от 93,7 до 103,3%. Относительная специфическая активность 
серий референтного препарата Церезим®, рассчитанная отно-
сительно произвольно назначенной серии Церезим® в качестве 
стандарта, варьировала от 96,3 до 99,7%. Данные представле-
ны в таблицах 3, 4.

Известно, что интернализация фермента имиглюцеразы 
может быть снижена при добавлении маннана в культураль-
ную среду, который конкурирует с препаратом за связыва-
ние с маннозными рецепторами [10]. Для подтверждения 
биоподобия референтного и разработанного препаратов 

Таблица 1. Показатели специфической активности (EC
50

) для референтного препарата Церезим® после интернализации 
в клетки перитонеальных макрофагов, полученных от мышей линии BALB/c
Table 1. Specific activity (EC

50
) of the reference product Cerezyme® after internalization in the cells of peritoneal macrophages ob-

tained from BALB/c mice

Серия препарата 
Церезим®

Cerezyme® batch

EC
50

, нМ
EC

50
, nM

Повторность
Replicates Среднее значение ± стандартное отклонение

Mean ± standard deviation
1 2

7HV0913 8539 8606 8573 ± 47

8726 ± 1080C6214H05 10879 8178 9529 ± 1910

7HV0888 8056 8096 8076 ± 28

Таблица 2. Показатели специфической активности (EC
50

) для препарата Глуразим после интернализации в клетки перито-
неальных макрофагов, полученных от мышей линии BALB/c
Table 2. Specific activity (EC

50
) of Glurazim after internalization in the cells of peritoneal macrophages obtained from BALB/c mice

Серия препарата 
Глуразим

Glurazim batch

EC
50

, нМ
EC

50
, nM

Повторность
Replicates

Среднее значение ± стандартное 
отклонение

Mean ± standard deviation1 2 3

020416 9447 10 630 8270 9449 ± 1180

9349 ± 1025011117 8654 11 417 9151 9741 ± 1473

021117 8655 8954 8961 8857 ± 175

Таблица 3. Показатели относительной специфической активности серий препаратов Церезим® и Глуразим после интерна-
лизации в клетки перитонеальных макрофагов, полученных от мышей линии BALB/c
Table 3. Relative potencies of Cerezyme® and Glurazim batches after internalization in the cells of peritoneal macrophages obtained 
from BALB/c mice

Серия препарата 
Глуразим

Glurazim batch

Относительная специфическая активность, %
Relative potency, %

Серия препарата Церезим®

Cerezyme® batches
Среднее значение ± стандартное 

отклонение
Mean ± standard deviation7HV0913* C6214H05* 7HV0888* 

020416 90 102 97 96,3 ± 6,0

011117 98 95 88 93,7 ± 5,1

021117 99 121 90 103,3 ± 15,9
* Специфическая активность серии препарата, используемая как референтная в данном исследовании, принята за 100%.
* The specific activity of the product batch used as the reference in this study is taken as 100%.

Таблица 4. Показатели относительной специфической активности для референтного препарата Церезим® после интерна-
лизации в клетки перитонеальных макрофагов, полученных от мышей линии BALB/c
Table 4. Relative potency of the reference product Cerezyme® after internalization into cells of peritoneal macrophages obtained 
from BALB/c mice

Серия препарата 
Церезим® 

Cerezyme® batch

Относительная специфическая активность, %
Relative potency, %

Серия препарата Церезим®

Cerezyme® batches
Среднее значение ± стандартное 

отклонение
Mean ± standard deviation7HV0913* C6214H05* 7HV0888* 

7HV0913 100 95 94 96,3 ± 3,2

C6214H05 90 100 99 96,3 ± 5,5

7HV0888 98 101 100 99,7 ± 1,5
* Специфическая активность серии препарата, используемая как референтная в данном исследовании, принята за 100%.
* The specific activity of the product batch used as the reference in this study is taken as 100%.
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необходимо было показать, что интернализация изучаемых 
препаратов в одинаковой степени снижается в присутствии 
маннана.

При внесении препаратов Глуразим  и Церезим® в насыща-
ющей концентрации 5000 нM в ростовую среду, содержащую 
маннан в концентрации 2,5 мг/мл, уровень интернализованного 
рекомбинантного фермента как для Глуразима, так и для Цере-
зима® снижался в среднем на 25% (рис. 2).

Таким образом, добавление маннана в культуральную сре-
ду к культуре перитонеальных макрофагов мыши в одинаковой 
степени снижает интернализацию препаратов Глуразим и Це-
резим®, что доказывает сходный механизм их проникновения.

В исследованиях интернализации многими авторами при-
меняются различные клеточные линии, несущие на своей по-
верхности маннозные рецепторы (CD206), например клетки 
линии U937 (гистиоцитарная лимфома человека), NR8383 
(альвеолярные макрофаги крысы) [10, 13, 14]. В представ-
ленной работе была испытана клеточная линия фибробластов 
мыши L929.

Результаты анализа интернализации рекомбинантной ими-
глюцеразы в клетки фибробластов мыши линии L929 пред-
ставлены в таблицах 5, 6.

Относительная специфическая активность трех серий пре-
парата Глуразим, вычисленная относительно каждой из серий 
Церезима®, варьировала от 101 до 112%, при этом уклады-
валась в диапазон 80–125%. Относительная специфическая 
активность серий референтного препарата Церезим® варьиро-
вала от 95,7 до 103,7% (табл. 7, 8). Полученные данные эффек-
тивности проникновения препаратов в клетки фибробластов 
мыши линии L929 хорошо согласуются с данными, полученны-
ми в экспериментах с перитонеальными макрофагами мышей 
как для средних значений EC50, так и для показателей относи-
тельной специфической активности.

Как видно из данных, представленных в таблицах 5 и 6, 
значения специфической ферментативной активности срав-
ниваемых препаратов в лизатах клеток фибробластов мыши 
линии L929 были сопоставимы — 8049 ± 424 нM для рефе-
рентного препарата Церезим® и 7179 ± 476 нM для препарата 

P value = 0.278912000
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Рис. 1. Значения специфической активности для серий препаратов Церезим® и Глуразим после интернализации в клетки 
перитонеальных макрофагов мышей линии BALB/c и оценка значимости различий между препаратами по непарному 
t-критерию Стьюдента.
Fig. 1. Specific activities of Cerezyme® and Glurazim batches after internalization into the cells of peritoneal macrophages from 
BALB/c mice, and evaluation of the significance of the differences between the products using the unpaired Student’s t-test.

8375,0

6288,7

8040,0

6037,2

0,0

1000,0

2000,0

3000,0

4000,0

5000,0

6000,0

7000,0

8000,0

9000,0

10000,0

1 2 3 4

Е
д

и
н
и

ц
ы

 ф
л

уо
р

е
с
ц

е
н
ц

и
и

, 
о

тн
.е

д
.

R
e
la

ti
v
e
 f

lu
o

re
s
c
e
n
c
e
 u

n
it
s
  

Рис. 2. Значения флуоресценции в лизатах клеток перитонеальных макрофагов мыши BALB/c после инкубации клеток с 
препаратами Глуразим и Церезим® в присутствии и отсутствии маннана. (1) Глуразим без маннана; (2) Глуразим с маннаном 
(2,5 мг/мл); (3) Церезим без маннана; (4) Церезим с маннаном (2,5 мг/мл).
Fig. 2. Fluorescence in the lysates of peritoneal macrophages obtained from BALB/c mice after incubation of the cells with Glurazim 
and Cerezyme® with or without mannan. (1) Glurazim without mannan; (2) Glurazim with mannan (2.5 mg/mL); (3) Cerezyme without 
mannan; (4) Cerezyme with mannan (2.5 mg/mL).
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Таблица 5. Показатели специфической активности (EC
50

) для референтного препарата Церезим® после интернализации 
в клетки фибробластов мыши линии L929
Table 5. Specific activity (EC

50
) of the reference product Cerezyme® after internalization into L929 mouse fibroblasts 

Серия препарата 
Церезим®

Cerezyme® batch

EC
50

, нМ
EC

50
, nM

Повторность
Replicates Среднее значение ± стандартное отклонение

Mean ± standard deviation
1 2

7HV0913 7497 8061 7779 ± 399

8049 ± 424C6214H05 7847 8273 8060 ± 301

7HV0888 7880 8737 8309 ± 606

Таблица 6. Показатели специфической активности (EC
50

) для препарата Глуразим после интернализации в клетки фибро-
бластов мыши линии L929
Table 6. Specific activity (EC

50
) of Glurazim after internalization into L929 mouse fibroblasts

Серия препарата 
Глуразим 

Glurazim batch

EC
50

, нМ
EC

50
, nM

Повторность
Replicates Среднее значение ± стандартное отклонение

Mean ± standard deviation
1 2 3

020416 7199 8036 7880 7705 ± 445

7179 ± 476011117 7102 6855 6800 6719 ± 161

021117 7195 6797 6751 6914 ± 244

Таблица 7. Показатели относительной специфической активности серий препаратов Церезим® и Глуразим после интерна-
лизации в клетки фибробластов мыши линии L929
Table 7. Relative potencies of Cerezyme® and Glurazim batches after internalization into L929 mouse fibroblasts

Серия препарата 
Глуразим

Glurazim batch

Относительная специфическая активность, %
Relative potency, %

Серия препарата Церезим®

Cerezyme® batches Среднее значение ± стандартное отклонение
Mean ± standard deviation

7HV0913* C6214H05* 7HV0888* 

020416 104 98 102 101,0 ± 3,1

011117 106 114 116 112,0 ± 5,3

021117 104 115 117 112,0 ± 7,0
* Специфическая активность серии препарата, используемая как референтная в данном исследовании, принята за 100%.
* The specific activity of the product batch used as the reference in this study is taken as 100%.

Таблица 8. Показатели относительной специфической активности для референтного препарата Церезим® после интерна-
лизации в клетки фибробластов мыши линии L929
Table 8. Relative potency of the reference product Cerezyme® after internalization into L929 mouse fibroblasts

Серия препарата 
Церезим® 

Cerezyme® batch

Относительная специфическая активность, %
Relative potency, %

Серия препарата Церезим®

Cerezyme® batches Среднее значение ± стандартное отклонение
Mean ± standard deviation

7HV0913* C6214H05* 7HV0888* 

7HV0913 100 103 108 103,7 ± 4,0

C6214H05 97 100 106 101,0 ± 4,6

7HV0888 92 95 100 95,7 ± 4,0
* Специфическая активность серии препарата, используемая как референтная в данном исследовании, принята за 100%.
* The specific activity of the product batch used as the reference in this study is taken as 100%.

Глуразим. С помощью непарного t-критерия Стьюдента выяв-
лены статистически значимые различия (p = 0,0031), не превы-
шающие 12% (рис. 3).

Оценивали влияние маннана на интернализацию реком-
бинантного фермента в клетки фибробластов мыши линии 
L929. Установлено, что при концентрации препаратов Глуразим 

и Церезим® 5000 нM и маннана в ростовой среде 2,5 мг/мл ин-
тернализация фермента снижалась в среднем на 51% (рис. 4). 
Результаты согласуются с данными, полученными при при-
менении перитонеальных макрофагов, и подтверждают меха-
низм проникновения фермента через маннозный рецептор.

Ранее нами было показано, что клеточная линия L929 экс-
прессирует и маннозо-6-фосфатный рецептор (M6P) (дан-

ные не представлены). Однако добавление натриевой соли 
D-маннозы-6-фосфата к культуральной среде не влияло на 
интернализацию рекомбинантной имиглюцеразы, что под-
тверждает механизм интернализации через маннозный рецеп-
тор и согласуется с результатами, полученными B. Brumshtein 
с соавт. [8].

Заключение

Проведенное исследование подтвердило биоподобие пре-
парата Глуразим в отношении референтного препарата Цере-
зим® на двух типах клеток. При использовании перитонеаль-
ных макрофагов мыши значения специфической активности 
составили по трем сериям для препарата Церезим® 8726 ± 
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1080 нМ и для препарата Глуразим 9349 ± 1025 нМ, а при 
применении фибробластов мыши линии L929 — 8049 ± 424 
и 7179 ± 476 нМ соответственно.

Значения специфической активности для препарата Глу-
разим не выходят за пределы допустимого диапазона (80–
125%).

Экспериментально показано, что имиглюцераза проникает 
в перитонеальные макрофаги мыши и в клетки фибробластов 
мыши линии L929 по сходному механизму — путем взаимо-
действия с маннозным рецептором (CD206) и ее последующей 
интернализацией, а эффективность этого процесса, опреде-
ленная по абсолютным значениям ферментативной актив-
ности в лизатах клеток, также сопоставима, что позволяет 
рекомендовать фибробласты мыши линии L929 для изучения 
CD206-опосредованной интернализации молекул. Применение 
клеточной линии позволит не только минимизировать исполь-
зование лабораторных животных в экспериментах, но и полу-
чать более воспроизводимые результаты ввиду более стандар-
тизируемых свойств клеточных линий.

Вклад авторов. И. В. Лягоскин — идея, планирование 
исследования, выполнение отдельных этапов эксперимен-
тальных работ с культурой перитонеальных макрофагов 
и фибробластами мыши линии L929, интерпретация ре-
зультатов исследования, написание, доработка текста; 
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