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(57) Ðåôåðàò:
Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè.

Ïðåäëîæåí ñïîñîá î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà
÷åëîâåêà èç ðåêîìáèíàíòíîé êóëüòóðû,
ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà,
âêëþ÷àþùèé ïðîâåäåíèå àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè è îáðàùåííî-ôàçîâîé
âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè
(ÎÔ-ÂÝÆÕ). Àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  âêëþ÷àåò
àäñîðáöèþ êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí
áåòà, íà óðàâíîâåøåííîé õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
êîëîíêå, ïðîìûâàíèå êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì
áóôåðíûì ðàñòâîðîì À ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì
30-60 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë , è ïðîìûâî÷íûì

áóôåðíûì ðàñòâîðîì Â ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì
10-30 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl, ñ
ýëþöèåé ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà
÷åëîâåêà, áóôåðíûì ðàñòâîðîì ñ ðÍ 6,5-7,5,
ñîäåðæàùèì 40-60 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì
NaCl. Ïîëó÷åííûé ðàñòâîð ïîäâåðãàþò
äèàôèëüòðàöèè è îñóùåñòâë þò ÎÔ-ÂÝÆÕ,
ýëþèðó  èíòåðôåðîíñîäåðæàùóþ ôðàêöèþ
ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèé ýòàíîëà îò 30-50% äî 65-
90% ïðè ðÍ 2-5, ñ ïîñëåäóþùèì
êîíöåíòðèðîâàíèåì è ãåëü-ôèëüòðàöèåé ïðîäóêòà.
Ïîëó÷àåìûé èíòåðôåðîí áåòà õàðàêòåðèçóåòñ 
âûñîêîé ñòåïåíüþ ÷èñòîòû (99%) ïðè óïðîùåíèè
òåõíîëîãèè âûäåëåíè . 3 ç.ï. ô-ëû, 4 èë.
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(54) METHOD OF PURIFYING HUMAN INTERFERON BETA

(57) Abstract: 
FIELD: chemistry, biochemistry.
SUBSTANCE: invention relates to biotechnology.

Method of purifying human interferon beta from a
recombinant culture containing human interferon
beta, which includes carrying out affinity
chromatography and is treated to phase high-
efficiency liquid chromatography (HELC). Affinity
chromatography adsorption of the culture, which
contains interferon beta, in a balanced
chromatograph column, rinsing the column using a
liquid buffering solution A with a pH 6.5-7.5,
containing 30-60 wt % of propylene-glycol, and
liquid buffering solution B with a pH 6.5-7.5,

containing 10-30 wt % of propylene-glycol and 1-2
M NaCl, with elusion fraction, containing human
interferon beta, with a buffering solution with
pH 6.5-7.5, containing 40-60 wt % propylene-
glycol and 1-2 M NaCl. Solution obtained is
subjected to diafiltration and phase HELC is
carried out, elute the interferon-containing
fraction with a gradient of concentrated ethanol
from 30-50% to 65-90% with a pH 2.5, followed by
concentration and gel-filtration of the product.

EFFECT: obtaining interferon beta
characterised with a high level of purity (99%)
with a simplified method of separation.

4 cl, 5 dwg, 4 ex
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Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáà î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà ÷åëîâåêà èç

êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, ñ èñïîëüçîâàíèåì
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè.

Óðîâåíü òåõíèêè
Èíòåðôåðîíû â øèðîêîì ñìûñëå ñëîâà  âë þòñ  âíåêëåòî÷íûìè ìåññåíæåðàìè,

îïîñðåäóþùèìè ðåàêöèîííóþ ñïîñîáíîñòü îðãàíèçìà-õîç èíà, è ýâîëþöèîííî
êîíñåðâàòèâíûìè ñåìåéñòâàìè áåëêîâ, êîòîðûå âûäåë þòñ  â îòíîñèòåëüíî íåáîëüøèõ
êîëè÷åñòâàõ èç êëåòîê. Èíòåðôåðîíû îñâîáîæäàþòñ  èç ïðîäóöèðóþùèõ èíòåðôåðîíû
êëåòîê â îòâåò íà ñòèìóë öèþ âèðóñàìè, äâóõöåïî÷å÷íûìè ÐÍÊ, ðàçëè÷íûìè
ìèêðîîðãàíèçìàìè èëè öèòîêèíàìè, òàêèìè êàê ôàêòîð íåêðîçà îïóõîëåé (TNF) èëè
èíòåðëåéêèí 1 (IL1), è çàòåì ñâ çûâàþòñ  ñ ðåöåïòîðàìè èíòåðôåðîíà, ëîêàëèçîâàííûìè
íà ïîâåðõíîñòè ñîñåäíèõ êëåòîê. Ïîñëå ýòîãî èíòåðôåðîíû èíäóöèðóþò ñèíòåç ðàçëè÷íûõ
áåëêîâ, òàê ÷òî ðåàêöèîííà  ñïîñîáíîñòü è ãîìåîñòàç îðãàíèçìà-õîç èíà ïîääåðæèâàþòñ 
çà ñ÷åò ïîñëåäîâàòåëüíîé ïåðåäà÷è ñèãíàëà êëåòêàìè. Òàêèì îáðàçîì, èíòåðôåðîíû
äåéñòâóþò â îðãàíèçìå êàê àíòèâèðóñíûå, àíòèïðîëèôåðàòèâíûå è èììóííûå ñèãíàëüíûå
áåëêè è îáëàäàþò ïð ìûì àíòèïðîëèôåðàòèâíûì äåéñòâèåì íà ðàêîâûå êëåòêè,
âñëåäñòâèå ÷åãî ïðèâëåêàþò ïðèñòàëüíîå âíèìàíèå êàê òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû [Postka
S., Langer J. A. and Zoon Ê. Ñ (1987) Interferons and their actions, Annu. Rev.
Biochem. 56:727-777].

Èíòåðôåðîíû ïðèíàäëåæàò ê êëàññó ñïèðàëüíûõ ôèçèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ.
Ñîãëàñíî ôèçèêî-õèìè÷åñêèì õàðàêòåðèñòèêàì è ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâíîñòè âûäåë þò
äâà êëàññà èíòåðôåðîíîâ: òèï 1 è 2. Èíòåðôåðîíû àëüôà, áåòà, òàó è ýïñèëîí  âë þòñ 
ïðåäñòàâèòåë ìè èíòåðôåðîíîâ òèïà 1 [Weissman Ñ and Weber Í. (1986) The Interferon
genes, Prog. Nucleic Acid Res. Mol. Biol. 33:251-300], à èíòåðôåðîí ãàììà  âë åòñ 
ïðåäñòàâèòåëåì èíòåðôåðîíîâ òèïà 2. Ñðåäè íèõ èíòåðôåðîíû áåòà, îòíîñ ùèåñ  ê
èíòåðôåðîíàì òèïà 1,  âë þòñ  áåëêàìè, äåìîíñòðèðóþùèìè âèäîâóþ ñïåöèôè÷íîñòü.
Èíòåðôåðîíû áåòà òàêæå íàçûâàþò èíòåðôåðîíàìè ôèáðîáëàñòîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ èõ
èñòî÷íèêîì è ðÍ2-ñòàáèëüíûìè èíòåðôåðîíàìè ñîãëàñíî èõ áèîëîãè÷åñêèì
õàðàêòåðèñòèêàì. Èíòåðôåðîíû áåòà ñâ çûâàþòñ  ñ òåìè æå ðåöåïòîðàìè íà ïîâåðõíîñòè
êëåòîê, ÷òî è èíòåðôåðîíû àëüôà, ïðèíàäëåæàùèå ê èíòåðôåðîíàì òèïà 1, è çàòåì
èíäóöèðóþò òðàíñêðèïöèþ àíòèâèðóñíûõ ôàêòîðîâ â îòâåò íà àêòèâàöèþ ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñèãíàëüíûõ ñèñòåì êëåòêè.

Èíòåðôåðîíû áåòà ïðåäñòàâë þò ñîáîé ãëèêîïðîòåèíû (îêîëî 20% ñàõàðíûõ îñòàòêîâ) ñ
ìîëåêóë ðíîé ìàññîé îêîëî 20 êÄà è îäíîöåïî÷å÷íûå áåëêè, ñîñòî ùèå èç 166
àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. Èçâåñòíî, ÷òî îäèí ó÷àñòîê N-ãëèêîçèëèðîâàíè  èãðàåò ðîëü â
óâåëè÷åíèè ñòàáèëüíîñòè èëè ðàñòâîðèìîñòè, ò.å. â óëó÷øåíèè ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ
ôóíêöèé, ñêîðåå, ÷åì ó÷àñòâóåò â áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè èëè àíòèãåííîñòè [Karpusas
Ì., Whytty A., Runkel L, and Hochman P. The structure of human interferon-β: implications
for activity CMLS, 54:1203-1216 1998].

Äîñòèæåíè  â ãåíåòè÷åñêîé ðåêîìáèíàíòíîé òåõíîëîãèè ñäåëàëè âîçìîæíûì
îïðåäåëåíèå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè èíòåðôåðîíà áåòà ÷åëîâåêà, à òàêæå
êëîíèðîâàíèå è ýêñïðåññèþ èíòåðôåðîíà áåòà ÷åëîâåêà â Å. coli [Taniguchi, Gene 10:11-
15, 1980]. Áîëåå òîãî, ñîîáùàëîñü òàêæå îá ýêñïðåññèè èíòåðôåðîíà áåòà â êëåòêàõ
 è÷íèêîâ êèòàéñêîãî õîì ÷êà (Chinese hamster ovary (ÑÍÎ) cells) [USP4,966,843,
USP5,376,567 è USP5,795,779].

Â íàñòî ùåå âðåì  èíòåðôåðîíû áåòà ïðîèçâîä òñ  ïî òåõíîëîãèè ãåíåòè÷åñêîé
ðåêîìáèíàöèè è êîììåð÷åñêè äîñòóïíû ïîä òîðãîâûìè íàçâàíè ìè Betaseron®, Avonex® è
Rebif®. Èçâåñòíî, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûå èíòåðôåðîíû áåòà  âë þòñ  ýôôåêòèâíûìè â
çàìåäëåíèè ðàçâèòè  ðàññå ííîãî ñêëåðîçà ó ïàöèåíòîâ ñ ñèìïòîìàìè çàáîëåâàíè  è â
ñí òèè áîëåâîãî ñèíäðîìà ïðè áîëåçíè. Áîëåå òîãî, ðåêîìáèíàíòíûå èíòåðôåðîíû áåòà
øèðîêî èñïîëüçóþòñ  êàê òåðàïåâòè÷åñêèå àãåíòû ïðè ðàññå ííîì ñêëåðîçå è â òî æå
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âðåì   âë þòñ  ýôôåêòèâíûìè â íåñïåöèôè÷åñêîé ðåãóë öèè èììóííîãî îòâåòà ÷åëîâåêà,
èììóííîãî îòâåòà íà âèðóñíûå èíôåêöèè è â ïîäàâëåíèè ïðîëèôåðàöèè ðàêîâûõ êëåòîê.

Äîñòóïíûå â íàñòî ùåå âðåì  òåõíîëîãèè î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíûõ èíòåðôåðîíîâ áåòà,
ýêñïðåññèðóåìûõ â êëåòêàõ ÑÍÎ, ñîñòî ò èç 3-5 ïðîöåäóð î÷èñòêè, âêëþ÷à  ïåðâè÷íóþ
î÷èñòêó ìåòîäîì àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè (USP4,278,661, USP4,289,689, USP4,541,952,
USP4,808,523 è ò.ä.), ìåòàëë-õåëàòíóþ õðîìàòîãðàôèþ (USP4,257,938, USP4,359,389,
USP4,541,952, USP5,244,655 è ò.ä.), õðîìàòîãðàôèþ íà ïîðèñòîì ñòåêëå ñ êîíòðîëèðóåìûì
ðàçìåðîì ïîð (CPG, controlled pore glass chromatography) (USP4,359,389, USP5,066,786,
USP5,244,655 è ò.ä.), èëè õðîìàòîãðàôèþ íà Êîíêàíàâàëèíå À (USP4,289,689,
USP4,658,017 è ò.ä.) ñ ïîñëåäóþùåé êàòèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèåé èëè îáðàùåííî-
ôàçîâîé õðîìàòîãðàôèåé.

Â îïèñàííûõ âûøå îáû÷íûõ òåõíîëîãè õ î÷èñòêè ìåòàëë-õåëàòíà  õðîìàòîãðàôè 
ìîæåò ïðèâåñòè ê çàãð çíåíèþ îêðóæàþùåé ñðåäû èç-çà èñïîëüçîâàíè  ò æåëûõ ìåòàëëîâ.
Õðîìàòîãðàôè  íà ïîðèñòîì ñòåêëå èëè õðîìàòîãðàôè  íà Êîíêàíàâàëèíå À îáëàäàåò
íèçêîé ñïåöèôè÷íîñòüþ. Òî åñòü õðîìàòîãðàôè  íà Êîíêàíàâàëèíå À îñíîâàíà íà
èçáèðàòåëüíîì ñâ çûâàíèè ìíîãèõ ñîäåðæàùèõ ñàõàðà áåëêîâ, êîòîðûå ïðèñóòñòâóþò â
êóëüòóðå êëåòîê ÑÍÎ, ÷òî ïðèâîäèò ê íèçêîé ñïåöèôè÷íîñòè. Õðîìàòîãðàôè  íà ïîðèñòîì
ñòåêëå ïîçâîë åò ïðîèçâîäèòü ðàçäåëåíèå ìîëåêóë ïî ðàçìåðó ïîñëå ñâ çûâàíè  ñ áåëêîì.
Îäíàêî ýôôåêòèâíîñòü ðàçäåëåíè  è ÷èñòîòà èíòåðôåðîíîâ áåòà íèæå, ÷åì ïðè àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè (íàïðèìåð, ïðè õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ñ Blue-Ñåôàðîçîé).

Áîëåå òîãî, îáû÷íûå òåõíîëîãèè î÷èñòêè ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè
âêëþ÷àþò ïðîìûâàíèå è ýëþöèþ ñ ýòèëåíãëèêîëåì ñ èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ
àíòèòåë è/èëè ñìîë, ñîäåðæàùèõ êðàñèòåëè. Îäíàêî àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë òðåáóåò îòäåëüíîé ñòàäèè óäàëåíè 
íåãëèêîçèëèðîâàííîé ôîðìû èíòåðôåðîíà áåòà, ÷òî äåëàåò ìàññîâîå ïðîèçâîäñòâî
çàòðóäíèòåëüíûì. Â ÷àñòíîñòè, èñïîëüçóåìûé äë  ïðîìûâàíè  è ýëþöèè ýòèëåíãëèêîëü
 âë åòñ  î÷åíü òîêñè÷íûì äë  îðãàíèçìà, ÷òî îãðàíè÷èâàåò ïðèìåíåíèå ýòîãî ñïîñîáà
î÷èñòêè.

Â òî æå âðåì  U.S. Patent No. 4,483,849 ðàñêðûâàåò ñïîñîá î÷èñòêè è ñòàáèëèçàöèè
èíòåðôåðîíà áåòà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîïèëåíãëèêîë  âìåñòî òîêñè÷íîãî ýòèëåíãëèêîë 
ïðè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè. Ñïîñîá, ðàñêðûâàåìûé â ýòîì ïàòåíòíîì äîêóìåíòå,
âêëþ÷àåò íàíåñåíèå èíòåðôåðîí-ñîäåðæàùåé êóëüòóðû íà àôôèííóþ êîëîíêó ñ
êðàñèòåëåì, òàêóþ êàê óðàâíîâåøåííûé Affi-Gel Blue, ïðîìûâàíèå êîëîíêè 1,0 Ì áóôåðîì
NaCl/PO4 è 1,0 Ì áóôåðîì NaCl/PO4, ñîäåðæàùèì 40% ïðîïèëåíãëèêîë , è çàòåì ýëþöèþ
èíòåðôåðîíà 50% ïðîïèëåíãëèêîëåì. Õîò  îïèñûâàåìûé â ýòîì ïàòåíòíîì äîêóìåíòå
ïðîöåññ âêëþ÷àåò ïðîìûâêó êîëîíêè è ýëþöèþ, ïèê æåëàåìîãî êîíå÷íîãî ïðîäóêòà è ïèê
çàãð çíåíèé íàêëàäûâàþòñ  äðóã íà äðóãà, ÷òî ïðèâîäèò ê ñíèæåíèþ ÷èñòîòû ïðîäóêòà.

Ðàñêðûòèå èçîáðåòåíè 
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò ñïîñîá î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà, êîòîðûé

âêëþ÷àåò ïîëó÷åíèå ñ âûñîêîé ÷èñòîòîé ïðîäóêòà ïåðâè÷íîé î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà ñ
ïîìîùüþ óñèëåííîé àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ñ èñïîëüçîâàíèåì íåòîêñè÷íîãî
ïðîïèëåíãëèêîë  ñ ïîñëåäóþùåé îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèåé (ÎÔ-ÂÝÆÕ).

Òàêèì îáðàçîì, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäëàãàåò ñïîñîá î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà
÷åëîâåêà èç ðåêîìáèíàíòíîé êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà,
âêëþ÷àþùèé ïðîâåäåíèå àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è ÎÔ-ÂÝÆÕ, êîòîðà  âêëþ÷àåò
ïðîìûâêó è ýëþöèþ ñïåöèôè÷åñêèì áóôåðíûì ðàñòâîðîì.

Ñîãëàñíî îäíîìó èç àñïåêòîâ íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  ïðåäëàãàåòñ  ñïîñîá î÷èñòêè
èíòåðôåðîíà áåòà ÷åëîâåêà èç êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà
÷åëîâåêà, ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è ÎÔ-ÂÝÆÕ, ïðè êîòîðîì àôôèííà 
õðîìàòîãðàôè  âêëþ÷àåò: àäñîðáöèþ êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, íà
ïðåäâàðèòåëüíî óðàâíîâåøåííóþ êîëîíêó äë  àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè, ïîñëåäóþùóþ
ïðîìûâêó êîëîíêè áóôåðíûì ðàñòâîðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè , ïðîìûâêó êîëîíêè
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ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì À ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 30-60% (ïî âåñó)
ïðîïèëåíãëèêîë  è ïðîìûâêó êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì Â ñ ðÍ 6,5-7,5,
ñîäåðæàùèì 10-30% (ïî âåñó) ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl; è ýëþöèþ ñîäåðæàùåé
èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà ôðàêöèè áóôåðíûì ðàñòâîðîì ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 40-
60% (ïî âåñó) ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl.

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ íåëèìèòèðóþùèå ïðèìåðû êóëüòóðû,
ñîäåðæàùåé ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, èñïîëüçóåìûå â êà÷åñòâå
îáðàçöà, âêëþ÷àþò ïðîäóöèðóþùèå èíòåðôåðîí áåòà êëåòêè è øòàììû. Íàïðèìåð,
ñîäåðæàùà  ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà êóëüòóðà ìîæåò áûòü ïîëó÷åíà
èçâåñòíûì ìåòîäîì, îïèñûâàåìûì â Carter and Horoszewicz, Pharm. Ther. 8, 359-377,
1980; Strander and Cantell, Ann. Med. Exp.Fenn. 44, 265-273, 1966; Wheelock, Science,
149, 310-311, 1965, è òîìó ïîäîáíîå. Ïðåäïî÷òèòåëüíî êóëüòóðà, ñîäåðæàùà 
ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà,  âë åòñ  áåññûâîðîòî÷íîé êóëüòóðîé,
ïîëó÷åííîé èç ïðîäóöèðóþùèõ èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà ðåêîìáèíàíòíûõ êëåòîê
 è÷íèêîâ êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ).

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èñïîëüçóåìà  äë  àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè õðîìàòîãðàôè÷åñêà  êîëîíêà ìîæåò áûòü îáû÷íîé àôôèííîé êîëîíêîé ñ
êðàñèòåëåì, íàïðèìåð êîëîíêîé (íàïðèìåð, êîëîíêîé ÕÊ-50 column, Amersham biosciences,
Sweden), çàïîëíåííîé Blue-Sepharose 6 (Amersham biosciences, Sweden), èëè êîëîíêîé
Affi-Gel Blue (Bio-Rad, America). Áóôåðíûé ðàñòâîð äë  óðàâíîâåøèâàíè  êîëîíêè äë 
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ìîæåò áûòü áóôåðíûì ðàñòâîðîì íàòðèé-ôîñôàò-ÝÄÒÀ (ðÍ
îêîëî 7,2). Àôôèííà  êîëîíêà ìîæåò áûòü óðàâíîâåøåíà 3 îáúåìàìè êîëîíêè (CV)
áóôåðíîãî ðàñòâîðà äë  óðàâíîâåøèâàíè , íàïðèìåð, ïðè ëèíåéíîé ñêîðîñòè îêîëî 15-30
ñì/÷àñ.

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  âêëþ÷àåò
àäñîðáöèþ êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà, íà óðàâíîâåøåííîé àôôèííîé
êîëîíêå è óäàëåíèå íåñïåöèôè÷åñêè ñâ çàííîãî áåëêà ïóòåì ïðîìûâêè áóôåðíûì
ðàñòâîðîì äë  óðàâíîâåøèâàíè .

Àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  òàêæå âêëþ÷àåò ìíîãîñòóïåí÷àòóþ ïðîìûâêó, òî åñòü
ïðîìûâêó êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì À ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 30-60%
(ïî âåñó) ïðîïèëåíãëèêîë  è ïðîìûâêó êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì Â ñ ðÍ
6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 10-30% (ïî âåñó) ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl. Ïðåäïî÷òèòåëüíî
àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  òàêæå âêëþ÷àåò ïðîìûâêó êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì ðàñòâîðîì Ñ ñ
ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 1-2 Ì NaCl. Ïðåäïî÷òèòåëüíî êàæäà  ïðîìûâêà ïðîâîäèòñ  ñ
èñïîëüçîâàíèåì 2-4 îáúåìîâ êîëîíêè (CV) êàæäîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ íåò îãðàíè÷åíèé â ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
èñïîëüçîâàíè  ïðîìûâî÷íûõ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ. Íàïðèìåð, ïðîìûâêà ìîæåò áûòü
ïðîâåäåíà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà À è çàòåì ïðîìûâî÷íîãî
áóôåðíîãî ðàñòâîðà Â èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Â, à çàòåì
ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà À. Êðîìå òîãî, ïðîìûâêà ìîæåò áûòü ïðîâåäåíà ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà À, ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà
Ñ è çàòåì ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Â èëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâî÷íîãî
áóôåðíîãî ðàñòâîðà Â, ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Ñ è çàòåì ïðîìûâî÷íîãî
áóôåðíîãî ðàñòâîðà À. Ïðîìûâêà ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà À
ýôôåêòèâíî óäàë åò çàãð çíåíè  ñ âûñîêîé ãèäðîôîáíîñòüþ, ïðîìûâêà ñ ïîìîùüþ
ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Ñ óäàë åò ãèäðîôèëüíûå çàãð çíåíè , à ïðîìûâêà ñ
ïîìîùüþ ïðîìûâî÷íîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà Â óäàë åò áåëêîâûå ïðèìåñè.

Ñí òèå èíòåðôåðîíà áåòà ñ êîëîíêè ìîæåò áûòü îñóùåñòâëåíî ïóòåì ýëþöèè ôðàêöèè,
ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, áóôåðíûì ðàñòâîðîì ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì
40-60% (ïî âåñó) ïðîïèëåíãëèêîë , ïðåäïî÷òèòåëüíî 50% (ïî âåñó), è 1-2 Ì NaCl.

Ïðåäïî÷òèòåëüíî êàæäûé èñïîëüçóåìûé äë  ïðîìûâêè èëè ýëþöèè áóôåð ìîæåò áûòü
íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì èëè êàëèé-ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì.

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðîìûâêà áóôåðíûì ðàñòâîðîì,
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ñîäåðæàùèì îêîëî 50% ïðîïèëåíãëèêîë , ïîçâîë åò ýôôåêòèâíî óäàëèòü ïèêè
çàãð çíåíèé â îòëè÷èå îò ñïîñîáà, ðàñêðûâàåìîãî â U.S. Patent No. 4,483,849, â
êîòîðîì ïðîìûâêà è ýëþöè  ïðîâîä òñ  ñòóïåí÷àòûì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè
ïðîïèëåíãëèêîë .

Â ñïîñîáå î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âñëåä çà âûøåîïèñàííîé àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèåé ïðîâîäèòñ  ÎÔ-ÂÝÆÕ. Ïðåäïî÷òèòåëüíî äî ïðîâåäåíè  ÎÔ-ÂÝÆÕ
ïîëó÷åííûé ïðè ýëþöèè ïðè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ðàñòâîð ïîäâåðãàþò
äèàôèëüòðàöèè íà ìåìáðàíå äë  óëüòðàôèëüòðàöèè ñ ïðåäåëîì ïðîïóñêàíè  ïî
ìîëåêóë ðíîìó âåñó 10000. Ïðè äèàôèëüòðàöèè èíòåðôåðîí áåòà ñ îòíîñèòåëüíî âûñîêîé
êîíöåíòðàöèåé ñîëè ìîæåò áûòü äîâåäåí äî ïîäõîä ùåé êîíöåíòðàöèè ñîëè.

ÎÔ-ÂÝÆÕ ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì: îáðàçåö, ïîëó÷åííûé ïîñëå äèàôèëüòðàöèè,
íàíîñèëè íà êîëîíêó, è çàòåì ôðàêöèþ, ñîäåðæàùóþ èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà,
ýëþèðîâàëè ïðè ðÍ 2-5 ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè ýòàíîëà, ñîäåðæàùèì HCl. Áîëåå
ïîäðîáíî, êîëîíêó óðàâíîâåøèâàëè 0,1% HCl, ñîäåðæàùèì 0,1-20%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 5%
èëè ìåíåå ïðîïèëåíãëèêîë , ïîñëå ÷åãî îáðàçåö, ïîëó÷åííûé ïóòåì äèàôèëüòðàöèè,
ñîäåðæàùèé 0,1-20%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 5% èëè ìåíåå ïðîïèëåíãëèêîë , íàíîñèëñ  íà
êîëîíêó. Çàòåì êîëîíêó ïðîìûâàëè 0,1% ÍÑ1, è ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå èíòåðôåðîí áåòà,
ýëþèðîâàëè ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè îò 30-50%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 45%
ýòàíîëà, ñîäåðæàùåãî 0,1% HCl äî 65-90%, ïðåäïî÷òèòåëüíî 70% ýòàíîëà, ñîäåðæàùåãî
0,1% HCl.

Êîëîíêà äë  ÎÔ-ÂÝÆÕ ìîæåò áûòü Protein Ñ4 (ðàçìåð ÷àñòèö - 10 ìêì, ðàçìåð ïîð -
30 Å, Vydac) è ìîæåò áûòü óðàâíîâåøåíà ïðèìåðíî 5 CV 0,1% ðàñòâîðà ÍÑ1, ñîäåðæàùåãî
ïðîïèëåíãëèêîëü. Ïðè ÎÔ-ÂÝÆÕ îáðàçåö, ïîëó÷åííûé ïðè äèàôèëüòðàöèè, ïðîïóñêàëè
÷åðåç óðàâíîâåøåííóþ êîëîíêó ïðè ïîäõîä ùåé ñêîðîñòè ïîòîêà, ïðîìûâàëè 3 CV èëè
áîëåå áóôåðíûì ðàñòâîðîì 0,1% HCl è ýëþèðîâàëè ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèè
ýòàíîëà îáúåìîì ïðèìåðíî 10-20 CV, ñîäåðæàùåãî 0,1% ÍÑ1, ÷òîáû òàêèì îáðàçîì
ðàçäåëèòü áåëêîâûå ïðèìåñè è öåëåâûå áåëêè.

Âî ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà, ïîëó÷åííîé ïîñðåäñòâîì ÎÔ-ÂÝÆÕ, ìîæåò
áûòü çàòåì ïðîâåäåíà çàìåíà íà íîâûé áóôåðíûé ðàñòâîð. Çàìåíà íà íîâûé áóôåðíûé
ðàñòâîð ìîæåò îñóùåñòâë òüñ  ïîñðåäñòâîì ãåëü-ôèëüòðàöèè èëè êîíöåíòðèðîâàíè  è
äèàôèëüòðàöèè.

Íàïðèìåð, â ñëó÷àå ïðîâåäåíè  ãåëü-ôèëüòðàöèè ôðàêöèè, ñîäåðæàùèå èíòåðôåðîí
áåòà, ïîëó÷åííûå ïðè ÎÔ-ÂÝÆÕ, êîíöåíòðèðóþò äî, íàïðèìåð, îêîëî 200-1000 ìêã/ìë,
äèàëèçóþò ïðîòèâ 10-50 ìÌ íàòðèé-àöåòàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ðÍ 3,5~5,5) è
íàíîñ ò íà õðîìàòîãðàôè÷åñêóþ êîëîíêó äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè (íàïðèìåð, Sephacryl S-200,
Amersham biosciences), óðàâíîâåøåííóþ 10-50 ìÌ, ïðåäïî÷òèòåëüíî 20 ìÌ íàòðèé-
àöåòàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ðÍ 3,5~5,5). Çàòåì 10-50 ìÌ íàòðèé-àöåòàòíûé
áóôåðíûé ðàñòâîð (ðÍ 3,5-5,5) ïðîïóñêàþò ÷åðåç êîëîíêó ïðè ïîäõîä ùåé ñêîðîñòè
ïîòîêà, îáåñïå÷èâà , òàêèì îáðàçîì, ñìåíó ðàñòâîðà èñêîìûõ áåëêîâ è îòäåëåíèå è
óäàëåíèå ïîëèìåðîâ.

Áëîê-ñõåìà, èëëþñòðèðóþùà  ñïîñîá î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïîêàçàíà íà
ôèãóðå 1.

Êðàòêîå îïèñàíèå ôèãóð
Ôèãóðà 1 ïðåäñòàâë åò ñîáîé áëîê-ñõåìó ñïîñîáà î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ.
Ôèãóðà 2 ïðåäñòàâë åò ñîáîé Ñ4 ÎÔ-ÂÝÆÕ (îáðàùåííî-ôàçîâà  âûñîêîýôôåêòèâíà 

æèäêîñòíà  õðîìàòîãðàôè ) àíàëèòè÷åñêóþ õðîìàòîãðàììó èíòåðôåðîíà áåòà,
ýëþèðóåìîãî ïðè àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ñîãëàñíî ñïîñîáó î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ.

Ôèãóðà 3 ïðåäñòàâë åò ñîáîé Ñ4 ÎÔ-ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêóþ õðîìàòîãðàììó èíòåðôåðîíà
áåòà, ýëþèðóåìîãî áåç ïðîìûâêè ñ 50% ïðîïèëåíãëèêîë .

Ôèãóðû 4À è 4Â ïðåäñòàâë þò ñîáîé ñîîòâåòñòâåííî Ñ4 ÎÔ-ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêóþ
õðîìàòîãðàììó áóôåðíîãî ðàñòâîðà äë  ãåëü-ôèëüòðàöèè è Ñ4 ÎÔ-ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêóþ
õðîìàòîãðàììó ðàñòâîðà, ýëþèðóåìîãî ïîñëå ãåëü-ôèëüòðàöèè.
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Îñóùåñòâëåíèå èçîáðåòåíè 
Äàëåå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî áîëåå äåòàëüíî ñ ïîìîùüþ ïðèìåðîâ.

Îäíàêî íèæåñëåäóþùèå ïðèìåðû ïðèâîä òñ  èñêëþ÷èòåëüíî â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè è,
ñëåäîâàòåëüíî, íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå íå îãðàíè÷èâàåòñ  èìè.

Ïðèìåð 1: àôôèííà  õðîìàòîãðàôè 
Blue-Sepharose 6 (Amersham biosciences, Sweden) â êîëè÷åñòâå 350 ìë áûëà âíåñåíà â

êîëîíêó ÕÊ-50 (Amersham biosciences, Sweden) äë  èçãîòîâëåíè  êîëîíêè äë  àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè. Äë  óðàâíîâåøèâàíè  êîëîíêè ÷åðåç íåå ïðîïóñêàëè â äîñòàòî÷íîì
êîëè÷åñòâå 20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 1 ìÌ ÝÄÒÀ. Ïîñëå
ýòîãî ÷åðåç êîëîíêó ïðîïóñêàëè 25 ë áåññûâîðîòî÷íîé êóëüòóðû êëåòîê  è÷íèêîâ
êèòàéñêîãî õîì ÷êà (ÑÍÎ), ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà, ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5-10
ìë/ìèí, ïîñëå ÷åãî êîëîíêó ïðîìûâàëè 3 îáúåìàìè êîëîíêè (CV) ðàñòâîðà äë 
óðàâíîâåøèâàíè .

Îêîëî 3 CV 20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ðÍ 7,2), ñîäåðæàùåãî 50%
ïðîïèëåíãëèêîë , ïðîïóñêàëè ÷åðåç êîëîíêó ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ìë/ìèí äë  óäàëåíè 
ïðèìåñíûõ áåëêîâ, ïîñëå ÷åãî ïðîìûâàëè êîëîíêó ïðèìåðíî 3 CV áóôåðíîãî ðàñòâîðà äë 
óðàâíîâåøèâàíè . Çàòåì îêîëî 3 CV 20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà (ðÍ
7,2), ñîäåðæàùåãî 2 Ì NaCl, ïðîïóñêàëè ÷åðåç êîëîíêó ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ìë/ìèí äë 
óäàëåíè  ïðèìåñíûõ áåëêîâ. È, íàêîíåö, îêîëî 3 CV 20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíîãî áóôåðíîãî
ðàñòâîðà (ðÍ 7,2), ñîäåðæàùåãî 2 Ì NaCl è 20% ïðîïèëåíãëèêîë , ïðîïóñêàëè ÷åðåç
êîëîíêó ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ìë/ìèí äë  óäàëåíè  ïðèìåñíûõ áåëêîâ.

Îêîëî 3 CV áóôåðíîãî ðàñòâîðà äë  ýëþöèè (20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåðíûé
ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé 2 Ì NaCl è 50% ïðîïèëåíãëèêîë , ðÍ 7,2) ïðîïóñêàëè ÷åðåç êîëîíêó
ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ìë/ìèí, ÷òîáû ïîëó÷èòü ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé èíòåðôåðîí áåòà.
×èñòîòà ïîëó÷åííîãî ýëþèðóåìîãî ðàñòâîðà áûëà ïðîòåñòèðîâàíà Ñ4 ÂÝÆÕ
àíàëèòè÷åñêîé õðîìàòîãðàôèåé, ðåçóëüòàòû êîòîðîé ïðåäñòàâëåíû íà ôèãóðå 2. Ñîãëàñíî
äàííûì ôèãóðû 2 ÷èñòîòà èíòåðôåðîíà áåòà ñîñòàâë ëà îêîëî 85% èëè áîëåå.

Â êîíòðîëüíîì ýêñïåðèìåíòå àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ ïðîâîäèëè ñîãëàñíî
îïèñàííîìó âûøå ïðîòîêîëó çà èñêëþ÷åíèåì òîãî, ÷òî ïðîìûâêà êîëîíêè 20 ìÌ íàòðèé-
ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ðÍ 7,2), ñîäåðæàùèì 50% ïðîïèëåíãëèêîë , áûëà
ïðîïóùåíà. ×èñòîòà ïîëó÷åííîãî ïðè ýëþöèè ðàñòâîðà áûëà ïðîàíàëèçèðîâàíà ñ ïîìîùüþ
Ñ4 ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêîé õðîìàòîãðàôèè, ðåçóëüòàòû êîòîðîé ïðåäñòàâëåíû íà ôèãóðå 3.
Êàê âèäíî èç ôèãóðû 3, â îòñóòñòâèå ïðîìûâêè 20 ìÌ íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðíûì
ðàñòâîðîì (ðÍ 7,2), ñîäåðæàùèì 50% ïðîïèëåíãëèêîë , çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñ  ÷èñòîòà
èíòåðôåðîíà áåòà.

Ïðèìåð 2: îáðàùåííî-ôàçîâà  âûñîêîýôôåêòèâíà  æèäêîñòíà  õðîìàòîãðàôè  (ÎÔ-
ÂÝÆÕ)

Èíòåðôåðîí áåòà-ñîäåðæàùèé ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ â
ïðèìåðå 1, ïîäâåðãíóòûé äèàôèëüòðàöèè ñ èñïîëüçîâàíèåì óëüòðàôèëüòðàöèîííîé
ñèñòåìû (îòñåêàåìûé ìîëåêóë ðíûé âåñ 10000), áûë íàíåñåí íà êîëîíêó äë  ÎÔ-ÂÝÆÕ
(Protein Ñ4 (ðàçìåð ÷àñòèö -10 ìêì, ðàçìåð ïîð - 30 Å, Vydac) ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 2
ìë/ìèí. Çàòåì êîëîíêó ïðîìûâàëè ïðèìåðíî 3 CV 0,1% áóôåðíûì ðàñòâîðîì ÍÑ1 (ðÍ 2,1).
Ýëþöèþ èíòåðôåðîíà áåòà ïðîâîäèëè, èñïîëüçó  0,1% ðàñòâîð ÍÑ1 (À) è ðàñòâîð (Â) -
0,1% ÍÑ1 â 90% ýòàíîëå, ñ ïîìîùüþ ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà êîíöåíòðàöèè îò 45% ðàñòâîðà
(Â) äî 80% ðàñòâîðà (Â) (îêîëî 20 CV) äë  òîãî, ÷òîáû îòäåëèòü ïðèìåñíûå áåëêè îò
öåëåâûõ áåëêîâ.

Ïðèìåð 3: ãåëü-ôèëüòðàöè 
Ðàñòâîð, ñîäåðæàùèé èíòåðôåðîí áåòà, ïîëó÷åííûé â ïðèìåðå 2, áûë ñêîíöåíòðèðîâàí

äî 200 ìêã/ìë è ñîäåðæàùèéñ  â êîíöåíòðàòå ýòàíîë áûë çàìåíåí 500 ðàç èëè áîëåå íà 20
ìÌ íàòðèé-àöåòàòíûé áóôåðíûé ðàñòâîð (ðÍ 4,0). Ïîëó÷èâøèéñ  ðàñòâîð áûë íàíåñåí íà
êîëîíêó ñ Sephacryl S-200, (1700 ìë, ÕÊ-50/100, Amersham biosciences, Sweden),
óðàâíîâåøåííóþ 20 ìÌ íàòðèé-àöåòàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (ðÍ 3,0) äë  ïîëó÷åíè 
ðàñòâîðà, ñîäåðæàùåãî èíòåðôåðîí áåòà.
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Ïðèìåð 4: àíàëèç ñ ïîìîùüþ ÎÔ-ÂÝÆÕ
Êàæäûé èç ðàñòâîðîâ, ïîëó÷åííûõ â ïðèìåðàõ 1, 2 è 3, áûë íàíåñåí íà êîëîíêó Ñ4 ÎÔ-

ÂÝÆÕ (Vydac 214ÒÐ54, âíóòðåííèé äèàìåòð 4,6 ìì õ 25 ñì â äëèíó, ðàçìåð ÷àñòèö 5 ìêì,
ðàçìåð ïîð 300 Å) ïðè ñêîðîñòè ïîòîêà 1 ìë/ìèí. Ïîñëå ýòîãî ÷åðåç êîëîíêó ïðîïóñêàëè
20 CV ðàñòâîðà àöåòîíèòðèëà, ñîäåðæàùåãî 0,1% òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû, â âèäå
ëèíåéíîãî ãðàäèåíòà îò 30% àöåòîíèòðèëà, ñîäåðæàùåãî 0,1% òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû,
äî 80% àöåòîíèòðèëà, ñîäåðæàùåãî 0,1% òðèôòîðóêñóñíîé êèñëîòû, äë  àíàëèçà
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé êàðòèíû.

Ôèãóðû 4À è 4Â ñîîòâåòñòâåííî äåìîíñòðèðóþò Ñ4 ÎÔ-ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêóþ
õðîìàòîãðàììó áóôåðíîãî ðàñòâîðà äë  ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé õðîìàòîãðàôèè è Ñ4 ÎÔ-
ÂÝÆÕ àíàëèòè÷åñêóþ õðîìàòîãðàììó ðàñòâîðà, ýëþèðóåìîãî ïîñëå ãåëü-ôèëüòðàöèîííîé
õðîìàòîãðàôèè. Èç ôèãóð 4À è 4Á ìîæíî âèäåòü, ÷òî íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò
ïîëó÷èòü èíòåðôåðîí áåòà âûñîêîé ñòåïåíè ÷èñòîòû.

Ïðîìûøëåííà  ïðèìåíèìîñòü
Ñîãëàñíî ñïîñîáó î÷èñòêè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ èíòåðôåðîí áåòà ìîæåò áûòü

î÷èùåí äî âûñîêîé ñòåïåíè ÷èñòîòû, ñîñòàâë þùåé 99% èëè áîëåå, ïðè èñïîëüçîâàíèè
íåòîêñè÷íîãî ïðîïèëåíãëèêîë  è óñîâåðøåíñòâîâàííîé àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá î÷èñòêè èíòåðôåðîíà áåòà ÷åëîâåêà èç êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé

ðåêîìáèíàíòíûé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, âêëþ÷àþùèé ïðîâåäåíèå àôôèííîé
õðîìàòîãðàôèè è îáðàùåííî-ôàçîâîé âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé õðîìàòîãðàôèè
(ÎÔ-ÂÝÆÕ), ãäå àôôèííà  õðîìàòîãðàôè  âêëþ÷àåò:

àäñîðáöèþ êóëüòóðû, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà, íà óðàâíîâåøåííîé êîëîíêå äë 
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè ñ ïîñëåäóþùèì ïðîìûâàíèåì óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðíûì
ðàñòâîðîì;

ïðîìûâàíèå êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì À ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì
30-60 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë , è ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì Â ñ ðÍ 6,5-7,5,
ñîäåðæàùèì 10-30 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl; è

ýëþöèþ ôðàêöèè, ñîäåðæàùåé èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, áóôåðíûì ðàñòâîðîì ñ ðÍ
6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 40-60 ìàñ.% ïðîïèëåíãëèêîë  è 1-2 Ì NaCl,

ïðè÷åì ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé ïîñëå àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè, ïîäâåðãàþò
äèàôèëüòðàöèè, ïîëó÷åííûé îáðàçåö íàíîñ ò íà êîëîíêó äë  ÎÔ-ÂÝÆÕ, è çàòåì ôðàêöèþ,
ñîäåðæàùóþ èíòåðôåðîí áåòà ÷åëîâåêà, ýëþèðóþò ïðè ðÍ 2-5, èñïîëüçó  ðàñòâîðû ñ
ãðàäèåíòîì êîíöåíòðàöèé ýòàíîëà îò 30-50% äî 65-90%,

ïðè÷åì ðàñòâîð, ïîëó÷åííûé ÎÔ-ÂÝÆÕ, êîíöåíòðèðóþò è ïîäâåðãàþò ãåëü-ôèëüòðàöèè.
2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ñòàäè  ïðîìûâêè äîïîëíèòåëüíî âêëþ÷àåò

ïðîìûâêó êîëîíêè ïðîìûâî÷íûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì Ñ ñ ðÍ 6,5-7,5, ñîäåðæàùèì 1-2 Ì
NaCl.

3. Ñïîñîá ïî ï.1 èëè 2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî êàæäûé áóôåðíûé ðàñòâîð,
èñïîëüçóåìûé äë  ïðîìûâêè è ýëþöèè,  âë åòñ  íàòðèé-ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì
èëè êàëèé-ôîñôàòíûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì.

4. Ñïîñîá ïî ï.1 èëè 2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî äèàôèëüòðàöèþ ïðîâîä ò ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåìáðàíû äë  óëüòðàôèëüòðàöèè ñ ïðåäåëîì ïðîïóñêàíè  ïî
ìîëåêóë ðíîìó âåñó 10000.
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