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(57) Abstract: 
FIELD: biotechnology.
SUBSTANCE: invention proposes a method based

on transformation of inclusion bodies to a
soluble form  using organic denaturating reagents
and chromatography methods. In carrying out
chromatography inorganic, alkaline and salt-
containing eluents are chosen. After termination
of purification recombinant variants of allergen

Bet v 1 are prepared in form that can be used in
medicinal aims directly. The advantage of method
involves minimal treatment of a sample, using
pharmacologically compatible substances and
effective removing endotoxins in process of
treatment of the end protein solution.

EFFECT: improved method of isolation and
purification.
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Èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  ñïîñîáà ðàñòâîðåíè  è î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ, êîòîðûå
ýêñïðåññèðóþòñ  â áàêòåðèàëüíûõ êëåòêàõ-õîç åâàõ è îòêëàäûâàþòñ  êàê íåðàñòâîðèìûå
àãðåãàòû (òåëüöà âêëþ÷åíè ). Î÷èñòêà îñíîâûâàåòñ  íà ïðåâðàùåíèè òåëåö âêëþ÷åíè  â
ðàñòâîðèìóþ ôîðìó ïðè èñïîëüçîâàíèè îðãàíè÷åñêèõ äåíàòóðèðóþùèõ ðåàãåíòîâ è
õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ìåòîäîâ. Â äàííîé çà âêå îïèñûâàþòñ  íåîðãàíè÷åñêèå, ùåëî÷íûå,
ñîëåñîäåðæàùèå ýëþåíòû, êîòîðûå ïîñëå îêîí÷àíè  î÷èñòêè äàþò âîçìîæíîñòü ïîëó÷èòü
ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ïîñëå íåéòðàëèçàöèè â äîñòóïíîé ôîðìå, êîòîðà  ìîæåò
èñïîëüçîâàòüñ  íåïîñðåäñòâåííî äë  ìåäèöèíñêèõ öåëåé è êîòîðà   âë åòñ 
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìîé. Ñïîñîá ÷àñòè÷íî ïðèåìëåì äë  î÷èñòêè àëëåðãåíîâ è
ôðàãìåíòîâ àëëåðãåíîâ.

Ñïîñîá â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì ïðîâîä ò â óñëîâè õ, êîòîðûå íåîáõîäèìû äë 
ïîëó÷åíè  ôàðìàöåâòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ (GMP). Ôàðìàöåâòè÷åñêè àêòèâíûå èíãðåäèåíòû
ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå ðàñòâîðåíè  êàê ïðåïàðàòû äë 
ïàðåíòåðàëüíîãî ââåäåíè . Ïðåäïî÷òèòåëüíûå ðåêîìáèíàíòíûå àëëåðãåíû èëè âàðèàíòû
àëëåðãåíîâ, êîòîðûå ïîëó÷àþò ñïîñîáîì â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì, ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñ  êàê äë  óñîâåðøåíñòâîâàííîé òåðàïèè, òàê è äë  äèàãíîñòèêè
àëëåðãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Îáùåé ïðîáëåìîé ïðèãîòîâëåíè  ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè
áàêòåðèàëüíûõ è ïðîêàðèîòè÷åñêèõ êëåòîê-õîç åâ, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, Å. coli,
 âë åòñ  òî, ÷òî ýêñïðåññèðîâàííûå áåëêè íå îáëàäàþò ïðàâèëüíîé èëè ïðèðîäíîé
óêëàäêîé, êîòîðà  îáû÷íî òðåáóåòñ  äë  ïðî âëåíè  ïîëíîé áèîëîãè÷åñêîé àêòèâíîñòè.
Íåïðàâèëüíà  óêëàäêà ÷àñòî ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ð äà áåëêîâ, êîòîðûå íàõîä òñ  â
ôîðìå,  âë þùåéñ  íåðàñòâîðèìîé â ýêñïðåññèîííîé ñðåäå èëè îòêëàäûâàþòñ  â ôîðìå
àãðåãàòîâ, êîòîðûå èçâåñòíû â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå êàê, òàê íàçûâàåìûå, "òåëüöà
âêëþ÷åíè ". Îáðàçîâàíèå óêàçàííûõ "òåëåö âêëþ÷åíè " èìååò âðåäíîå âëè íèå íà î÷èñòêó
è íåîáõîäèìóþ ðàñòâîðèìîñòü ýêñïðåññèðîâàííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà (Marston et al,
1986, Biochem J.240: 1-12). Äë  òîãî ÷òîáû î÷èñòèòü ðåêîìáèíàòíûå áåëêè, êîòîðûå â
âèäå îòëîæåíèé ñîäåðæàòñ  â áàêòåðèè, ê õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ýëþåíòàì ÷àñòî äîáàâë þò
äåíàòóðèðóþùèå âåùåñòâà, òàêèå êàê, íàïðèìåð, ìî÷åâèíà èëè ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà.
Îäíàêî ýòè äîáàâêè íå ìîãóò ñîâìåùàòüñ  ñ êàæäûì ïðèíöèïîì ðàçäåëåíè , òàêèì êàê,
íàïðèìåð, õðîìàòîãðàôè  íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè . Êðîìå òîãî, ïðîäóêòû
ìîãóò áûòü ìîäèôèöèðîâàíû íåáëàãîïðè òíûì îáðàçîì õèìè÷åñêèìè ðåàãåíòàìè, òàêèìè
êàê, íàïðèìåð, öèàíàò, êîòîðûé ìîæåò îáðàçîâûâàòüñ  â ðàñòâîðàõ ìî÷åâèíû. Óäàëåíèå
äåíàòóðèðóþùåãî àãåíòà, è, òàêèì îáðàçîì, âîçìîæíà  ðåíàòóðàöè , ÷àñòî âûïîëí þòñ 
ïóòåì äèàëèçà, äèàôèëüòðàöèè èëè ãåëü-ôèëüòðàöèè. Ýòè ïðîöåññû  âë þòñ  íå òîëüêî
äëèòåëüíûìè, íî è ÷àñòî ïðèâîä ò ê ïîâòîðíîé ïðåöèïèòàöèè ïðîäóêòîâ. Àíàëèòè÷åñêîå
îïðåäåëåíèå è ïîëíîå óäàëåíèå óêàçàííûõ âûøå äåíàòóðèðóþùèõ àãåíòîâ èç êîíå÷íîãî
ïðîäóêòà  âë þòñ  ñëîæíûìè. Ïðîáëåìà, îïèñàííà  âûøå, ïðåäñòàâë åòñ  îñîáåííî
âàæíîé ïðè ïîëó÷åíèè è î÷èñòêå ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ è âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ.

Êîëè÷åñòâî àëëåðãèé ïåðâîãî òèïà çíà÷èòåëüíî âûðîñëî âî âñåì ìèðå â ïîñëåäíèå
äåñ òèëåòè . Äî 20% ïîïóë öèè íàñåëåíè  â ïðîìûøëåííî ðàçâèòûõ ñòðàíàõ ñòðàäàåò îò
òàêèõ çàáîëåâàíèé, êàê àëëåðãè÷åñêèé ðèíèò, êîíúþíêòèâèò èëè áðîíõèàëüíà  àñòìà,
êîòîðûå âûçâàíû àëëåðãåíàìè, ïðèñóòñòâóþùèìè â âîçäóõå (àýðîàëëåðãåíàìè), êîòîðûå
âûñâîáîæäàþòñ  èç ðàçëè÷íûõ èñòî÷íèêîâ, òàêèõ êàê ðàñòèòåëüíà  ïûëüöà, êëåùè,
ìëåêîïèòàþùèå (êîòû, ñîáàêè, êîíè) è ïëåñíåâûå ãðèáêè. Ò æåëûå àëëåðãèè ìîãóò
èíèöèèðîâàòüñ  óêóñàìè íàñåêîìûõ, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, ï÷åëû è îñû.

Âåùåñòâà, êîòîðûå èíèöèèðóþò àëëåðãèþ ïåðâîãî òèïà,  âë þòñ  áåëêàìè,
ãëèêîïðîòåèíàìè èëè ïîëèïåïòèäàìè. Ïîñëå ïîãëîùåíè  ÷åðåç ñëèçèñòûå îáîëî÷êè èëè
ïîñëå óêóñîâ ýòè àëëåðãåíû ðåàãèðóþò ñ IgE àíòèòåëàìè, êîòîðûå ðàçìåùàþòñ  íà
ïîâåðõíîñòè òó÷íûõ êëåòîê ó ÷óâñòâèòåëüíûõ îñîáåé. Åñëè äâà èëè áîëåå IgE àíòèòåë
ñâ çàíû äðóã ñ äðóãîì ïîñðåäñòâîì àëëåðãåíà, òî ýòî ïðèâîäèò ê âûäåëåíèþ ìåäèàòîðîâ
(íàïðèìåð, ãèñòàìèíà, ïðîñòàãëàíäèíîâ) è öèòîêèíîâ ýôôåêòîðíîé êëåòêîé è, òàêèì
îáðàçîì, ïðèâîäèò ê èíèöèàöèè àëëåðãè÷åñêèõ ñèìïòîìîâ. Ïðè ïîìîùè
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ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé êÄÍÊ âîçìîæíî ïîëó÷àòü ðåêîìáèíàíòíûå àëëåðãåíû, êîòîðûå ìîãóò
èñïîëüçîâàòüñ  ïðè äèàãíîñòèêå è òåðàïèè àëëåðãèé (Scheiner und Kraft, 1995, Allergy
50, 384-391). Ðåêîìáèíàíòíûå àëëåðãåíû ìîãóò ïðèîáðåòàòü îñîáóþ çíà÷èìîñòü â ìåòîäàõ
äèàãíîñòèêè, ïîñêîëüêó, â îòëè÷èå îò îáû÷íûõ ýêñòðàêòîâ, îíè äàþò âîçìîæíîñòü
èäåíòèôèöèðîâàòü èíäèâèäóàëüíûé ñïåêòð IgE ÷óâñòâèòåëüíîñòè. Êðîìå òîãî, âîçìîæíî
ïîëó÷àòü ñïåöèôè÷åñêèå ãåííî-èíæåíåðíûå ìîäèôèêàöèè ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ, ÷òî
äàåò âîçìîæíîñòü äîñòè÷ü óìåíüøåííîãî àëëåðãåííîãî ïîòåíöèàëà ïðè îòñóòñòâèè
èçìåíåíè  ðåàêòèâíîñòè ñ ðåãóë òîðíûìè êëåòêàìè Ò-õåëïåðîâ (Schramm et al, 1999, J.
Immunol., 162 (4): 2406-2414, Valenta et al., 1999, Biol. Chem. 380: 815-24; Singh et
al, 1999, Int. Arch. Allergy Immunol. 119: 75-85). Âàðèàíòû àëëåðãåíîâ ýòîãî òèïà
ïðåäëàãàþòñ  êàê áóäóùèå êàíäèäàòû äë  ñïåöèôè÷åñêîé èììóíîòåðàïèè àëëåðãèè
ïåðâîãî òèïà. Â ÷àñòíîñòè, íåäàâíî ïîëó÷åííûå ìîäèôèöèðîâàííûå àëëåðãåíû
ïðåäñòàâë þò ñîáîé ïðåäìåò ñïîñîáà â ñîîòâåòñòâèè ñ äàííûì èçîáðåòåíèåì.

Â ýòîé ñâ çè ïîëó÷åíèå ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ è âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ â
áàêòåðèàëüíûõ ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ ÷àñòî  âë åòñ  îñîáî âàæíûì. Ïî ñðàâíåíèþ ñ
ýóêàðèîòè÷åñêèìè ñèñòåìàìè ýòè ñèñòåìû äàþò òî ïðåèìóùåñòâî, ÷òî âûñîêèé âûõîä
ïðîäóêòà ïîëó÷àþò â òå÷åíèå êîðîòêîãî âðåìåíè ýêñïðåññèè. Êðîìå òîãî, îíè  âë þòñ 
ñóùåñòâåííî áåçîïàñíûìè ñ ôàðìàêîëîãè÷åñêîé òî÷êè çðåíè  â îòíîøåíèè âèðóñíîé
êîíòàìèíàöèè è îíêîãåíîâ. Îäíàêî ïðè ðåêîìáèíàíòíîì ñïîñîáå ïîëó÷åíè  â
áàêòåðèàëüíûõ ýêñïðåññèîííûõ ñèñòåìàõ îñíîâíûå àëëåðãåíû ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíè ,
òàêèå êàê, íàïðèìåð, ãðóïïà 1 ((Vrtala et al., 1996, J. Allergy Clin. Immunol. 97:
781-7) è 13 (Suck et. al, 2000, Clin Exp. Allergy 30: 324-332), àëëåðãåíû ëóãîâûõ
òðàâ, Der f2 àëëåðãåíû êëåùåé (Iwamoto et al., 1996, Int. Arch. Allergy Immunol. 109:
356-61) è àëëåðãåíû ôîñôîðèëàçû À2 è ãèàëóðîíèäàçû òîêñèíîâ íàñåêîìûõ (Soldatova et
al., 1998, J. Allergy Clin. Immunol. 101: 691-8; Kuchler et al., 1989, Eur. J.
Biochem. 184: 249-254), îòêëàäûâàþòñ  â êëåòêàõ-õîç åâàõ êàê òåëüöà âêëþ÷åíè .
Âàðèàíòû àëëåðãåíîâ, òàêèå êàê, íàïðèìåð, ôðàãìåíòû èëè ìóëüòèìåðû ÷åëîâå÷åñêîãî
àëëåðãåíà ïûëüöû áåðåçû Bet v 1 (ôðàãìåíò À, ôðàãìåíò Â, Bet v 1 òðèìåð) òàêæå âåäóò
ñåá  ïîäîáíûì îáðàçîì, íåñìîòð  íà òî, ÷òî íåìîäèôèöèðîâàííûé ðåêîìáèíàíòíûé
àëëåðãåí Bet v 1  âë åòñ  ñóùåñòâåííî ðàñòâîðèìûì (Hoffmann-Sommergruber et al.,
1997, Prot. Expr. Purific. 9: 233-39; van Hage-Hamsten at al., 1999, J. Allergy Clin.
Immunol. 104: 969-7).

Îáúåêò, òàêèì îáðàçîì, îáåñïå÷èâàåò ñïîñîá, êîòîðûé ïðåäîñòàâë åò âîçìîæíîñòü
î÷èñòêè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ôîðìå "òåëåö âêëþ÷åíè " îïðåäåëåííûõ àëëåðãåíîâ èëè
áåëêîâ, èìåþùèõ àëëåðãåííîå äåéñòâèå, ïðîñòûì è ýôôåêòèâíûì ñïîñîáîì, â òî âðåì 
êàê îí ñâîáîäåí îò óêàçàííûõ âûøå íåäîñòàòêîâ ñïîñîáîâ ïðåäøåñòâóþùåãî óðîâí 
òåõíèêè. Êðîìå òîãî, îáúåêò çàêëþ÷àåòñ  â èçîë öèè áåëêîâ òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû âî
âðåì , à îñîáåííî â êîíöå î÷èñòêè, îíè ïðåáûâàëè â ôîðìå, êîòîðà  äàåò èì âîçìîæíîñòü
ñòàòü äîñòóïíûìè íåïîñðåäñòâåííî è áåç äàëüíåéøåé îáðàáîòêè äë  ìåäèöèíñêîãî èëè
äèàãíîñòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíè .

Äàííîå èçîáðåòåíèå ïðåäñòàâë åò ñîáîé áèîõèìè÷åñêèé ñïîñîá î÷èñòêè, êîòîðûé
ïîñðåäñòâîì ýôôåêòèâíîãî îäíî- èëè ìíîãîñòóïåí÷àòîãî, ïðåèìóùåñòâåííî îäíî- -
òðåõñòóïåí÷àòîãî ìåòîäà î÷èñòêè ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ÷èñòûõ ôîðì áåëêîâ èç
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ, íàõîä ùèõñ  ïîñëå ýêñïðåññèè â ôîðìå òåëåö âêëþ÷åíè , ïðè
èñïîëüçîâàíèè ñóùåñòâåííî íåáóôåðèðîâàííûõ ùåëî÷íûõ ýëþåíòîâ.

Èçîáðåòåíèå òàêæå ïðåäñòàâë åò ñîáîé ñïîñîá, â êîòîðîì ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè â
äàëüíåéøåì îñòàþòñ  â ðàñòâîðå ïðè áûñòðîé íåéòðàëèçàöèè ïîñëå çàêëþ÷èòåëüíîãî
ýòàïà î÷èñòêè. Â òî æå âðåì  òàêèì îáðàçîì ïîëó÷àþò ôèçèîëîãè÷åñêóþ ñðåäó.

Â ÷àñòíîñòè, ñïîñîá îñîáåííî îïòèìèçèðîâàí äë  ïîëó÷åíè  ðåêîìáèíàíòíûõ
àëëåðãåíîâ è âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ. Ñïîñîá ïðåäñòàâë åò ñîáîé îáùåå ïðèìåíåíèå äë 
ýòèõ ïåðâè÷íûõ ïðîäóêòîâ ýêñïðåññèè. Àëëåðãåíû è âàðèàíòû àëëåðãåíîâ èç äðóãèõ
èñòî÷íèêîâ, ýêñïðåññèðóåìûå, ãëàâíûì îáðàçîì, êàê òåëüöà âêëþ÷åíè , ìîãóò òàêæå
î÷èùàòüñ  òàêèì îáðàçîì, ïîäâåðãàòüñ  ðåíàòóðàöèè è ââîäèòüñ  â ñîñòàâ ðåöåïòóð.
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Äë  öåëåé èçîáðåòåíè  òåðìèí "âàðèàíòû àëëåðãåíîâ" ïðåäíàçíà÷åí äë  îáîçíà÷åíè 
ôðàãìåíòîâ, ìóëüòèìåðîâ, òàêèõ êàê, íàïðèìåð, äèìåðû èëè òðèìåðû, à òàêæå
ìîäèôèêàöèé èñõîäíûõ àëëåðãåíîâ èëè èõ ôðàãìåíòîâ/ìóëüòèìåðîâ. Äë  öåëåé
èçîáðåòåíè  ïîñëåäíèå ìîãóò èìåòü âñòàâêè, äåëåöèè èëè çàìåíû îäíîé èëè áîëåå
àìèíîêèñëîò.

Ïðåäïî÷òåíèå îòäàåòñ  âàðèàíòàì ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ, êîòîðûå íå ñóùåñòâóþò
â ïðèðîäå è êîòîðûå íå èìåþò èëè èìåþò ñíèæåííóþ IgE àêòèâíîñòü, íî ïðè ýòîì
ñîõðàí þò Ò-êëåòî÷íóþ àêòèâíîñòü. Ñïîñîá îñîáåííî ïðèåìëåì äë  èçîë öèè âàðèàíòîâ
àëëåðãåíîâ îñíîâíîãî àëëåðãåíà ïûëüöû áåðåçû Bet v 1, à èìåííî ôðàãìåíòîâ À
(àìèíîêèñëîòû 1-74) è Â (àìèíîêèñëîòû 75-164) è ðåêîìáèíàíòíîãî òðèìåðà.
Ðåêîìáèíàíòíûå àëëåðãåíû è âàðèàíòû àëëåðãåíîâ, ïîëó÷àåìûå òàêèì ñïîñîáîì,
 âë þòñ  â âûñøåé ñòåïåíè ïðèåìëåìûìè äë  èñïîëüçîâàíè  â ñïåöèôè÷åñêîé òåðàïèè è
äèàãíîñòèêå àëëåðãè÷åñêèõ çàáîëåâàíèé.

Èçîáðåòåíèå, òàêèì îáðàçîì, ñâ çàíî ñî ñïîñîáàìè ïîëó÷åíè  î÷èùåííûõ
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ â ðàñòâîðèìîé, áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîé ôîðìå êàê
ôèçèîëîãè÷åñêîé ñðåäû, êîòîðà   âë åòñ  íåïîñðåäñòâåííî ïðèåìëåìîé äë  ìåäèöèíñêîãî
èñïîëüçîâàíè , èç áåëêîâûõ àãðåãàòîâ ("òåëåö âêëþ÷åíè "), ïîëó÷àåìûõ â ðåçóëüòàòå
áàêòåðèàëüíîé ýêñïðåññèè, è êîòîðûå  âë þòñ  íåðàñòâîðèìûìè â ýêñïðåññèîííîé ñðåäå,
ïðè ýòîì óêàçàííûé ñïîñîá ìîæåò áûòü îïèñàí ñëåäóþùèìè ýòàïàìè:

(i) ïîìåùåíèå âûäåëåííûõ íåðàñòâîðèìûõ áåëêîâûõ àãðåãàòîâ â îðãàíè÷åñêèå
äåíàòóðèðóþùèå ðåàãåíòû,

(ii) î÷èñòêà ðàñòâîðà, ïîëó÷åííîãî íà ýòàïå (i), ïîñðåäñòâîì, ïî êðàéíåé ìåðå,
îäíîãî õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ýòàïà ïðè èñïîëüçîâàíèè ñóùåñòâåííî íåîðãàíè÷åñêîãî
íåáóôåðèðîâàííîãî ùåëî÷íîãî, ñîëåñîäåðæàùåãî ýëþåíòà, è

(iii) íåéòðàëèçàöè  ùåëî÷íîãî ðàñòâîðà, ïîëó÷åííîãî ïîñëå ýòàïà çàêëþ÷èòåëüíîé
î÷èñòêè, ïðè ýòîì ðàñòâîð ñîäåðæèò ðàñòâîðåííûé, ðåíàòóðèðîâàííûé è áèîëîãè÷åñêè
àêòèâíûé áåëîê.

Äë  î÷èñòêè ïåðâîíà÷àëüíî îáðàçîâàííûå íåðàñòâîðèìûå àãðåãàòû, ïðåæäå âñåãî,
ðàñòâîð þò â äåíàòóðèðóþùèõ ðåàãåíòàõ, êîòîðûå ñàìè ïî ñåáå  âë þòñ  èçâåñòíûìè è,
òàêèì îáðàçîì, óêàçàííûå àãðåãàòû ïîäâåðãàþò äåíàòóðàöèè. Ïðåäïî÷òåíèå îòäàåòñ 
èñïîëüçîâàíèþ ìî÷åâèíû, â ÷àñòíîñòè 5-10 Ì ìî÷åâèíå, æåëàòåëüíî 8 Ì ìî÷åâèíå.
Àëüòåðíàòèâíî òàêæå ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  äðóãèå àãåíòû, òàêèå êàê, íàïðèìåð,
îòíîñèòåëüíî âûñîêîêîíöåíòðèðîâàííûé ðàñòâîð ãèäðîîêèñè íàòðè  èëè êàëè  (0,2-1 Ì)
èëè óïîì íóòûé âûøå ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà.

Íà ïîñëåäóþùåì ýòàïå ðàñòâîðåííûé, äåíàòóðèðîâàííûé áåëîê ñâ çûâàåòñ  ñ
ïðèåìëåìûì õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ìàòåðèàëîì. Â îñíîâíîì, ïðèåìëåìûìè â äàííîé
çà âêå  âë þòñ  èîíèòîâûå ôèëüòðû, ïðåäïî÷òèòåëüíî àíèîíèòîâûå ôèëüòðû.

Õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ýëþåíò, êîòîðûé èñïîëüçóåòñ  â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì,
ïðåäñòàâë åò ñîáîé íåîðãàíè÷åñêèé, íåáóôåðèðîâàííûé, ùåëî÷íîé, ñîëåñîäåðæàùèé
ðàñòâîð. Ïðèåìëåìûìè ýëþåíòàìè  âë þòñ  ðàñòâîðû, íàïðèìåð, NaOH èëè ÊÎÍ âìåñòå ñ
NaCl èëè KCl. Åñëè ýòî æåëàòåëüíî, à òàêæå â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè äîáàâë þò
ãèäðîêàðáîíàò íàòðè  èëè ãèäðîêàðáîíàò êàëè . Æåëàòåëüíî, ÷òîáû ýëþåíòû ñîäåðæàëè
NaOH, NaCl èëè NaOH, NaCl è NaHCO3. Âîäíûé ùåëî÷íîé ðàñòâîð â ñîîòâåòñòâèè ñ
èçîáðåòåíèåì èìååò ñîäåðæàíèå NaOH èëè ÊÎÍ îò 5 ìÌ äî 50 ìÌ (ìîëü/ë),
ïðåäïî÷òèòåëüíî îò 15 äî 25 ìÌ, â ÷àñòíîñòè 20 ìÌ. Êîíöåíòðàöè  ñîëè (íàïðèìåð, NaCl)
ñíà÷àëà  âë åòñ  îòíîñèòåëüíî íèçêîé, ïîêà áåëîê êðåïêî íå ñâ çûâàåòñ  ñ èîíîîáìåííûì
ìàòåðèàëîì. Íà÷àëüíà  êîíöåíòðàöè  ñîëè â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì íàõîäèòñ 
ìåæäó 6 è 60 ìÌ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ìåæäó 15 è 30 ìÌ, â ÷àñòíîñòè 20 ìÌ. Áëàãîäàð  ýòîìó
óäàë þò äåíàòóðèðóþùèé àãåíò è çàãð çí þùèå âêëþ÷åíè , êîòîðûå íå ñâ çàëèñü èëè íå
ñâ çàíû äîñòàòî÷íî ïðî÷íî ñ õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ìàòåðèàëîì. Åñëè äîáàâë þò
NaHCO3, òî ñîäåðæàíèå ñîñòàâë åò îò 5 äî 15 ìÌ, ïðåäïî÷òèòåëüíî 11 ìÌ.

Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñîîòâåòñòâóþùåìó ñïîñîáó, â êîòîðîì
äåíàòóðèðóþùèé ðåàãåíò óäàë åòñ  èç äåíàòóðèðóþùåãî ðàñòâîðà ïóòåì ñâ çûâàíè 
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ðàñòâîðåííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî áåëêà ñ õðîìàòðîãðàôè÷åñêèì ìàòåðèàëîì è çàìåíû
äåíàòóðèðóþùåãî ðàñòâîðà ñóùåñòâåííî íåîðãàíè÷åñêèì, íåáóôåðèðîâàííûì, ùåëî÷íûì
ýëþåíòîì, èìåþùèì êîíöåíòðàöèþ ñîëè, êîòîðà  îáåñïå÷èâàåò ñâ çûâàíèå áåëêà ñ
óêàçàííûì ìàòåðèàëîì îáìåííèêà.

Äë  òîãî ÷òîáû ýëþèðîâàòü ñâ çàííûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê, â ñîîòâåòñòâèè ñî
ñïîñîáîì ïî äàííîìó èçîáðåòåíèþ áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ñîëè (NaCl è KCl)
îáåñïå÷èâàþòñ  ïóòåì ñîçäàíè  ãðàäèåíòà, ïðè ýòîì äðóãèå óñëîâè  îñòàþòñ  òàêèìè æå.
Ïðåäïî÷òèòåëüíî èñïîëüçîâàòü ëèíåéíûé ãðàäèåíò ìåæäó 20 ìÌ NaCl (KCl) (íà÷àëüíîå
çíà÷åíèå) è 0,5 Ì NaCl (êîíå÷íîå çíà÷åíèå) Òàêèì îáðàçîì âîññòàíàâëèâàþò íå òîëüêî
æåëàåìûé áåëîê, íî òàêæå îòäåë þò åãî îò äðóãèõ çàãð çíåíèé (íàïðèìåð, îò äðóãèõ
áåëêîâ).

Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê ñîîòâåòñòâóþùåìó ñïîñîáó, êîòîðûé
õàðàêòåðèçóåòñ  òåì, ÷òî ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ýëþèðóåòñ  è îñâîáîæäàåòñ  îò
çàãð çíåíèé ïóòåì óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè, òàêîãî óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè
ïðåäïî÷òèòåëüíî ìîæíî äîñòè÷ü ïðè ïîìîùè ñîçäàíè  ãðàäèåíòà.

Â ð äå ñëó÷àåâ ýòîãî îêàçûâàåòñ  äîñòàòî÷íî è ìîæíî áóäåò íå ïðîäîëæàòü äàëåå ýòàï
î÷èñòêè, ïîñêîëüêó ýëþèðîâàííûé áåëîê  âë åòñ  â äîñòàòî÷íî ñòåïåíè î÷èùåííûì â
ñîîòâåòñòâèè ñ òðåáîâàíè ìè Â òàêèõ ñëó÷à õ ýòàï íåéòðàëèçàöèè, îïèñàííûé áîëåå
ïîäðîáíî íèæå, ïðîâîä ò íåïîñðåäñòâåííî ïîñëå äë  òîãî, ÷òîáû ïîëó÷èòü ãîòîâûé ê
óïîòðåáëåíèþ àêòèâíûé áåëîê.

Â ïðîòèâíîì ñëó÷àå, â ñîîòâåòñòâèè ñî ñïîñîáîì âûïîëí þò ïîñëåäóþùèé ýòàï
õðîìàòîãðàôèè. Âñå èçâåñòíûå ñïîñîáû õðîìàòîãðàôèè ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  â äàííîì
èçîáðåòåíèè. Áîëåå ïîäðîáíî, ýòî áóäåò çàâèñåòü îò õèìè÷åñêèõ/ôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ
îïðåäåëåííîãî áåëêà, êîòîðûé ïîäâåðãàþò î÷èñòêå. Ïðåäïî÷òèòåëüíî, â ÷àñòíîñòè â
ñëó÷àå àëëåðãåíîâ è âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ Bet v 1 òèïà, ïðîâîäèòü äàëüíåéøóþ î÷èñòêó
ïóòåì õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé. Àëüòåðíàòèâíî, âìåñòî
ýòîãî òàêæå ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ  ãåëü-ôèëüòðàöèþ.

Â ïðåäïî÷òèòåëüíîì âîïëîùåíèè ñïîñîá â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì ïðåäñòàâë åò
ñîáîé òðåõýòàïíûé ñïîñîá, êîòîðûé âêëþ÷àåò èîíî-îáìåííóþ õðîìàòîãðàôèþ,
õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè  è ãåëü-ôèëüòðàöèþ,
ïðåäïî÷òèòåëüíî â óñòàíîâëåííîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Îäíàêî ýòî íå îçíà÷àåò
îãðàíè÷åíè  ñïîñîáà â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì.

Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå òàêæå îòíîñèòñ  ê ñîîòâåòñòâóþùåìó ñïîñîáó, êîòîðûé
âêëþ÷àåò, ïî êðàéíåé ìåðå, îäèí õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ýòàï, ïðåäïî÷òèòåëüíî
õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè  è/èëè ãåëü-ôèëüòðàöèþ.

Äë  äàííîãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ñóùåñòâåííûì íà âñåõ ýòàïàõ î÷èñòêè, ÷òî èõ
ïðîâîä ò ñ òåì æå êà÷åñòâåííûì è êîëè÷åñòâåííûì ñîñòàâîì êîìïîçèöèè ýëþåíòîâ,
êîòîðà  óæå áûëà îïèñàíà âûøå: NaOH, NaCl è ïðåäïî÷òèòåëüíî NaHCO3 èëè
ñîîòâåòñòâóþùèå ïðîèçâîäíûå êàëè . Òîëüêî êîíöåíòðàöè  êîìïîíåíòà õëîðèäà íàòðè 
ìîæåò êîëåáàòüñ  â øèðîêèõ ïðåäåëàõ íà ðàçëè÷íûõ ýòàïàõ. Òàêèì îáðàçîì, íàïðèìåð, â
õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè  ìîæåò èñïîëüçîâàòüñ 
êîíöåíòðàöèîííûé ãðàäèåíò NaCl (KCl) îò âûñîêîãî (1-3 Ì, ïðåäïî÷òèòåëüíî, 2 Ì) äî
íèçêîãî (30-10 ìÌ, ïðåäïî÷òèòåëüíî 20 ìÌ). Çàêëþ÷èòåëüíà  êîíöåíòðàöè  â äàííîì
ñëó÷àå êîðåííûì îáðàçîì çàâèñèò îò æåëàåìîé êîíöåíòðàöèè ñîëè ïîñëå çàêëþ÷èòåëüíîãî
ýòàïà î÷èñòêè. Ýòà êîíöåíòðàöè  â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì  âë åòñ  ôèçèîëîãè÷åñêè
äîïóñòèìîé êîíöåíòðàöèåé ðàñòâîðà. Åñëè, ê ïðèìåðó, ãåëü-ôèëüòðàöè  ïðåäñòàâë åò
ñîáîé çàêëþ÷èòåëüíûé ýòàï î÷èñòêè ïðåäïî÷òèòåëüíîãî òðåõýòàïíîãî ñïîñîáà î÷èñòêè, òî
èñïîëüçóåòñ  êîíöåíòðàöè  NaCl â ïðåäåëàõ ïðèáëèçèòåëüíî 150 ìÌ. Êðîìå òîãî,
ïðåäïî÷òèòåëüíóþ êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ ñîëè ïîñëå çàêëþ÷èòåëüíîãî ýòàïà ìîæíî òàêæå
êîíòðîëèðîâàòü ïóòåì ðàçâåäåíè  èëè äîáàâëåíè  ñîëè, ýòî, â ñâîþ î÷åðåäü, çàâèñèò îò
êîëè÷åñòâ öåëåâîãî áåëêà, êîòîðûé ïîäâåðãàþò õðîìàòîãðàôèè.

Ïîñëå çàêëþ÷èòåëüíîãî ýòàïà î÷èñòêè - ãåëü-ôèëüòðàöèè - â ïðåäïî÷òèòåëüíîì
âîïëîùåíèè ñïîñîáà ðàñòâîð íåéòðàëèçóþò èëè áåëîê ðåíàòóðèðóþò ïóòåì äîáàâëåíè 
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ðàçáàâëåííîé êèñëîòû, ïðåäïî÷òèòåëüíî HCl, ïðè ðÍ, êîòîðîå óñòàíàâëèâàåòñ  íà óðîâíå
6,5-8,0. Ðàñòâîð ñ àêòèâíûì ðåêîìáèíàíòíûì áåëêîì ìîæåò òåïåðü, â ñëó÷àå
íåîáõîäèìîñòè, ïîñëå ïîñëåäóþùåé äîâîäêè ñîäåðæàíè  ñîëè (íàïðèìåð, Na+) è
ñîäåðæàíè  áåëêà, íåïîñðåäñòâåííî èñïîëüçîâàòüñ  â ïðåïàðàòèâíîé ôîðìå.

Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå ñâ çàíî ñ ñîîòâåòñòâóþùèì ñïîñîáîì, êîòîðûé
õàðàêòåðèçóåòñ  òåì, ÷òî íåéòðàëèçàöèþ âûïîëí þò â èíòåðâàëå ðÍ ìåæäó 6,5-8,0 ïîñëå
îêîí÷àíè  î÷èñòêè ñ ïîìîùüþ ðàçâåäåííîé êèñëîòû, â ÷àñòíîñòè, ïðåäïî÷òèòåëüíûì
 âë åòñ  èñïîëüçîâàíèå ðàçâåäåííîé HCl.

Ñïîñîá â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì îïèñûâàåòñ  áîëåå ïîäðîáíî íèæå ñ
èñïîëüçîâàíèåì ïðèìåðà èçîë öèè âàðèàíòîâ àëëåðãåíà îñíîâíîãî àëëåðãåíà ïûëüöû
áåðåçû Bet v 1, à èìåííî ðåêîìáèíàíòíûõ ôðàãìåíòîâ À (àìèíîêèñëîòû 1-74) è Â
(àìèíîêèñëîòû 75-164) è ðåêîìáèíàíòíîãî òðèìåðà.

Äë  î÷èñòêè èçíà÷àëüíî íåðàñòâîðèìûå àãðåãàòû äåíàòóðèðóþò, ïðåäïî÷òèòåëüíî â 8 Ì
ìî÷åâèíå. Àëüòåðíàòèâíî, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  òàêæå äðóãèå àãåíòû, íàïðèìåð, 0,2 Ì
ðàñòâîð ãèäðîîêèñè íàòðè .

Ïåðâûé ýòàï õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè âûïîëí þò ïîñðåäñòâîì àíèîíîáìåííîé
õðîìàòîãðàôèè, íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâàíèè èñòî÷íèêà Q. Ïðè ýòîì áîëüøèíñòâî
àëëåðãåíîâ èëè âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ ñâ çûâàþòñ  ñ íîñèòåëåì è ïåðåíîñ òñ  â ýëþåíò
ïðè ïîìîùè èñõîäíîãî äåíàòóðèðóþùåãî ðàñòâîðà. Ùåëî÷íîé ýëþåíò ñëóæèò ïðè÷èíîé
òîãî, ÷òî áåëêè îñòàþòñ  â ðàñòâîðå. Ýëþèðîâàíèå ãðàäèåíòîì NaCl âûçûâàåò ÷àñòè÷íîå
óäàëåíèå áàêòåðèàëüíîãî çàãð çíåíè  è àêòèâíûõ ôðàãìåíòîâ èíãðåäèåíòîâ.

Íà äâóõ ïîñëåäóþùèõ ýòàïàõ î÷èñòêè, õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî
âçàèìîäåéñòâè  è ãåëü-ôèëüòðàöèè, ïðåäâàðèòåëüíî î÷èùåííûå è óðàâíîâåøåííûå
àëëåðãåíû èëè âàðèàíòû àëëåðãåíîâ  âë þòñ  ñóùåñòâåííî ñâîáîäíûìè îò
áàêòåðèàëüíîãî çàãð çíåíè , êîòîðîå åùå îñòàëîñü. Ñ ýòîé öåëüþ èñïîëüçóþòñ 
ñóùåñòâåííî òå æå ýëþåíòíûå âåùåñòâà, ñîñòî ùèå èç îñíîâàíè  íèçêîãî ìîëåêóë ðíîãî
âåñà è âàðüèðóþùåãî ñîäåðæàíè  íåîðãàíè÷åñêîé ñîëè. Òàêèì îáðàçîì, èçîáðåòåíèå
ñâ çàíî ñî ñïåöèôè÷åñêîé ýëþåíòíîé ñèñòåìîé, â êîòîðîé ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè,
ïîäâåðãàåìûå î÷èñòêå, ñîäåðæàòñ  â ðàñòâîðå ïðè ì ãêèõ óñëîâè õ âî âðåì  î÷èñòêè, è
êîòîðà  ïðèâîäèò ê åãî ýôôåêòèâíîé î÷èñòêå. Ïîñëå çàêëþ÷èòåëüíîãî
õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ýòàïà î÷èùåííûå ðåêîìáèíàíòíûå áåëêè ìîãóò â ñîîòâåòñòâèè ñ
èçîáðåòåíèåì áûòü èçîëèðîâàíû â ðàñòâîðèìîé ôîðìå èëè ðåíàòóðèðîâàíû ïðîñòîé
íåéòðàëèçàöèåé îñíîâû, êîòîðà  ïðèñóòñòâóåò â ýëþåíòå, ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñîîòâåòñòâóþùåé êèñëîòû. Ñäåëàâ ïðèåìëåìûé âûáîð êîíöåíòðàöèè ýëþåíòíûõ äîáàâîê,
ãîòîâ ò ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð, êîòîðûé  âë åòñ  ïðèåìëåìûì äë  ïàðåíòåðàëüíûõ
ïðåïàðàòîâ. Î÷èùåííûå ðåêîìáèíàíòíûå àëëåðãåíû èëè âàðèàíòû àëëåðãåíîâ
èäåíòèôèöèðóþòñ  ïðè èñïîëüçîâàíèè èõ èçâåñòíûõ ôèçè÷åñêèõ, õèìè÷åñêèõ,
èììóíîëîãè÷åñêèõ èëè áèîëîãè÷åñêèõ ñâîéñòâ, â ÷àñòíîñòè, ïðè èñïîëüçîâàíèè
èçîýëåêòðè÷åñêîãî ôîêóñèðîâàíè , SDS-ÏÀÃÝ è ñïåöèôè÷åñêèõ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë,
à òàêæå IgE àíòèòåë áîëüíûõ àëëåðãèåé. Ðàñòâîðèòåëü òåñòèðóåòñ  ñ ïîìîùüþ èçìåðåíè 
ðÍ, îöåíêè êîëè÷åñòâà Na+ è Cl- è, â ñëó÷àå íåîáõîäèìîñòè, êîíöåíòðàöèè ÑÎ3-. Ýòè
ñïîñîáû îáùåèçâåñòíû è îïèñàíû. Âûõîä ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ èëè âàðèàíòîâ
àëëåðãåíîâ â î÷èùåííîé ôîðìå è ðàñòâîðåííûõ â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì
ñîñòàâë åò 75-95% ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó áåëêó.

Àëëåðãåííûå êîìïîíåíòû, ïðèãîòîâëåííûå òàêèì îáðàçîì, ìîãóò èñïîëüçîâàòüñ  ïðè in
vivo è in vitro äèàãíîñòèêå êàê ÷àñòü ïðîöåññà èäåíòèôèêàöèè, äàþùåãî âîçìîæíîñòü
âû âèòü àëëåðãåííûé êîìïîíåíò ñïåêòðà ïàöèåíò-ñïåöèôè÷åñêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè, à
òàêæå äë  ñïåöèôè÷åñêîé èììóíîòåðàïèè àëëåðãèé. Êðîìå òîãî, ôàðìàöåâòè÷åñêèå
êîìïîçèöèè â ôîðìå ïðåïàðàòîâ äëèòåëüíîãî õðàíåíè  ìîãóò áûòü ïðèãîòîâëåíû
ïðåâðàùåíèåì î÷èùåííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ.

Ïðåäïî÷òèòåëüíûé âàðèàíò âîïëîùåíè  ñïîñîáà â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì
ïðåäñòàâëåí íà äèàãðàììå, ïðèâåäåííîé íèæå (Òàáëèöà 1):

Òàáëèöà 1
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Èçîë öè  òåëåö âêëþ÷åíè 

Äåíàòóðàöè , íàïðèìåð, â 8 Ì ìî÷åâèíå

Àíèîíîáìåííà  õðîìàòîãðàôè , íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâàíèè èñòî÷íèêà Q

Ðàñòâîð À: 20 ìÌ NaOH, 20 ìÌ NaCl, 11 ìÌ NaHCO3

Ðàñòâîð Â: 20 ìÌ NaOH, 0,5 Ì NaCl, 11 ìÌ NaHCO3

(Íåîá çàòåëüíî) õðîìàòîãðàôè  íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî âçàèìîäåéñòâè ,
íàïðèìåð, ïðè èñïîëüçîâàíèè èñòî÷íèêà ÐÍÅ

Ðàñòâîð À: 20 ìÌ NaOH, 2 Ì NaCl, 11 ìÌ NaHCO3

Ðàñòâîð Â: 20 ìÌ NaOH

(Íåîá çàòåëüíî) ãåëü-ôèëüòðàöè , íàïðèìåð, Superdex 75

Ðàñòâîð À: 10 ìÌ NaOH, 11 ìÌ NaHCO3, 148,4 ìÌ NaHCO3

Ðåíàòóðèðóþùà  êîìïîçèöè  I

Öåëåâîé áåëîê â 10 ìÌ NaOH, 148,4 ìÌ NaCl, 11 ìÌ NaHCO3 + äîáàâëåíèå 100

ìÌ HCl ê 10 ìÌ = ðàñòâîðèìûé öåëåâîé áåëîê â 0,154 Ì Na+ ðàñòâîðå

Òàêèì îáðàçîì, ìîæíî íàáëþäàòü ñëåäóþùåå: äàííîå èçîáðåòåíèå ïîçâîë åò ïðè
èñïîëüçîâàíèè ñïîñîáà â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì ñäåëàòü âîçìîæíûì ïîñðåäñòâîì
ñïåöèôè÷åñêîé êîìïîçèöèè õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ýëþåíòîâ, âûáîðà õðîìàòîãðàôè÷åñêîé
ñðåäû, óñòàíîâëåíè  ñïåöèôè÷åñêîãî ðÍ è, òàêèì îáðàçîì, ñîäåðæàíè  ñîëè,
òåõíîëîãè÷åñêè è ôàðìàêîëîãè÷åñêè îñóùåñòâèìîãî ñïîñîáà èçîë öèè âûñîêîî÷èùåííûõ,
ðàñòâîðèìûõ ðåêîìáèíàíòíûõ àëëåðãåíîâ èëè âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ, êîòîðûå
ïåðâîíà÷àëüíî ãîòîâ ò êàê íåðàñòâîðèìûå àãðåãàòû, äîñòè÷ü ñïîñîáà, êîòîðûé òðåáóåò
íåçíà÷èòåëüíûõ òðóäîçàòðàò è âðåìåíè. Ïîñêîëüêó óñëîâè , ïðè êîòîðûõ ðåêîìáèíàíòíûå
áåëêè î÷èùàþò è ðåíàòóðèðóþò èëè ðàñòâîð þò,  âë þòñ  ì ãêèìè è ôàðìàêîëîãè÷åñêè
áîëåå ïðèåìëåìûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ èçâåñòíûìè ñïîñîáàìè, àêòèâíûå èíãðåäèåíòû ìîæíî
èñïîëüçîâàòü êàê äë  äèàãíîñòèêè, òàê è äë  ïàðåíòåðàëüíîé òåðàïèè àëëåðãè÷åñêèõ
çàáîëåâàíèé.

Ïðèìåð
Èçîë öè  ðàñòâîðèìûõ âàðèàíòîâ àëëåðãåíà Bet v 1 (òåðàïåâòè÷åñêè ýôôåêòèâíûå

âàðèàíòû àëëåðãåíîâ ðåêîìáèíàíòíîãî Bet v 1, ôðàãìåíòû À è Â, òðèìåð Bet v 1)
Òåëüöà âêëþ÷åíè  âàðèàíòîâ àëëåðãåíîâ, î÷èùåííûå ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ

ñïîñîáîâ, ïðåäïî÷òèòåëüíî äåíàòóðèðóþò â 8 Ì ìî÷åâèíå, 20 ìÌ Òðèñ/HCl. Ïîñëå
çàâåðøåíè  äåíàòóðàöèè ïðîâîä ò ôèëüòðàöèþ, ïðåäïî÷òèòåëüíî ÷åðåç ôèëüòð ñ
ðàçìåðîì ïîð 0,22-0,45 ìêì, èëè öåíòðèôóãèðîâàíèå, ïðåäïî÷òèòåëüíî 5-15 ìèíóò ïðè
10,000-20,000×g. Îñâåòëåííûé ðàñòâîð èñïîëüçóþò äë  èîííî-îáìåííîé õðîìàòîãðàôèè ñ
èñòî÷íèêîì 15 Q (Pharmacia), ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàòåðèàëà íîñèòåë , êîòîðûé
óðàâíîâåøåí ùåëî÷íûì ðàñòâîðîì, ïðåäïî÷òèòåëüíî 20 ìÌ NaOH, 11 ìÌ NaHCO3 è 20
ìÌ NaCl. Ìàòåðèàë òâåðäîãî íîñèòåë  äîëæåí áûòü ñòàáèëüíûì ïðè çíà÷åíè õ ðÍ äî 12,0.
Îòíîñèòåëüíî âûñîêîå çíà÷åíèå ðÍ èñõîäíîãî ðàñòâîðà  âë åòñ  ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî
ôàêòè÷åñêè âñå öåëåâûå áåëêè ñâ çûâàþòñ  ñ àíèîííûì îáìåííèêîì. Èñêëþ÷åíèå
ñîñòàâë þò î÷åíü ðåäêèå áåëêè, èçîýëåêòðè÷åñêà  òî÷êà êîòîðûõ âûøå 11,0. Ïðîìûâàíèå
èììîáèëèçîâàííûõ áåëêîâ íà÷àëüíûì ðàñòâîðîì ýôôåêòèâíî óäàë åò äåíàòóðèðóþùèé
ðàñòâîð (íàïðèìåð, 8 Ì ìî÷åâèíó) è ôàðìàêîëîãè÷åñêè íåæåëàòåëüíûå áóôåðíûå
âåùåñòâà (íàïðèìåð, Òðèñ). Ýòîò ñïîñîá îáåñïå÷èâàåò òîò ôàêò, ÷òî çàìåíà
ðàñòâîðèòåëåì, êîòîðûé óëó÷øàåò ïîñëåäóþùèå ýòàïû ðàçäåëåíè , ïðîèñõîäèò ïðè
ñîõðàíåíèè ðàñòâîðèìîñòè ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ. Ïîñëåäóþùåå ýëþèðîâàíèå
âûïîëí þò ñ ïîìîùüþ ïîâûøàþùåãîñ  ãðàäèåíòà NaCl, íàïðèìåð îò 20 ìÌ NaOH, 11 ìÌ
NaHCO3, 20 ìÌ NaCl äî 20 ìÌ NaOH, 11 ìÌ NaHCO3, 0,5 Ì NaCl, ýòî ïðèâîäèò ê
îòäåëåíèþ çàãð çíåíèé (áåëêè êëåòêè-õîç èíà) è àêòèâíûõ ôðàãìåíòîâ èíãðåäèåíòîâ.

Ïîñëåäóþùèé õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ýòàï ïðåäñòàâë åò ñîáîé õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå
ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé (òîëüêî äë  ôðàãìåíòîâ). Ñ ýòîé öåëüþ ýëþàò ýòàïà 1
äîâîä ò äî âûñîêîé ìîë ðíîñòè ñîëåâîãî ðàñòâîðà, íàïðèìåð, 5 Ì NaCl è 20 ìÌ NaOH, 11
ìÌ NaHCO3, è òàêèì îáðàçîì ñâ çûâàþò öåëåâûå áåëêè. Ýëþèðîâàíèå ñâ çàííîãî áåëêà
ïðîâîä ò ñ ïîìîùüþ ùåëî÷íîãî ðàñòâîðà, êîòîðûé ñîäåðæèò íèçêóþ êîíöåíòðàöèþ ñîëè
èëè íå ñîäåðæèò ñîëè, íàïðèìåð 20 ìÌ NaOH. Òâåðäûé ìàòåðèàë íîñèòåë , èñïîëüçóåìûé
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äë  õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå ãèäðîôîáíûõ âçàèìîäåéñòâèé, äîëæåí áûòü òàêæå
ñòàáèëüíûì ïî îòíîøåíèþ ê ùåëî÷è äî çíà÷åíè  ðÍ 12, êàê, íàïðèìåð, èñòî÷íèê ÐÍÅ.

Íà òðåòüåì ýòàïå ãåëü-ôèëüòðàöèþ, íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ Superdex 75, ïðîâîä ò ïðè
ùåëî÷íûõ óñëîâè õ. Õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ðàñòâîð âûáèðàþò òàêèì îáðàçîì, ÷òî
íåéòðàëèçàöè  îñíîâàíè , ïðèáàâëåííîãî ê ýëþåíòó, ïðèâîäèò ê æåëàåìîé çàêëþ÷èòåëüíîé
êîìïîçèöèè, êàê, íàïðèìåð, 10 ìÌ NaOH, 11 ìÌ NaHCO3, 148,4 ìÌ NaCl.

Ýëþàò, ïîëó÷åííûé â ðåçóëüòàòå ãåëü-ôèëüòðàöèè, â çàêëþ÷åíèå íåéòðàëèçóþò,
èñïîëüçó  êèñëîòó, ñîîòâåòñòâóþùóþ èñïîëüçîâàííîìó îñíîâàíèþ, ïîñðåäñòâîì ÷åãî, ñ
îäíîé ñòîðîíû, óñòàíàâëèâàåòñ  íåéòðàëüíîå çíà÷åíèå ðÍ, è áåëîê, òàêèì îáðàçîì,
ïðåâðàùàåòñ  â ðàñòâîðèìóþ ôîðìó èëè ðåíàòóðèðóåòñ  è, ñ äðóãîé ñòîðîíû,
óñòàíàâëèâàåòñ  æåëàåìà  êîíöåíòðàöè  ñîëè ïîñðåäñòâîì íåéòðàëèçàöèè. Òàêèì
îáðàçîì, íàïðèìåð, ðàñòâîð ãåëü-ôèëüòðàöèè, êîòîðûé âêëþ÷àåò 10 ìÌ NaOH, 11 ìÌ
NaHCO3, 148,4 ìÌ NaCl, ïðåâðàùàþò â ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð ïóòåì äîáàâëåíè  1/10
(îá./îá.) 100 ìÌ HCl. Ðàñòâîðèòåëü òåñòèðóþò ïðîñòûì èçìåðåíèåì ðÍ è îöåíêè
êîëè÷åñòâà Na+. Òàêèì îáðàçîì, ñïîñîá â ñîîòâåòñòâèè ñ èçîáðåòåíèåì ïðåäóñìàòðèâàåò
ìèíèìàëüíóþ îáðàáîòêó îáðàçöà, íåçíà÷èòåëüíóþ äëèòåëüíîñòü îáðàáîòêè îáðàçöà,
èñïîëüçîâàíèå èñêëþ÷èòåëüíî ôàðìàêîëîãè÷åñêè ñîâìåñòèìûõ âåùåñòâ, âîçìîæíîñòü
èñïîëüçîâàíè  îòäåëüíîãî ýëþåíòà ñ ìèíèìàëüíûìè âðåäíûìè ïðèíöèïàìè ðàçäåëåíè ,
âîçìîæíîñòü èçáåæàòü äëèòåëüíûõ è, ïðè îïðåäåëåííûõ îáñòî òåëüñòâàõ,
íåñîñòî òåëüíûõ ñïîñîáîâ, òàêèõ êàê äèàëèç. Â äîïîëíåíèå, ðàñòâîð ãèäðîîêèñè íàòðè ,
êîòîðûé èçâåñòåí êàê ýôôåêòèâíûé áàêòåðèîñòàòèê, ïðåäîõðàí åò ïðèñóòñòâóþùèå áåëêè
îò äåãðàäàöèè èëè êîíòàìèíàöèè ìèêðîîðãàíèçìàìè. Ýíäîòîêñèíû, êîòîðûå ìîãóò âûçâàòü
ïðîáëåìû ïðè áàêòåðèàëüíîé ýêñïðåññèè, òàêæå ýôôåêòèâíî óäàë þòñ  èëè ïîäâåðãàþòñ 
äåãðàäàöèè. Ïîñëåäîâàòåëüíîñòü è êîëè÷åñòâî õðîìàòîãðàôè÷åñêèõ ýòàïîâ, îïèñàííûõ
âûøå, ìîæåò èçìåí òüñ  â çàâèñèìîñòè îò ñïåöèôè÷åñêèõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ñâîéñòâ
öåëåâûõ áåëêîâ. Îáçîð ðàñòâîðîâ ïðåäñòàâëåí â Òàáëèöå 2.

Íåéòðàëèçàöè /ðàñòâîðåíèå ïîñëå ãåëü-ôèëüòðàöèè:
- ìåäëåííîå äîáàâëåíèå 1/10 îáúåìà (îñíîâûâà ñü íà èñõîäíîé ñìåñè) 100 ìÌ HCl.

Íàïðèìåð, â 100 ìë èñõîäíîãî ðàñòâîðà ñîäåðæèòñ :
10 ìÌ NaOH, 148,4 ìÌ NaCl, 11 ìÌ NaHCO3

ïîñëå íåéòðàëèçàöèè 110 ìë
11 ìÌ NaHCO3×10/11=10 ìÌ NaHCO3

10 ìÌ NaOH/HCl(NaCl)×10/11=9,1 ìÌ NaCl
148,4 ìÌ NaCl×10/11=134,9 ìÌ NaCl

Çàêëþ÷èòåëüíûé ðàñòâîð ñîîòâåòñòâåííî âêëþ÷àåò 154 ìÌ Na+, 144 ìÌ Cl- è 10 ìÌ

ÑÎ3
-.

Òàáëèöà 2

Ðàñòâîðû äë  õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ðàçäåëåíè  âàðèàíòîâ Bet v 1

Õðîìàòîãð.
áåëîê

Ïðèìåí åìûé îáðàçåö Ðàñòâîð À Ðàñòâîð Â Ãðàäèåíò

AIRX

Ôðàãìåíò 1 8 Ì ìî÷åâèíà, 20 ìÌ Òðèñ/HCl ðÍ
8.0

20 ìÌ NaOH, 10 ìÌ NaCl, 11 ìÌ
NaHCO3

20 ìÌ NaOH, 500 ìÌ NaCl, 11 ìÌ
NaHCO3

10 OK

Ôðàãìåíò 2 ñìîòðè âûøå ñìîòðè âûøå ñìîòðè âûøå ñìîòðè
âûøå

Òðèìåð ñìîòðè âûøå ñìîòðè âûøå 20 ìÌ NaOH, 800 ìÌ NaCl, 11 ìÌ
NaHCO3

ñìîòðè
âûøå

HIC

Ôðàãìåíò 1 íàáîð AIEX ïóëà äî 2 Ì NaCl 20 ìÌ NaOH, 2 ìÌ NaCl, 11 ìÌ
NaHCO3

20 ìÌ NaOH 10 OK

Õðîìàòîãð. áåëîê Ïðèìåí åìûé îáðàçåö Ðàñòâîð À Ðàñòâîð Â Ãðàäèåíò

Ôðàãìåíò 2 íàáîð AIEX ïóëà äî 3 Ì NaCl 20 ìÌ NaOH.
3 ìÌ NaCl,
11 ìÌ NaHCO3

20 ìÌ NaOH 10 OK

Òðèìåð - - - -
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Ãåëü-ôèëüòðàöè 

Ôðàãìåíò 1 HIC ïóë 10 ìÌ NaOH, 148,4 ìÌ NaCl, 11 ìÌ NaHCO3 - -

Ôðàãìåíò 2 ñìîòðè âûøå ñìîòðè âûøå - -

Òðèìåð Q ïóë ñìîòðè âûøå - -

Âñå ðàñòâîðû è ôðàêöèè ñîõðàí ëèñü ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (ÎÊ = îáúåì êîëîíêè).

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Ñïîñîá ïîëó÷åíè  ñëåäóþùèõ î÷èùåííûõ ðåêîìáèíàíòíûõ âàðèàíòîâ Bet v 1

àëëåðãåíà: òðèìåðà, ôðàãìåíòà À (àìèíîêèñëîòà 1-74) è ôðàãìåíòà Â (àìèíîêèñëîòà 75-
164), èç òåëåö âêëþ÷åíè , ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå áàêòåðèàëüíîé ýêñïðåññèè, êîòîðûå
 âë þòñ  íåðàñòâîðèìûìè â ýêñïðåññèîííîé ñðåäå, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî âêëþ÷àåò
ñëåäóþùèå ýòàïû:

(i) ïîìåùåíèå âûäåëåííûõ íåðàñòâîðèìûõ òåëåö âêëþ÷åíè  â îðãàíè÷åñêèå
äåíàòóðèðóþùèå ðåàãåíòû,

(ii) î÷èñòêó ðàñòâîðà, ïîëó÷åííîãî íà ýòàïå (i) ïóòåì, ïî êðàéíåé ìåðå, îäíîãî
õðîìàòîãðàôè÷åñêîãî ýòàïà ïðè èñïîëüçîâàíèè ïî ñóùåñòâó íåîðãàíè÷åñêèõ,
íåáóôåðèðîâàííûõ, ùåëî÷íûõ, ñîëåñîäåðæàùèõ ýëþåíòîâ, ñîäåðæàùèõ NaOH, NaCl,
NaHCO3, ÊÎÍ, KCl è/èëè ÊÍÑÎ3, ïðè÷åì åñëè ïðèìåí þò áîëåå ÷åì îäèí ýòàï
õðîìàòîãðàôèè, íà ýòèõ ýòàïàõ èñïîëüçóþò îäèíàêîâûé êà÷åñòâåííûé è êîëè÷åñòâåííûé
ñîñòàâ êîìïîçèöèè ýëþåíòîâ ñ êîíöåíòðàöèîííûì ãðàäèåíòîì êîìïîíåíòà NaCl è/èëè KCl â
ïðåäåëàõ îò 1-3 Ì äî 30-10 ìÌ â ñëó÷àå õðîìàòîãðàôèè íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî
âçàèìîäåéñòâè ,

(iii) íåéòðàëèçàöèþ ùåëî÷íîãî ðàñòâîðà, ïîëó÷åííîãî â ðåçóëüòàòå çàêëþ÷èòåëüíîãî
ýòàïà î÷èñòêè, ïðè ýòîì óêàçàííûé ðàñòâîð ñîäåðæèò ðàñòâîðåííûé, ðåíàòóðèðîâàííûé è
áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûé áåëîê.

2. Ñïîñîá ïî ï.1, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ýòè ðåêîìáèíàíòíûå âàðèàíòû íå èìåþò èëè
èìåþò ñíèæåííóþ IgE àêòèâíîñòü, íî ñîõðàíèëè Ò-êëåòî÷íóþ àêòèâíîñòü.

3. Ñïîñîá ïî ï.1 èëè 2, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èñïîëüçóåìûì äåíàòóðèðóþùèì
ðåàãåíòîì  âë åòñ  ãèäðîõëîðèä ãóàíèäèíà.

4. Ñïîñîá ïî ïï.1-3, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èñïîëüçóåìûé äåíàòóðèðóþùèé ðåàãåíò
óäàë þò èç äåíàòóðèðóþùåãî ðàñòâîðà ïóòåì ñâ çûâàíè  ðàñòâîðåííîãî ðåêîìáèíàíòíîãî
áåëêà ñ õðîìàòîãðàôè÷åñêèì ìàòåðèàëîì è çàìåíû äåíàòóðèðóþùåãî ðàñòâîðà íà
íåîðãàíè÷åñêèé, íåáóôåðèðîâàííûé, ùåëî÷íîé ýëþåíò, êîòîðûé èìååò êîíöåíòðàöèþ ñîëè,
îáåñïå÷èâàþùóþ ñâ çûâàíèå áåëêà ñ óêàçàííûì ìàòåðèàëîì îáìåííèêà.

5. Ñïîñîá ïî ï.4, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ñâ çàííûé ðåêîìáèíàíòíûé áåëîê ýëþèðóþò ñ
ïîìîùüþ óâåëè÷èâàþùåéñ  êîíöåíòðàöèè ñîëè è â ïðîöåññå îáðàáîòêè îñâîáîæäàþò îò
çàãð çíåíèé.

6. Ñïîñîá ïî ï.5, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî óâåëè÷åíè  êîíöåíòðàöèè ñîëè äîñòèãàþò
ïóòåì ñîçäàíè  ãðàäèåíòà.

7. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.4-6, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èñïîëüçóåìûé
õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ìàòåðèàë ïðåäñòàâë åò ñîáîé àíèîíèòîâûé ôèëüòð.

8. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.4-7, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîâîä ò, ïî êðàéíåé ìåðå,
îäèí äàëüíåéøèé ýòàï õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè.

9. Ñïîñîá ïî ï.8, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî ïðîâîäèìûé ýòàï äàëüíåéøåé
õðîìàòîãðàôè÷åñêîé î÷èñòêè ïðåäñòàâë åò ñîáîé õðîìàòîãðàôèþ íà îñíîâå ãèäðîôîáíîãî
âçàèìîäåéñòâè  è/èëè ãåëü-ôèëüòðàöèþ.

10. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-9, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî èñïîëüçóåìûé
õðîìàòîãðàôè÷åñêèé ýëþåíò ïðåäñòàâë åò ñîáîé NaOH, NaHCO3 è NaCl.

11. Ñïîñîá ïî ëþáîìó èç ïï.1-10, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî íåéòðàëèçàöèþ ïðîâîä ò
ïîñëå îêîí÷àíè  î÷èñòêè â èíòåðâàëå ðÍ ìåæäó 6,5-8,0.

12. Ñïîñîá ïî ï.11, îòëè÷àþùèéñ  òåì, ÷òî HCl èñïîëüçóþò äë  íåéòðàëèçàöèè.
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