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ДАУНСТРИМ-ПРОЦЕСС ОЧИСТКИ 
БИОФАРМАЦЕВТИЧЕСКИХ БЕЛКОВ

Д.А. Гусаров1*

Резюме. Развитие биофармацевтической отрасли начинается с разработки эффективных продуцентов. 
Однако чем сложнее белок и его продуцент, тем большее количество примесей, среди которых эндо-
токсины, белки хозяина, вирусы, родственные примеси, агрегаты и высокомолекулярные контамитанты, 
синтезируется или накапливается в ходе процесса получения. Статья описывает подходы к выделению и 
очистке биофармацевтических белков (даунстрим-процесс). Обсуждаются основные хроматографические 
и нехроматографические методы.
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DOWNSTREAM PROCESS OF BIOPHARMACEUTICALS

D.A. Gusarov1*

Abstract. The development of the biopharmaceuticals begins with the development of effective producers. But the 
more complex protein and its producer, the greater the amount of impurities is synthesized or accumulated during 
the upstream process. Among them are as follows: bacterial endotoxins, viruses, host cell proteins, related impurities, 
aggregates and high molecular weight admixtures etc. This article describes approaches to the downstream process 
purification of biopharmaceutical proteins. We discuss the main chromatography and non-chromatographical methods.
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ВВЕДЕНИЕ
Полученные в ходе биопроцесса ле-

карственные средства (зачастую лишенные 
биологической активности) необходимо 
очищать от примесей до терапевтических 
степеней чистоты. Весь цикл подобного да-
унстрим-процесса можно разделить на со-
вокупность операций по выделению бел-
ка в той или иной форме из культуральной 
жидкости / клеток и очистки его от приме-
сей. Для того чтобы определиться с опера-
циями даунстрим-процесса, нужно точно 
знать [1]:

(1) физико-химические свойства бел-
ка (аминокислотную последователь-
ность, которая определяет заряд, мас-
су, гидрофобность и т.д.; третичную 
последовательность – в основном зна-
ние о цистеиновых связях и свободных 
цистеинах; наличие или отсутствие 
посттрансляционных модификаций и 
т.д.);

(2) способ биопроцессинга белка (плат-
форма биосинтеза, способ производст- 
ва – интрацеллюлярно или экстра-
целлюлярно, физическое состояние 
в клетке – в растворе или в тельцах 
включения);

(3) спектр возможных примесей, включая 
возможности деградации продукта во 
время производственных процессов и 
хранения.

В широком плане можно представить 
себе даунстрим-процесс в виде схемы, 
представленной на рисунке 1.

К интрацеллюлярным белкам можно 
относить в основном некоторые прокарио-
тические белки (реже – дрожжевые белки). 
Стадии разрушения и отделения дебрисов 
являются в технологическом плане лими-
тирующими выделение – это основной не-
достаток интрацеллюлярных платформ 
биосинтеза. Экстрацеллюлярные платфор-
мы, к которым относятся все эукариоти-
ческие системы биосинтеза, лишены этого 
недостатка, что должно облегчать последу-
ющую очистку.

Однако сам факт проведения допол-
нительных операций – а это не только 
описанные процедуры выделения белка 
из клеток, но еще и стадии отмывки тел 
включения, их растворения в денатури-
рующих буферах – зачастую способству-
ет тому, что белок, приходящий на очист-
ку, гораздо более «чистый» по сравнению 
с подобным же экстрацеллюлярным бел-
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ком. Кроме того, концентрации выделяемых интра-
целлюлярных белков также существенно выше, что 
облегчает и очистку, и внутрипроизводственный 
контроль всех этапов.

Следующие примеси должны быть минимизиро-
ваны в ходе даунстрим-процесса:

(1) процессуальные, а именно:

(1.1) производные клеточного субстрата: остаточ-
ные нецелевые белки продуцента, балласт-
ные молекулы ДНК или ее фрагменты, компо-
ненты клеточных стенок;

(1.2) производные клеточных культур: индукторы, 
антибиотики, плазма, компоненты питатель-
ных сред;

(1.3) производные даунстрим-процесса: фермен-
ты, химические и биохимические реагенты, 
неорганические соли, растворители, носи-
тели, смытые с хроматографических колонн 
лиганды;

(2) родственные, а именно:

(2.1) продукты ферментативной или химической 
деградации;

(2.2) модифицированные формы целевой молеку-
лы: дезамидированные, изомеризованные, 
окисленные формы, формы с некорректно 
замкнутыми дисульфидными связями, формы 
с некорректными конъюгированными остат-
ками (гликозилирование, фосфорилирование);

(2.3) агрегаты целевого белка.

Очевидно, что максимальное избавление от при-
месей возможно только с помощью многостадийной 

очистки. В целом многостадийность можно описать 
тремя составляющими:

– предочистка, или грубая очистка от механичес- 
ких включений и примесей типов (1.1), (1.2), (2.3);

– основная очистка, или избавление от родствен-
ных примесей типов (2.1), (2.2) и остатков (2.3);

– финишная очистка, или доочистка от приме-
сей типа (1.3) и иногда следовых количеств остальных 
примесей.

К наиболее опасным для человека примесям, 
очистка от которых должна быть максимально эффек-
тивна, относятся остатки нуклеиновых кислот про-
дуцента, вирусы и эндотоксины клеточной стенки 
бактерий.

ОЧИСТКА БЕЛКОВ  
ОТ БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
ЭНДОТОКСИНОВ

Липополисахариды (ЛПС), или бактериальные 
эндотоксины (БЭ), – это фрагменты внешней клеточ-
ной стенки всех грамотрицательных бактерий, высо-
ко токсичные для человека и способные приводить к 
развитию ряда тяжелых заболеваний, даже таких, как 
сепсис, рак и диабет [2–4]. Показано, что эндотокси-
ны даже в очень низких концентрациях существенно 
воздействуют на организм животных и человека. Это 
воздействие главным образом определяется прове-
дением токсического сигнала эндотоксина при учас- 
тии TLR4, который является обязательным услови-
ем сигнализации эндотоксина, активация которого 
инициирует комплексную систему взаимодействия 
сигнальных молекул, что приводит к проявлению 
пирогенности и токсичности [5]. Например, ингаля-
ционное введение мышам 1  мкг ЛПС Escherichia coli 
O111:B4 приводило к значительному возрастанию ан-
тител в крови животных (более 3000 нг/мл IgE, более 
2000 мкг/мл IgG) [6].

Поэтому активные фармацевтические субстанции 
(АФС), особенно служащие для создания инъекцион-
ных лекарственных форм, должны быть максимально 
избавлены от подобных примесей. Фармакопеи все-
го мира рекомендуют лимитировать содержание БЭ в 
лекарственных формах внутривенного назначения до 
5 единиц (EU, или endotoxin unit) на 1 кг веса тела за 
час [7]. Одна единица приблизительно равна 100  пкг 
эндотоксина.

Ниже (рисунок 2) приводится схематичес- 
кий вид химической структуры бактериально-
го ЛПС [8]. Полисахаридный фрагмент содержит 
О-специфическую цепь, включающую повторяющу-
юся последовательность олигосахаридных единиц 
на основе гликозильных остатков (до 50), а также 
ядро [9]. О-специфическая цепь уникальна для каж-
дого прокариотического штамма; она вносит сущест- 

Рисунок 1. Схема даунстрим-процесса получения генно-инже-
нерных белков
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венный вклад в серологическую специфичность, вы-
зывая иммунный ответ в организмах человека и жи-
вотных. Основными составляющими ядра являются 
остатки гептозы (гексапиранозы во внешней части 
ядра и L-глицеро-D-манногептозы во внутренней 
части), а также группы 2-кето-3-деоксиоктоновой 
кислоты.

Липидный фрагмент эндотоксинов, или липид А, 
является наименее вариабельной и наиболее консер-
вативной частью. Липид А отвечает за эндотоксичес- 
кую активность [10]. Она проявляется в стимулиро-
вании производства и высвобождения гранулоцита-
ми и макрофагами эндогенных медиаторов, таких как 
биоактивные липиды, NO, цитокины (например, ин-
терлейкин-1) [11–13]. Большие концентрации таких ме-
диаторов в организме могут привести к множеству 
различных патофизиологических реакций, как-то: по-
вышению температуры тела, лейкопении, тахикардии, 
гипотонии, рассеянной внутрисосудистой коагуляции 
и т.д. [14, 15].

Важно отметить, что липид А и внутреннее ядро 
полисахаридной составляющей эндотоксинов час- 
тично фосфорилированы. Это приводит к тому, что в 
растворах с нейтральным или основным рН эндоток-

сины будут иметь выраженный отрицательный заряд 
(рКа 1,3) [16].

Молекулярная масса мономеров различных ЛПС 
может варьировать в достаточно широких диапазонах, 
что объясняется вариабельностью О-специфической 
цепи. Известны эндотоксины с молекулярными мас-
сами от 2,5 кДа (с укороченной О-специфической це-
пью) до 70 кДа (с очень длинной О-специфической це-
пью) [17]. Большая же часть ЛПС имеет молекулярную 
массу от 10 до 20 кДа.

Однако необходимо отметить, что мономер-
ные ЛПС могут образовывать супрамолекулярные 
структуры за счет неполярных взаимодействий меж-
ду липидными «хвостами», а также за счет образова-
ния «сшивок» фосфатных групп бивалентными кати-
онами  [18–20]. Таким образом, в водных растворах 
эндотоксины могут агрегировать в ламелярные, куби-
ческие или инвертированные гексагональные струк-
туры, такие как мицеллы или везикулы (рисунок 3). 
Диаметр подобных структур достигает 0,1 мкм, а моле-
кулярная масса – 1000 кДа. Бивалентные катионы, та-
кие как Ca2+ и Mg2+, способствуют образованию суп- 
рамолекулярных структур, а детергенты, ЭДТА и бел-

Рисунок. 2. Схематическая химическая структура бактериального липополисахарида. Сокращения: Hep – гептоза; Kdo – 2-кето-3-
деоксиоктоновая кислота; GlcN – N-ацетилглюкозамин; P – фосфат

Рисунок 3. Схема полиморфизма липополисахаридов в водных растворах
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ки, наоборот, смещают равновесие в сторону образо-
вания мономерных форм [21, 22].

Итак, ЛПС по своей природе гидрофобны (из-за 
включения липидных хвостов) и отрицательно заря-
жены (из-за наличия остатков фосфорной кислоты). 
Несмотря на то, что мономеры ЛПС относительно ма-
лы (10–20 кДа), они могут образовывать высокомо-
лекулярные (выше 1000 кДа) структуры, достаточно 
устойчивые в водных растворах. Все эти свойства 
позволяют предложить ряд решений для очистки бел-
ков, составляющих АФС, от примесных бактериальных 
эндотоксинов.

Ультрафильтрация и гель-фильтрация

Очевидно, что супрамолекулярные формы эндо-
токсинов (мицеллы и везикулы) могут быть достаточ-
но легко отделены от белка с меньшей молекулярной 
массой. Логично предположить, что такие методы, как 
ультрафильтрация или гель-фильтрация, могут быть 
использованы для очистки АФС.

Показано, что использование ультрафильтраци-
онных мембран с порами 300 кДа позволяет достаточ-
но эффективно (до концентрации 0,06 EU/мл) удалять 
ЛПС из водных растворов, не содержащих белки  [23]. 
Однако большинство белков дестабилизируют супра-
молекулярные структуры ЛПС, дезагрегируя их до 
мономерных форм. Поэтому для эффективного раз-
деления необходимо дополнительно стимулировать 
полиморфизм эндотоксинов. Для этой цели предло-
жено вводить в раствор ионы бивалентных металлов, 
а именно  Ca2+ или Mg2+ [24]. Эти ионы резко смещают 
равновесие в сторону образования везикул, размер 
которых более 1000 кДа, и даже после удаления кати-
онов из раствора (при отсутствии дестабилизирующих 
факторов) везикулы могут превращаться в мицеллы 
размером 300–1000  кДа, не распадаясь до мономе-
ров. Например, введение 45 мМ Ca2+ в раствор, содер-
жащий 85  мкг/мл гемоглобина, загрязненного эндо-
токсинами в концентрации 5  мкг/мл, способствовало 
образованию крупных везикул ЛПС, которые были от-
делены с помощью ультрафильтрации (финальное со-
держание эндотоксинов в растворе гемоглобина со-
ставило 6 пг/мл) [25].

Это же свойство, очевидно, можно использовать 
для удаления эндотоксинов методом гель-фильтрации. 
Стабилизованные бивалентными катионами везикулы 
должны элюироваться раньше, чем белки. Однако по-
ложительно заряженные белки могут электростати-
чески связываться с ЛПС, что обычно резко уменьшает 
эффективность очистки [26].

Двухфазная экстракция

Этот метод основан на использовании детер-
гентов в концентрациях, превышающих их критичес- 
кие концентрации мицеллообразования. Неполяр-
ные взаимодействия между детергентом и липид-

ной частью эндотоксинов приводят к образованию 
мицеллярных структур. Агрегированные мицеллы 
при температурах выше точки мицеллообразования 
содержат незначительное количество воды и пред-
ставляют собой отдельную фазу, в которую вовлече-
на большая часть эндотоксинов от общего содержа-
ния. Такие мицеллы могут быть отделены с помощью 
центрифугирования. Экстракцию при необходимос- 
ти повторяют до тех пор, пока содержание эндоток-
синов в растворе белка не окажется ниже требуемой 
величины [27, 28].

Для двухфазной экстракции чаще всего исполь-
зуются неионогенные детергенты ряда «Тритон». На-
пример, точка мицеллообразования Тритона Х-114 
составляет +22 °С, поэтому смешение раствора белка, 
обогащенного эндотоксинами, и детергента проводят 
при пониженных температурах (+5 °С), а при нагрева-
нии смеси до температур выше +22 °С образуются две 
фазы, далее разделяемые центрифугированием.

Двухфазная экстракция позволяет снизить со-
держание ЛПС на несколько порядков, при этом не 
вызывая денатурации белка и не снижая его актив-
ность. Недостатком метода является то, что водная, 
обогащенная белком фаза содержит некоторое коли-
чество детергента, которое сложно контролировать 
методами анализа. Более того, сообщалось, что оста-
точный детергент в растворе белка значительно за-
трудняет проведение SDS-PAGE и LAL-тестов [29]. Та-
ким образом, необходимо дополнительно вводить 
в процесс стадию гель-фильтрации для избавления 
белка от следов детергента. Необходимо также от-
метить, что разделение образующихся фаз методом 
центрифугирования проходит довольно  плохо. Так, 
например, 4000–5000  g оказывается недостаточно 
для эффективного разделения: нижняя, осажденная 
гелеподобная фаза при неосторожном движении сра-
зу же смешивается с верхней фазой. Очевидно, что та-
кая методика не может быть использована в промыш-
ленных условиях.

Ионообменная хроматография 

Рекомбинантные белки, выделяемые из культу-
ральной жидкости штаммов-продуцентов чаще всего 
в форме тел включения, содержат значительное коли-
чество эндотоксинов клеточной стенки. Для очистки 
таких белков используются методы ионообменной 
хроматографии. Важно помнить, что рН подвижной 
фазы должен быть ниже изоэлектрической точки очи-
щаемого белка, но выше рКа эндотоксинов. Слабо от-
рицательно или нейтрально заряженные белки чаще 
всего очищают с помощью анионообменной хрома-
тографии  [30]. При рН  8 большая часть таких белков 
будет десорбироваться при концентрации вытесня-
ющего агента (например, хлорида натрия) 0,1–0,3  М. 
Эндотоксины, будучи сильно связанными с матрицей 
сорбентов, десорбируются только при концентрации 
0,5 М или выше. Однако такие отрицательно заряжен-
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ные белки, как бычий сывороточный альбумин, не бу-
дут эффективно очищаться от ЛПС [31].

В случае основных, положительно заряженных 
белков используют катионообменную хроматогра-
фию. Теоретически такие белки при рН  2-4 сорбиру-
ются матрицей, в то время как ЛПС элюируются без 
сорбции.

Однако на практике ионообменная хромато-
графия не всегда позволяет избавить многие бел-
ки от эндотоксинов до необходимых степеней чис- 
тоты, так как отрицательно заряженные ЛПС мо-
гут образовывать комплексы с белками. Например, 
как сообщалось Sang-Hyun Pyo и соавторами, при 
очистке рекомбинантного гистона Н  1,5, сильно ос-
новного белка (pI  10,91), на катионите СП-сефарозе 
(GE Healthcare, Швеция) содержание эндотоксинов 
было снижено с 7,89  EU/мг до 7,48  EU/мг, а на анио-
ните ДЭАЭ-сефарозе (GE Healthcare, Швеция) – до 
7,33 EU/мг [32].

Однако результаты ионообменной хроматогра-
фической очистки могут быть значительно улучше-
ны, если использовать Тритон Х-114. Раствор белка 
предварительно смешивают с 1% детергентом при 
пониженной температуре, а затем наносят на колон-
ну, упакованную ионообменным сорбентом, предва-
рительно уравновешенную подвижной фазой, также 
включающей 1% детергента. С повышением концент- 
рации вытесняющей соли белок элюируется, прак-
тически лишенный эндотоксинных примесей (менее 
0,05  EU/мг). Однако проблема контроля чистоты очи-
щенного продукта остается, как и в случае использо-
вания двухфазной экстракции. Также серьезным не-
достатком такого метода является использование 
очень больших объемов подвижных фаз для промыв-
ки колонны [33, 34].

Адсорбционная хроматография

Было предложено использование хроматогра-
фии на активированном угле для удаления эндо-
токсинов [35, 36]. Однако такой метод можно при-
менять для очистки подвижных фаз и растворов 
реагентов, используемых в биофармацевтических 
производствах, но не для очистки белковых раство-
ров из-за необратимой сорбции неселективными 
адсорбентами.

Обращенно-фазовая ВЭЖХ

Было неоднократно показано, что ОФ ВЭЖХ явля-
ется отличным средством для избавления от эндоток-
синов. Гидрофобные липидные группы обеспечивают 
эффективное связывание с неподвижной фазой ВЭЖХ-
сорбентов, поэтому время удержания эндотоксинов 
значительно выше времени удержания большинства 
белков; более того, десорбция эндотоксинов наступа-
ет только при существенных концентрациях органи-

ческого модификатора в подвижной фазе (до 70–90% 
ацетонитрила) [37, 38].

Действительно, многие рекомбинантные белки, 
очищенные с помощью ОФ ВЭЖХ, практически не со-
держат бактериальных эндотоксинов [39]. Среди та-
ких продуктов – инсулин человека [40, 41], гормон 
роста  [42], гранулоцитарно-макрофагальный коло-
ниестимулирующий фактор [43], β-интерферон [44] и 
другие.

Однако со временем эндотоксины могут накапли-
ваться на сорбенте, что приводит к их элюции вместе 
с продуктом, возможно, из-за вытеснения последним 
ЛПС с занятых ими активных центров сорбента [45]. То 
есть сорбент необходимо периодически депирогени-
зировать, промывая подвижной фазой, включающей, 
помимо органического модификатора, 1 М гидроксид 
натрия или 1–2 М уксусную кислоту. Подвижная фаза с 
крайними значениями рН может негативно отразиться 
на работоспособности и сроке эксплуатации сорбента. 
Это, конечно, ограничивает использование ВЭЖХ для 
очистки белков от эндотоксинов.

Хроматография  
гидрофобных взаимодействий

Хроматография гидрофобных взаимодействий, 
или HIC (hydrophobic interaction chromatography), яв-
ляется достаточно популярным методом очистки бел-
ков и пептидов, так как замечательно вписывается в 
линейку даунстрим-процесса: после ионообменной 
хроматографии элюируемый продукт содержит значи-
тельное количество соли, что позволяет наносить его 
сразу на HIC-колонну. Как и в случае ВЭЖХ, эндотокси-
ны клеточной стенки удерживаются сорбентами HIC 
сильнее, чем белки. Однако HIC существенно уступает 
ВЭЖХ как в эффективности, так и в производитель-
ности. Основным преимуществом перед ВЭЖХ являет-
ся возможность проводить депирогенизацию сорбен-
та растворами щелочей.

Примеры использования такого метода хромато-
графической очистки от ЛПС: очистка на сорбенте фе-
нил-тойоперл 650М (Tosoh, Япония) рекомбинантного 
42 кДа фрагмента белка MSP1, компонента противома-
лярийных вакцин [46]; очистка антигена вируса гепати-
та Б от пирогенов [47].

Описана интересная оптимизация метода очист-
ки белков от эндотоксинов с помощью хроматографии 
гидрофобных взаимодействий [30]. В раствор образ-
ца белка, предназначенного для нанесения на колон-
ну, упакованную фенил-сефарозой (GE Healthcare, 
Швеция), вводили сульфат аммония и гуанидина гид- 
рохлорид в таких концентрациях, в которых не наблю-
далось осаждения (высаливания) продукта (однако их 
концентрации должны быть близки к точке осажде-
ния). В таких условиях продукт элюировался без сорб-
ции, в то время как эндотоксины связывались с ли-
гандами сорбента. Таким способом удалось, выделяя 
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целевой белок из телец включения, одновременно 
снизить содержание эндотоксинов с 1 100 000 EU/мг до 
200 EU/мг.

Аффинная хроматография

На данный момент аффинная хроматография 
(АХ) является наиболее признанным методом из-
бавления от эндотоксинов. Однако ЛПС, биосинте-
зируемые различными штаммами, сильно отличают-
ся друг от друга главным образом из-за различных 
О-специфических цепей. Поэтому аффинный сорбент, 
предназначенный для связывания ЛПС, должен спе- 
цифически взаимодействовать с наиболее консерва-
тивной частью эндотоксинов, а именно с липидом А. 
Такая специфичность может достигаться за счет мо-
дификации матрицы сорбента следующими лиганда-
ми: полимиксином Б, гистамином/гистидином, остат-
ком деоксихолиевой кислоты, полиэтиленимином, 
поли-ε-лизином и т.д.

Наибольшее распространение среди аффин-
ных лигандов получил полимиксин Б (рисунок 4). Он 
представляет собой поверхностно-активный, поло-
жительно заряженный циклический пептид, который 
способен дезагрегировать комплексы с эндотокси-
нами и связываться с липидом А [48]. Например, ис-
пользование полимиксин-Б-сефарозы (GE Healthcare, 
Швеция) позволяет получать моноклональные анти-
тела, содержащие менее 0,625 EU/мл (исходно 20– 
100EU/мл) [49].

Однако АХ на полимиксиновых сорбентах мо-
жет быть сопряжена с потерей очищаемого белка 
вследствие ионных взаимодействий между аминны-
ми группами лиганда и отрицательно заряженными  
областями белка в растворах с низкой ионной силой. 
Например, при очистке бычьей каталазы десорбирует-

ся только 74–76% белка, а при очистке бычьего сыво-
роточного альбумина – только 80% [50, 51].

Еще одним серьезным недостатком полимик-
синовых колонок является возможность загрязне-
ния продукта вымываемым с сорбента лигандом, 
который обладает нейро- и нефротоксичностью и 
способностью при попадании в организм человека 
стимулировать высвобождение интерлейкина-1 мо-
ноцитами [52, 53].

Сорбенты с привитыми лигандами типа гистамина 
или гистидина обеспечивают сравнимую с полимик-
сином специфичность связывания. Гистамин облада-
ет более высокой аффинностью к эндотоксинам, зато 
гистидин безопаснее для использования в хромато-
графической очистке биофармацевтических белков, 
так как не обладает такой биологической активностью, 
как гистамин [54, 55].

Стоит отметить, что и полимиксиновые, и гис- 
таминовые/гистидиновые сорбенты достаточно доро- 
гостоящие.

Однако такой поликатионный лиганд, как поли-ε-
лизин, существенно дешевле и более устойчив к вы-
мыванию с сорбента в процессе элюции. Сорбент, на-
пример сефароза, ковалентно иммобилизованный 
поли-ε-лизином, объединяет в себе как сильные кати-
онные, так и гидрофобные свойства. Таким образом, 
можно элюировать растворы образца с существен-
ной ионной силой (то есть содержащие большое ко-
личество соли, например до 3 М хлорида натрия); це-
левой белок не будет связываться с сорбентом, тогда 
как эндотоксины задержатся. Показано, что поли-
ε-лизин позволяет снизить содержание ЛПС ниже 
0,1 EU/мл даже в случае белков, обладающих кислот-
ными свойствами, например сывороточного альбу-
мина [56, 57].

Рисунок 4. Структура лиганда полимиксина Б
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Свойства аффинных сорбентов, применяемых для 
очистки от эндотоксинов клеточной стенки, одинако-
вы и основаны главным образом на сродстве к липид-
ной части ЛПС. При использовании таких сорбентов 
крайне важно помнить, что эффективность избавле-
ния растворов белка от ЛПС зависит от времени кон-
такта матрицы сорбента с элюируемым образцом. Не-
обходимо так организовывать скорость потока, чтобы 
время контакта было не менее 16 ч.

Иммобилизованные мембранные фильтры  
и картриджи

Хроматографические методы избавления от 
эндотоксинов сегодня могут быть заменены на мето-
ды, основанные на фильтрации растворов через осо-
бые мембраны или картриджи. Эти мембраны или 
картриджи могут быть иммобилизованы любым из 
описанных в данном обзоре лигандом; чаще всего 
используются иммобилизации с помощью ДЭАЭ, по-
лимиксина и поли-ε-лизина. Такие коммерчески дос- 
тупные системы существенно дешевле сорбентов, 
они стерильны и апирогенны в отличие от сорбентов, 
и не нужно тратить время на упаковку колонны и ее 
депирогенизацию.

Однако, как уже отмечалось выше, время контакта 
депирогенизируемого раствора с лигандами мембра-
ны/картриджа является наиболее критическим пара-
метром процесса, что в конечном итоге ограничивает 
использование подобных систем.

Итак, технология рекомбинантных ДНК позво-
лила получать множество белков, предназначенных 
для терапевтических целей. При этом чаще всего для 
биосинтеза целевых продуктов используются штам-
мы-продуценты Escherichia coli, так как культивиро-
вать прокариотические микроорганизмы дешевле по 
сравнению с эукариотическими клетками, бактерии 
способны быстро синтезировать белки в больших ко-
личествах, и, наконец, накоплен значительный опыт 
работы именно с E. coli. Однако процесс ферментации 
продуцента сопряжен с тем, что продукт загрязнен 
эндотоксинами клеточной стенки. Столь пирогенные 
и токсичные примеси необходимо удалять из раство-
ров белка до предельно допустимых значений. Но эн-
дотоксины – это очень стабильные соединения. На-
пример, для того чтобы их разрушить, необходимы 
высокие температуры (180–250  °С) и крайние значе-
ния рН (0,5–1,0 М NaOH или 1–2 М уксусная кислота). 
Также их отрицательный заряд и наличие гидрофоб-
ных участков могут способствовать образованию 
комплексов с белками. Следовательно, очистка бел-
ков от эндотоксинов является очень сложной зада-
чей, вынуждающей иногда вводить дополнительные 
стадии в даунстрим-процесс.

Обширный ассортимент способов, предложенных 
для избавления от ЛПС, в очередной раз подтвержда-
ет, насколько бывает сложно достичь необходимых 

степеней чистоты в том или ином производственном 
процессе получения биофармацевтических белков. 
Среди таких способов можно выделить хроматографи-
ческие и нехроматографические.

К первым относятся ионообменная, обращенно-
фазовая, аффинная, гель-проникающая хроматогра-
фия и хроматография гидрофобных взаимодействий.

Нехроматографические способы включают ульт- 
рафильтрацию и двухфазную экстракцию. Оба метода 
отлично справляются с задачей очистки от эндоток-
синов растворов, не содержащих белки. Однако для 
очистки целевых белков описанные методы малоэф-
фективны. Особое место занимают фильтрационные 
мембраны и картриджи, которые являются своего ро-
да упрощенным вариантом ионообменной и/или аф-
финной хроматографии.

ОЧИСТКА ОТ ФРАГМЕНТОВ  
НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ

Остаточные нуклеиновые кислоты и их фраг-
менты, как правило, не представляют большой проб- 
лемы при очистке генно-инженерных белков. Это 
связано с тем, что их свойства уж слишком ярко вы-
ражены: большой отрицательный заряд и существен-
ная гидрофобность. Очевидно, что практически все 
известные хроматографические методы, из которых 
наиболее предпочтительными кажутся ионообмен-
ная хроматография, ОФ ВЭЖХ и хроматография гид- 
рофобных взаимодействий, являются достаточно 
эффективными.

К нехроматографическим методам избавле-
ния от фрагментов нуклеиновых кислот можно от-
нести кислотную экстракцию и белковое солевое 
осаждение.

Для кислотной экстракции на этапах выделе-
ния белка из клеток в раствор гомогената добавляют 
1–3% хлорную кислоту при интенсивном перемешива-
нии [58]. В результате в течение короткого срока (от не-
скольких минут до пары часов) большая часть молекул 
нуклеиновых кислот преципитирует. Осадок удаляют с 
помощью декантации, сепарации, центрифугирования 
или тангенциальной фильтрации.

Возможен и другой подход – осаждение целево-
го белка. Для этого используют различные соли (хло-
рид натрия, сульфат аммония и т.д.), наиболее удобные 
в соответствии с рядом Гоффмайстера [59]. Фрагменты 
нуклеиновых кислот не преципитируют и остаются в 
надосадочной жидкости.

ОЧИСТКА ОТ ВИРУСОВ
Вирусная, а также прионная контаминация яв-

ляется наиболее опасной для человека. Естественно, 
в первую очередь это относится к культурам клеток 
млекопитающих. Для оценки эффективности очистки 
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от вирусов введена единая система расчета логов из-
бавления от вирусов (log-viral reduction, LVR). LVR рас-
считывается по разности десятичных логарифмов ко-
личества вирусных частиц в титре до очистки и в титре 
после очистки. Очевидно, что чем выше значение LVR 
для той или иной стадии даунстрим-процесса, тем она 
более эффективна [60].

Наиболее известными и проверенными методами 
очистки от вирусов являются ионообменная, аффин-
ная хроматографии, хроматография гидрофобных вза-
имодействий, ОФ ВЭЖХ, инактивация пониженными 
значениями рН (таблица 1) [61].

Таблица 1. 

Типичные приемы очистки от вирусов

Метод очистки LVR

Аффинная хроматография 4,23

Катионообменная хроматография 2,13

Анионообменная хроматография 4,98

Хроматография гидрофобных 
взаимодействий

4,19

Инактивация при низком рН > 4,4

Интересно, что инактивация вирусов в низких зна-
чениях рН является одним из наиболее эффективных 
способов избавления от этих примесей. Для этого в 
растворе целевого белка понижают рН до 3,0 и ниже 
(если это возможно и не способствует преципитации, 
деградации белка или потере его активности) на 1 ч и 
более. После чего раствор подвергают ультрафильтра-
ции на мембранах 20–80 нм.

ОЧИСТКА  
ОТ РОДСТВЕННЫХ БЕЛКОВ

В широком смысле слова родственными белками, 
с одной стороны, могут быть продукты агрегации бел-
ков, а с другой – продукты деградации.

Агрегаты – примеси более высокого порядка, чем 
целевой генно-инженерный белок. Поэтому одним из 
наиболее популярных методов очистки от агрегатов 
является гель-фильтрация.

Особого внимания заслуживает сорбент, кото-
рый используется при гель-фильтрации. Чаще всего 
для этих целей применяют сефадексы, впервые вве-
денные в практику Поратом и Флодином [62]. В насто-
ящее время основным производителем сефадексов 
является корпорация GE Healthcare (ранее Amersham 
Biosciences, Pharmacia, Швеция). Однако в нашей стра-
не подобный гидрофильный гель также был разрабо-
тан и запатентован [63]. Показано, что осмотическая 

стабильность отечественного сорбента для гель-
фильтрации даже выше стабильности зарубежных 
аналогов.

Пожалуй, самым изученным примером агрега-
ций является процесс фибриллообразования инсули-
на. Фибрилляция молекул инсулина в волокнообраз-
ные агрегаты протекает практически постоянно, но 
особенно заметной становится при высоких концент- 
рациях гормона (выше 5  мг/мл) [64–66]. Катализиру-
ют агрегативное фибриллообразование низкий рН 
растворов инсулина, высокая температура (выше 
комнатной), высокая ионная сила, различные орга-
нические растворители, например этиловый спирт. 
В растворах кислот молекула инсулина существу-
ет главным образом в мономерной форме [67–69]. В 
нейтральной области рН инсулин стабилизирован в 
равновесии между мономерной и димерной форма-
ми. Фибриллообразование начинается с разворачи-
вания молекулы до мономера с последующим волок-
нообразным скручиванием ее в нити, нерастворимые 
в физиологических условиях [70]. По-видимому, в ус-
ловиях низких значений рН вокруг молекулы инсу-
лина создается заряженное окружение водно-бел-
ковых молекул, в котором усиливается притяжение 
между гидрофобными и заряженными участками ин-
сулиновой молекулы – создается эффект торнадо, 
когда все увеличивающееся притяжение заставляют 
молекулы соединяться друг с другом в вихреобраз-
ные нитевидные структуры, обладающие гораздо 
большим радиусом Стокса, чем исходная мономер-
ная молекула гормона. Это позволяет проводить их 
гель-фильтрационное разделение [71, 72]. Удаление 
волокнобразных фибрилл необходимо, так как их на-
личие в растворе инсулина служит главным инициа-
тором агрегации; при их отсутствии дальнейшее фи-
бриллобразование сильно заторможено, особенно 
при низких температурах [73]. 

Для каждого конкретного генно-инженерного 
белка спектр родственных примесей, возникающий 
вследствие деградаций, уникален. Это может быть 
окисление, протеолитическая деструкция, дезамиди-
рование по остаткам аспарагина или глутамина и др. 
Самые проблематичные для даунстрим-процесса при-
меси – дезамидированные формы целевого белка.

Методы избавления от дезамидированных приме-
сей лучше всего также рассматривать на примере ин-
сулина. В производстве инсулина проблема дезами-
дирования стоит настолько остро, что нормативной 
документацией особенно подчеркивается, что в конеч-
ных препаратах количество А21-дезамидоинсулина не 
должно превышать 2%. Эта родственная примесь об-
разуется в ходе дезамидирования остатка аспарагина 
в 21 положении А-цепи. Дезамидирование протекает 
в кислых условиях гораздо быстрее, чем в щелочных; 
в нейтральных заметно не протекает [74, 75]. Однако 
сложность как раз и в том, что все производственные 
условия получения инсулина проводятся при низких 
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значениях рН, в которых инсулин лучше растворим и 
не осаждается. А хранятся препараты инсулина, в том 
числе готовые лекарственные формы, в условиях сла-
бощелочных. В нейтральных же условиях инсулино-
вые растворы содержать проблематично из-за бли-
зости к pI белка.

Показано, что эффективного избавления от А21-
дезамидоинсулина можно достичь только с помощью 
ОФ ВЭЖХ в очень селективных условиях [40, 41].

ИНСТРУМЕНТЫ СИСТЕМЫ  
МЕНЕДЖМЕНТА КАЧЕСТВА

После разработки подхода и оптимизации выде-
ления и очистки генно-инженерных белков процесс 
необходимо валидировать, а именно: выполнением 
ряда проверок должно быть подтверждено, что все 
процессы, составляющие технологию получения бел-
ка, воспроизводимо и предсказуемо отвечают назна-
ченным целям [76].

Валидация процесса позволяет в первую очередь 
оценить его способность воспроизводимо и предска-
зуемо достигать результатов, как-то: заданной произ-
водительности и необходимого качества продукта. 
Для этого первоначально определяются критические 
параметры, которые вносят определяющий вклад в 
процесс выделения и очистки. Эти критические пара-
метры могут быть заданы по условию осуществления 
процесса (параметры «на входе») или получены в ка-
честве результата осуществления процесса (парамет- 
ры «на выходе»). Для валидации процесса парамет- 
ры «на входе» следует менять в допустимых преде-
лах и оценивать изменение параметров «на выходе» 
(таблица 2). Параметры «на выходе» оцениваются в 
соответствии с заданными критериями приемлемос- 
ти: если параметры не выходят за диапазон критерия 
приемлемости, то можно считать процесс валидным; а 
если параметры в той или иной мере превышают пре-
делы критериев приемлемости, то условия проведе-
ния такого процесса должны быть пересмотрены, то 
есть должны быть иначе заданы параметры «на входе».

Таблица 2. 

Примеры параметров процесса хроматографии «на входе»  
и «на выходе»

Параметры

«на входе»
рН, температура, ионная сила, нагрузка, 
скорость потока, время удержания

«на выходе»
Чистота, концентрация, стабильность, выход, 
содержание ДНК, содержание эндотоксинов, 
содержание вирусов, давление в системе

Алгоритмов нахождения оптимальных парамет- 
ров «на входе» для получения максимально эффек-
тивных параметров «на выходе» не так много, как мог-

ло бы показаться с учетом достаточно длительного в 
историческом плане развития биотехнологии и мето-
дов выделения и очистки.

1. Эмпирический подход. Он включает установле-
ние полного перечня параметров процесса, про-
ведение процесса при различных их значениях 
и математический анализ полученной матрицы 
эксперимента. Очевидно, что параметров мно-
го; значений, в пределах которых эти параметры 
варьируются, еще больше – следовательно, такая 
работа займет очень много времени, сил, реак-
тивов и в конечном счете финансовых средств. 
Поэтому оптимизация/квалификация процесса с 
помощью такого алгоритма, как правило, прово-
дится в наихудших условиях [58]. Метод основан 
на проведении серии процессов при парамет- 
рах, которые на практике приводят к наиболее 
безобразным результатам (старый сорбент, не до 
конца проведенная регенерация и т.д.), и оценке 
приемлемости получаемых результатов задан-
ным критериям (чистота, время цикла, выход). 
Метод назван FMEA (Failure Mode Effect Analysis), 
или анализ влияния граничных условий валид-
ности. Такой подход позволяет однозначно опре-
делить диапазон валидности процесса, а также 
оптимизировать некоторые его параметры с по-
мощью математических процессоров [59].

2. Модельно-эмпирический подход. По своему 
принципу это то же самое, что и подход, опи-
санный пунктом выше. Разница – в материаль-
ном обеспечении и масштабе [60, 61]. Вполне 
очевидно, что эксперименты по подбору опти-
мальных (или даже только граничных) условий 
проведения биотехнологических процессов 
всегда дорогостоящие. Рекомендации FDA, ICH, 
ВОЗ гласят [62], что любая квалификация процес-
са должна протекать минимум на пяти последо-
вательных сериях/циклах получения продукта. 
А уж оптимизация займет гораздо больше пя-
ти циклов. В этом подходе проводится обратное 
масштабирование процесса со всеми его пара-
метрами до лабораторного уровня. После чего 
начинается эмпирически-аналитическая работа 
по оптимизации или квалификации в наихудших 
условиях функционирования. Вместо промыш-
ленного биореактора – маленький лаборатор-
ный прибор. Вместо препаративной хроматогра-
фической колонны – аналитический картридж, 
заполненный таким же сорбентом. С учетом ко-
эффициентов маштабирования подбираются 
значения параметров, а результаты эксперимен-
тов оцениваются теми же методами, FMEA.

На наш взгляд, огромным недостатком обоих под-
ходов является собственно скрининг всех параметров. 
И в первом, и во втором случае, хоть и в другом фор-
мате, необходимо проводить матрицу эксперимента 
для всех известных параметров процесса. Да, страте-
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гия наихудшего случая функционирования помогает 
сократить число экспериментов. Но процессы биофар-
мацевтики настолько многогранны и многофакторны, 
что общее число экспериментов все равно довольно 
высоко.
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