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Растворы для очистки   

Системные решения проблемы агрегатов
Успех любого биологического препарата, например моноклональных антител (mАb), рекомбинантных белков или 
биоаналогов, в значительной степени зависит от последующей очистки. Среди проблем, с которыми часто сталки-
ваются ученые в ходе данного процесса, - образование и/или удаление агрегатов мономеров. Хотя агрегаты физи-
чески и химически подобны мономерам, их присутствие в конечном очищенном продукте, особенно в терапевти-
ческом mАb, нежелательно по многим причинам. Во-первых, агрегаты часто содержат примеси, такие как белки 
клеток-хозяев (HCP) и ДНК, что приводит к образованию сложных загрязняющих веществ. Это может увеличить 
риск анафилаксии или иммуногенного ответа у пациентов. Во-вторых, агрегаты терапевтических mАb часто 
демонстрируют иные профили биоактивности/потенции, стабильность при хранении и фармакодинамические/-
фармакокинетические свойства, чем их мономерные аналоги (Lang et al. 2011). По этим причинам удаление агре-
гатов стало важным направлением последующей обработки.
Образование агрегатов может быть обусловлено несколькими процессами: (1) интенсивная ферментация может 
привести к неправильному разрушению дисульфидных связей во время биосинтеза и разворачиванию или дена-
турации молекул лекарственных средств при температурах роста клеток (≥25°C) (Rathore et al. 2013); (2) Аффинная 
хроматография белка А, которая используется для очистки объемных примесей, присутствующих в исходном 
сырье, требует сильных кислотных условий элюцирования, что может вызвать структурные изменения и способ-
ствовать олигомеризации чувствительных к рН молекул; (3) в качестве меры вирусной деактивации элюат белка А 
часто поддерживается при низком значении рН в течение 30-60 минут, что может ускорить образование агрегатов; 
и (4) агрегаты также могут образовываться во время и после очистки, если условия/методы последующей обработ-
ки не идеальны.
Компания Bio-Rad уже более 50 лет обеспечивает постоянно совершенствующийся спектр хроматографических 
смол для очистки биопрепаратов в промышленных количествах. По мере роста биофармацевтической промыш-
ленности присутствие агрегатов стало предметом интенсивного и все более пристального изучения. В данном 
руководстве мы приводим краткий обзор различных смол, которые могут быть использованы для удаления/мини-
мизации агрегатов в промышленных процессах очистки.

Ионообменные (IEX) хроматографические смолы
Ввиду того, что агрегатные молекулы химически 
кратны мономеру, они имеют пропорционально боль-
ший поверхностный заряд. Это делает ионообменные 
смолы идеальными для их очистки.
Bio-Rad предлагает новые мелкодисперсные хромато-
графические смолы, оптимизированные для высокого 
разрешения и емкости. Такие смолы могут быть особен-
но продуктивны в сложных ситуациях и на заключи-
тельных стадиях полировки (He et al. 2010).
Смола Nuvia™ S
Это высокоемкая, прочная катионообменная смола 
(CEX) с отличными динамическими характеристиками 
связывания и низким обратным давлением при высо-
ких скоростях потока. 

Потенциал Nuvia S для обработки агрегатов был иссле-
дован при использовании моноклонального антитела 
mAb G, которое склонно агрегироваться при кислотном 
элюцировании из колонки аффинной хроматографии 
белка А (Рисунок 1). Nuvia S успешно снизила содержа-
ние агрегата с 13,8% в загруженном материале до <1% 
в очищенном элюате при сохранении 93% восстановле-
ния mAb (бюллетень 5984). Высокие скорости потока, 
на которых способна использоваться данная смола, 
обеспечивают дополнительное преимущество в виде 
минимизации взаимодействия антител с протеазами и 
нуклеазами, присутствующими в исходном потоке 
клеточной культуры, тем самым сводя к минимуму 
деградацию антител.
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Рисунок 2. Профили загрузки при гель-проникающей хроматографии ( ), выбранные 
кластеры (Фракции 17–20) ( ) и (Фракции 17–19) ( ), и  агрегированный кластер (Фракции 
21–22) ( ).

Nuvia HR-S также превосходит другие смолы CEX с 
мелкими частицами по показателю минимизации нали-
чия агрегатов с высокой степенью восстановления. В 
прямом сравнении Nuvia HR-S дала <0,3% остаточного 
агрегатного содержания с >80% восстановлением 
против ~70% восстановления, полученного Смолой 1 
(Рисунок 3).

Смолы (HIC) для взаимодействия при гидрофобной 
хроматографии
Ввиду того, что некоторые агрегаты проявляют повы-
шенную поверхностную гидрофобность по сравнению с 
мономерами, смолы HIC также могут быть использова-
ны для удаления агрегатов. Изменения уровня рН могут 
повлечь за собой изменения гидрофобности белков и 
способствовать их связыванию/высвобождению из 
смол HIC. Точно так же изменения концентрации солей 
могут изменять силу взаимодействия белков со смола-
ми, тем самым влияя на их очистку. Высокие концентра-
ции солей часто помогают белкам связываться со 
смолами HIC. Следовательно, при обратном градиенте 
солей агрегаты остаются связанными со смолой, в то 
время как мономеры элюцируются. Компания Bio-Rad 
предлагает два типа HIC-смол: Macro-Prep® t-Butyl, 
являющейся умеренно гидрофобной, для использова-
ния при очистке белков со слабыми гидрофобными 
областями или небольшим их количеством, и слабо 
гидрофобную Macro-Prep® Methyl, которую можно 
использовать для очистки белков с сильными гидро-
фобными областями.

Хроматографические смолы смешанного типа
Методы работы, при которых  используются смолы IEX и 
HIC, способны спровоцировать образование дополни-
тельных агрегатов или мультимеров из-за повышения 
концентрации белка или соли, а также  соблюдения 
требований к уровню рН для элюцирования. Хромато-
графические смолы смешанного типа служат для реше-
ния  данных задач.
Смешанные хроматографические режимы позволяют 
проводить разделение как по заряду, так и по гидрофобно-
сти или сродству металлов на одном этапе. Смолы 
смешанного типа компании Bio-Rad обладают уникальны-
ми разделительными свойствами, непревзойденной 
селективностью и выдающимся разрешением и могут 
быть использованы для эффективного удаления агрега-
тов.

Среды керамического гидроксиапатита CHT™
Будучи смешанной средой, CHT обладает преимуще-
ством двойной очистки CEX и метало-аффинной очистки. 
Она отличается формированием  электростатических, 
отталкивающих и координирующих ковалентных связей 
при взаимодействии с белковыми видами. Ее разноо-
бразная селективность обеспечивает превосходную 
обработку агрегатов и удаление различных видов 
примесей  за один этап (бюллетень RP0033), в том числе 
агрегатов и фрагментов моноклональных антител,  ДНК, 
НСРs, вирусов, эндотоксинов, и белка А. По сравнению 
с другими  смолами смешанного типа CHT обеспечивает 
лучшее восстановление мономера с минимальными 
уровнями агрегата при очистке некоторых mAb, таких 
как mAb S (Рисунок 4) (бюллетень 6749). Она может 
эффективно удалять агрегаты различных исходных 
образцов. В простом и эффективном, состоящем из 
одного этапа  эксперименте  было показано, что СНТ 
удаляет практически все продукты агрегации и дегра-
дации, обнаруженные в образце IgG4 человека (бюлле-
тень 2940).
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Рисунок 1. Анализ удаления агрегата из mAb G с использованием смолы Nuvia S методом 
гель-проникающей жидкостной хроматографии высокого давления. Загрузка (—); Фракции 
3–8 (—).

Смола Nuvia™ HR-S
Данная смола CEX с высоким разрешением. Она отли-
чается гидрофильной полимерной матрицей с открытой 
структурой пор, предназначенной для быстрого и 
эффективного переноса  массы, и обладает превосход-
ной текучестью при высоких скоростях потока. Ее 
можно использовать  в крупномасштабных работах по 
последующей очистке. Она отлично подходит для 
разделения высокомолекулярных примесей, например, 
агрегатов mAb и близкородственных биомолекул (бюл-
летень 6439). Кроме того, она показала свою эффектив-
ность при снижении содержания агрегата с 10% в 
нагрузке до 0,46–0,85% в элюате с восстановлением 
мономера 66-81% (Рисунок 2)

Рисунок 3. Производительность смолы Nuvia HR-S      по сравнению со Смолой 1    .



Рисунок 4. Удаление агрегатов mAb с CHT. OП 280 (—); проводимость (—), %B (—). Синие 
вертикальные линии показывают, где были собраны образцы.

Смола Nuvia™ cPrime™ 
Данная смола сочетает в себе гидрофобные и CEX взаи-
модействия,  обеспечивая надежное восстановление 
при высоких скоростях потока в коммерческих произ-
водственных условиях. Размер ее частиц оптимизиро-
ван для обеспечения исключительных свойств потока, 
быстрого переноса массы и крайней стабильности. 
Будучи солеустойчивой смолой, она может быть эффек-
тивно использована для очистки mAb, чувствительной к 
соли и рН, с минимальным изменением исходных 
образцов. Были зафиксированы ее хорошие результаты  
очистки агрегатов препарата mAb из клеток CHO при 
работе с двумя другими смолами IEX, Nuvia S и Nuvia™ Q 
(бюллетень 6241).
Bio-Rad предлагает огромный выбор хроматографиче-
ских смол для удаления агрегатов, которые поддержи-
вают эффективность и безопасность продукта. Надеем-
ся, что информация, представленная здесь, поможет 
вам в работе над вашей стратегией удаления агрегатов. 
Для получения технической поддержки/информации о 
продуктах или для запроса ценового предложения 
обратитесь к своему региональному представителю 
компании Bio-Rad по адресу: process@bio-rad.com или 
в нашу службу поддержки клиентов по телефону 
1-800-4-BIORAD (1-800-424-6723).
СНТ удаляет практически все продукты агрегации и 
деградации, обнаруженные в образце IgG4 человека 
(бюллетень 2940).
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Изучите наш огромный ассортимент промышленных 
хроматографических смол, их эксплуатационные харак-
теристики и применение (бюллетень 6713), а также 
запросите образец продукции для исследования.
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