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Растворы для очистки   

Эффективно устраняйте эндотоксины с помощью наших универсальных технологических смол
Эндотоксины являются одной из наиболее распространенных пирогенных (вызывающих лихорадку) примесей, 
присутствующих в терапевтических белковых препаратах. Они представляют собой отрицательно заряженные 
сложные агрегаты липополисахаридов (LPS), имеющиеся в клеточных стенках грамотрицательных бактерий. 
Эндотоксины высвобождаются при разрушении жизнеспособных клеточных стенок или мертвых бактерий. 
Присутствие даже незначительного количества таких пирогенов в очищенных белках может вызвать серьезные 
нарушения в процессе последующей очистки. В терапевтических белках такие загрязнители могут привести к 
септическому шоку, повреждению тканей и даже смерти в некоторых случаях. В исследовательских образцах 
эндотоксины могут препятствовать точному отображению данных и иммунологических показаний. Поэтому очень 
важно, чтобы эндотоксины были удалены из всех очищенных белков, особенно из предназначеных для терапевти-
ческого применения, такого как лекарства, инъекционные препараты и другие фармацевтические продукты.
Эндотоксины чрезвычайно термически стабильны и нечувствительны к изменениям уровней рН, что делает 
эффективное и экономичное удаление эндотоксинов очень сложной задачей. На самом деле удаление эндотокси-
нов является одной из самых сложных задач в последующей обработке белка. Компания Bio-Rad уже более 50 лет 
реализует постоянно совершенствуемый спектр хроматографических смол для очистки белков в промышленных 
количествах. В данном руководстве рассмотрены смолы, зарекомендовавшие себя с наилучшей стороны для 
удаление эндотоксинов.

Анионообменные (AEX) хроматографические смолы 
Ввиду негативного заряда эндотоксинов хроматогра-
фия при помощи смол AEX зачастую является наилуч-
шим решением для их удаления.
Смола Macro-Prep® High Q 
Эта сильная смола AEX, идеально подходящая для 
связывания кислых биомолекул, является отличным 
выбором для быстрой и экономичной очистки. Она 
обеспечивает разделение с высоким разрешением при 
высоких скоростях потока. Ее гидрофобная основа 
вступает в активное взаимодействие с липополисаха-
ридами эндотоксинов, повышая таким образом эффек-
тивность их удаления. Превосходная механическая и 
химическая стабильность Macro-Prep High Q делает ее 
предпочтительным выбором по сравнению с другими 
представленными на рынке анионными смолами (Q) 
для быстрой обработки больших объемов исходных 
потоков. Данная смола успешно используется для 
удаления эндотоксинов из различных белковых 
продуктов.

Очищенный от дрожжей белок X (молярная масса 15,4 
кД, изоэлектрическая точна 6,5) генерировал положи-
тельный сигнал при тестировании лизата амебоцитов 
Limulus (LAL), что указывало на наличие эндотоксинов. 

Однако хроматографические смолы, ранее успешно 
удалявшие эндотоксины из белков, оказались неспособны 
выполнить очистку этого образца, после чего была 
протестирована выборка из 20 различных смол, чтобы 
определить лучшую из них для элиминации эндотокси-
нов (бюллетень 2204). Шесть смол, показавших хоро-
шую эффективность удаления, отмечены на Рисунке 1. 
При этом очистка с использованием Macro-Prep High Q 
показала самое низкое соотношение эндотоксина и 
белка X по сравнению с пятью другими представленны-
ми на рынке смолами.

Бюллетень 6813
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 Рисунок 1. Оценка эффективности шести смол AEX при удалении эндотоксинов, EU/мл (    ); 
EU/мг белка X (      ).
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Figure 2: Endotoxin elution profile in a phosphate gradient (purified endotoxin 
from Pseudomonas aeruginosa sample; CHT Type I, 20-µm, 2-mL MT-2 column; 

Figure 2: Endotoxin elution profile in a phosphate gradient (purified endotoxin 
from Pseudomonas aeruginosa sample; CHT Type I, 20-µm, 2-mL MT-2 column; 
flow rate 600 cm/hr; equilibration with 10 CV 10 mM potassium phosphate, pH 
7.0, inject 100-µL sample, wash 5 CV equilibration buffer, elute 20 CV linear 
gradient to 0.5 M potassium phosphate, clean with 1.0 M potassium phosphate)

1.0 M KPO4

phosphate gradient

Table 1: Comparison of contaminant clearance between phosphate 
gradients and sodium chloride gradients 

Endotoxin 
EU/mL

DNA 
ng/mL   ppm

Protein A 
ng/mL   ppm

Starting material >500 1194 117 19.96 2.00
Phosphate pool 16.6 3.80 6 1.27 1.8
NaCl pool <0.05 0.67 2 0.00 0.00

Table 2: Contaminant removal efficiency in sodium chloride gradients 
as a function of phosphate concentration1,2

Contaminants Concentration
Phosphate in buffers (mM) 5 10 15
Protein A, IgG pool (ng/mL) 0.033 0.03 0.01
DNA, IgG pool (ng/mL) <1.0 <1.0 3.9
Endotoxin, IgG pool (EU/mL) <0.05 1.0 1.6
1 Sample: protein-A–purified IgG; 22 ng/mL leached protein A,  
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Также Bio-Rad рекомендует две другие смолы AEX, 
пригодные для удаления эндотоксинов в ходе очистки.
Смола Nuvia™ Q 
Данная смола AEX следующего поколения ультра высо-
кой производительности отличается высокой связую-
щей способностью в широком диапазоне значений рН и 
скоростей потока, что позволяет использовать ее в 
различных экспериментальных проектах. Ее уникаль-
ная конструкция придает ей лучшую в своем классе 
динамическую связующую способность (бюллетень 
6129).
Смола UNOsphere™ Q 
Является сильной анионообменной смолой. Ее высоко 
макропористый характер обеспечивает хорошую связу-
ющую способность в диапазоне линейных скоростей 
150-1200 см/ч (бюллетень 2724).
Катионообменные (CEX) хроматографические смолы 
Смола Nuvia™cPrime™ наряду с другими смолами CEX 
является эффективным средством удаления эндотокси-
нов, так как ею связываются целевые белки, а отрица-
тельно заряженные эндотоксины удаляются в процессе 
протока. 
Хроматография смешанного типа
Хроматографические смолы смешанного типа отлича-
ются уникальными отделяющими свойствами, такими 
как невероятная избирательность и разрешение, при 
работе с разнообразными молекулами.
Среды керамического гидроксиапатита CHT™
CHT – это смешанная хроматографическая среда с 
долгой историей применения в очистке антител. Она 
способна удерживать растворенные AEX вещества с 
помощью положительно заряженного кальция (срод-
ства металлов с кальцием), CEX с фосфатными группами 
и/или водородной связи с кристаллическими гидрок-
сильными группами. Эндотоксины обладают высокой 
кислотностью из-за высокого содержания фосфориль-
ных и карбоксильных остатков, обладающих сильным 
сродством к ионам кальция в СНТ.

В ходе исследований градиента было установлено, что 
высокая концентрация фосфатов в буфере приводит к 
совместному элюцированию эндотоксинов и целевого 
химерного mАb.
Эта проблема была преодолена использованием буфе-
ров с низкой концентрацией фосфатов, а также гради-
ента хлорида натрия, что позволило удерживать эндо-
токсины на колонке СНТ и элюцировать  mАb в ранних 
фракциях (Рисунок 2). Таким образом, СНТ может быть 
использована для оптимизации состава буфера с 
целью достижения баланса между элюцированием 
чистого продукта и устранением загрязнений. В Табли-
це 2 показано резкое снижение уровня эндотоксина 
после градиентной очистки хлорида натрия (бюллетень 
RP0033).

 

Белок Z (MW 28,3 кД, pI ~6)- это липофильный белок, 
проявляющий высокое сродство к эндотоксинам, что 
затрудняет его очистку. Традиционные методы экстрак-
ции органическими растворителями снижали уровень 
эндотоксина всего на 97%. Очистка при помощи смолы  
Macro-Prep High Q  помогла расщепить белок Z на 
уровне связей эндотоксина. Молекулы белка Z, содер-
жащие низкие уровни эндотоксинов, элюцировали при 
низких концентрациях соли, тогда как молекулы с 
высокими уровнями эндотоксинов элюцировали позже 
в градиенте. В итоге 77% общего белка Z было восста-
новлено при снижении содержания эндотоксина на 
99,99% (Таблица 1) (бюллетень 2204).

Рис. 2. Характеристики элюцирования IgG в различных буферах. А, распределение 
нативного IgG и примесей в фосфатном градиенте от 5 до 300 мМ. В, распределение 
нативного IgG и основных классов загрязняющих веществ в градиенте хлорида натрия при 5 
мМ фосфате. LPA - лизофосфатидная кислота; Etox - эндотоксины.

Таблица 1. Результаты снижения уровня эндотоксина в белке Z при помощи смолы Macro-Prep 
High Q в условиях денатурации.

Таблица 2. Сравнение очистки эндотоксинов при помощи градиентов фосфатов и хлорида 
натрия.

Образец Protein Z, mg EU/ml x 103 EU/mg Protein Z

Загрузка 857 35,100 40,960

Несвязанный кластер 758 29 38.3

Кластер градиента ~20 <1  –

Десорбция 2 Mолей NaCl <5 6,680 >1.3 x 106

Конечный 
лиофилизированный 
препарат

 
662 3.5 5.3

A

B
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affinity with calcium, by cation exchange 
with phosphate groups, and by hydrogen 
bonding with crystal hydroxyl groups 
(28–30).

The metal affinity of proteins for CHT 
calcium is generally described as a 
classical chelating mechanism by which 
closely neighboring protein carboxyl 
groups approximate the carboxyl 
configuration of chelating agents such as 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). 
Such interactions are much stronger than 
electrostatic interactions and fail to 
dissociate even in saturated sodium 
chloride (28–31). This concomitantly 
demonstrates that anion exchange 
between CHT calcium and protein 
carboxyl groups does not make a 
significant contribution to protein 
binding. Elution requires phosphate, 
which outcompetes protein carboxyl 
clusters for CHT calcium.

Negatively charged CHT p
groups participate in cation ex
interactions with protein amin
Proteins bound exclusively by
mechanism (e.g., lysozyme) c
with either neutral salts (e.g., 
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Figure 3: Distribution of native IgG and major contaminant classes in a 
sodium chloride gradient at 5 mM phosphate (protein A purified mouse 
human IgG chimera, CHT type I, 20 mM, 2 mL MT-2 column). The blue 
peak contains native IgG as indicated by analytical SEC (Figure 5). Refer to 
methods section for additional details.
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affinity with calcium, by cation exchange 
with phosphate groups, and by hydrogen 
bonding with crystal hydroxyl groups 
(28–30).

The metal affinity of proteins for CHT 
calcium is generally described as a 
classical chelating mechanism by which 
closely neighboring protein carboxyl 
groups approximate the carboxyl 
configuration of chelating agents such as 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA). 
Such interactions are much stronger than 
electrostatic interactions and fail to 
dissociate even in saturated sodium 
chloride (28–31). This concomitantly 
demonstrates that anion exchange 
between CHT calcium and protein 
carboxyl groups does not make a 
significant contribution to protein 
binding. Elution requires phosphate, 
which outcompetes protein carboxyl 
clusters for CHT calcium.

Negatively charged CHT phosphate 
groups participate in cation exchange 
interactions with protein amino groups. 
Proteins bound exclusively by this 
mechanism (e.g., lysozyme) can be eluted 
with either neutral salts (e.g., sodium 
chloride, NaCl) or buffering salts such as 
phosphate (data not shown). Acidic 
proteins are also retained more weakly 
with increasing pH, an indication that the 
contribution of anion exchange with 
crystal calcium is a weak interaction (32).

CHT binds to most proteins by a 
combination of calcium metal affinity and 
phosphoryl cation exchange, but their 
relative contributions are distinctive for 
every protein. For example, bovine serum 
albumin (BSA) is carboxyl rich and has a 
strong affinity for CHT calcium. It elutes at 
about 110 mM sodium phosphate in a 
linear phosphate gradient at pH 6.5 (31). 
When the same gradient is run in the 

presence of 1.0 M NaCl, the phosphate 
concentration required for elution drops 
to about 100 mM (33). The conspicuously 
small change caused by such a high 
concentration of salt indicates that ion 
exchange is a minor contributor to the 
binding energy here and that calcium 
affinity dominates retention.

The majority of IgG monoclonal 
antibodies (MAbs) elute in the range of 
100–200 mM sodium phosphate (6, 20–28). 
Unlike BSA, IgG retention time and 
dynamic capacity are reduced sharply by 
even modest levels of NaCl (31). These 
phenomena demonstrate that phosphoryl 
cation exchange is a major contributor to 
IgG binding. Calcium affinity is also a 
factor but less so than with albumin; as 
little as 5 mM phosphate weakens binding 
to the point where NaCl can elute IgG. 
However, even this weak calcium affinity 
must be overcome to achieve elution. 

Figure 3: Distribution of native IgG and major contaminant classes in a 
sodium chloride gradient at 5 mM phosphate (protein A purified mouse 
human IgG chimera, CHT type I, 20 mM, 2 mL MT-2 column). The blue 
peak contains native IgG as indicated by analytical SEC (Figure 5). Refer to 
methods section for additional details.

Figure 4: Distribution of native IgG and aggregates classes in a 
phosphate gradient from 5 to 300 mM (protein A purified mouse human 
IgG chimera, CHT type I, 20 mM, 2 mL MT-2 column). The blue peak 
contains native IgG as indicated by analytical SEC (Figure 5). Refer to 
methods for additional details.

0.5 M  
PO 4

Агрегаты
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 Эндотоксин, EU/мл

Исходный материал >500

Кластер фосфатов 16.6

Кластер NaCl <0.05



бюллетень 6813

Также Bio-Rad рекомендует две другие смолы AEX, 
пригодные для удаления эндотоксинов в ходе очистки.
Смола Nuvia™ Q 
Данная смола AEX следующего поколения ультра высо-
кой производительности отличается высокой связую-
щей способностью в широком диапазоне значений рН и 
скоростей потока, что позволяет использовать ее в 
различных экспериментальных проектах. Ее уникаль-
ная конструкция придает ей лучшую в своем классе 
динамическую связующую способность (бюллетень 
6129).
Смола UNOsphere™ Q 
Является сильной анионообменной смолой. Ее высоко 
макропористый характер обеспечивает хорошую связу-
ющую способность в диапазоне линейных скоростей 
150-1200 см/ч (бюллетень 2724).
Катионообменные (CEX) хроматографические смолы 
Смола Nuvia™cPrime™ наряду с другими смолами CEX 
является эффективным средством удаления эндотокси-
нов, так как ею связываются целевые белки, а отрица-
тельно заряженные эндотоксины удаляются в процессе 
протока. 
Хроматография смешанного типа
Хроматографические смолы смешанного типа отлича-
ются уникальными отделяющими свойствами, такими 
как невероятная избирательность и разрешение, при 
работе с разнообразными молекулами.
Среды керамического гидроксиапатита CHT™
CHT – это смешанная хроматографическая среда с 
долгой историей применения в очистке антител. Она 
способна удерживать растворенные AEX вещества с 
помощью положительно заряженного кальция (срод-
ства металлов с кальцием), CEX с фосфатными группами 
и/или водородной связи с кристаллическими гидрок-
сильными группами. Эндотоксины обладают высокой 
кислотностью из-за высокого содержания фосфориль-
ных и карбоксильных остатков, обладающих сильным 
сродством к ионам кальция в СНТ.

Керамическая Гидроксифторапатитовая среда MPC™
Данная среда представляет собой композит гидроксиа-
патита и фторапатита, сохранивший уникальные разде-
лительные свойства СНТ. Она также отличается высокой 
стабильностью уровня рН, что обеспечивает дополни-
тельные преимущества для финансового аспекта 
процесса ( бюллетень 6432).
Керамическая фторапатитовая среда CFT ™
Это композит фторапатита и гидроксиапатита, получен-
ный химическим превращением нанокристаллов 
гидроксиапатита во фторапатит при участии фторсодер-
жащего реагента. CFT может использоваться при слож-
ных условиях хроматографии для разделения кислотных 
белков, требующих буферизации при уровне рН, не 
превышающем 5,6 (бюллетень 3111).

Надеемся, что информация, представленная здесь, 
поможет вам в работе над вашей стратегией удаления 
эндотоксинов рекомбинантных белков или очистки 
антител. Для получения технической поддержки/инфор-
мации о продуктах или для запроса ценового предложе-
ния 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).

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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Тел.: +7 (863) 209-88-89
rostov@helicon.ru
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