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ВЛИЯНИЕ УСЛОВИЙ ВЫДЕЛЕНИЯ И ОЧИСТКИ НА ВЫХОД 
МОНОМЕРА МОНОКЛОНАЛЬНОГО АНТИТЕЛА БЕВАЦИЗУМАБ
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Стабильность мономера моноклональных антител (моноАТ) после окончания культивирования –
одна из ключевых задач при производстве этого вида биотехнологической продукции. Дело в том,
что в процессе очистки культуральной жидкости (КЖ) клеток-продуцентов моноАТ и ее хранения
между этапами очистки не удается избежать воздействия ряда факторов, которые могут быть разру-
шительными для мономерных целевых молекул. Исследовано влияние на выход и стабильность моно-
мера моноАТ бевацизумаб условий хранения КЖ после окончания процесса культивирования, а также
внесения перекиси водорода и цистеинсодержащего буфера. Установлено, что выход мономера после
глубинной фильтрации из КЖ, отобранной в последний день культивирования, составлял 88.9 ± 4.33%,
а из КЖ, хранившейся в темноте при 2‒6°С в течение 1 недели, снижался до 74.0 ± 3.84%. Снижение
рН до значения 6.6 ± 0.1 и увеличение уровня растворенного кислорода до 60 ± 10% в КЖ, как со-
бранной сразу после окончания культивирования, так и после хранения, не влияло на выход моноАТ.
Также показано, что низкий выход белка на стадии очистки методом аффинной хроматографии
обусловлен низкой нагрузкой на сорбент. Уровень белковой нагрузки необходимо подбирать экс-
периментально с учетом типа сорбента и условий проведения хроматографии.
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Рекомбинантные моноклональные антитела
(моноAТ) за последние 20 лет получили широкое
распространение в качестве иммунотерапевтиче-
ских средств при онкологических и иммунологи-
ческих заболеваниях [1]. Например, бевацизумаб
(Avastin®; F. Hoffmann‒La Roche, Ltd., Швейца-
рия) – гуманизированное моноАТ против факто-
ра роста эндотелия сосудов (VEGF), которое рас-
познает все изоформы этого белка и не связывается
с другими ангиогенными компонентами клетки,
такими как фактор роста фибробластов (FGF),
тромбоцитарный фактор роста (PDGF). Гипер-

экспрессию VEGF часто обнаруживают в различ-
ных опухолях, так что перспективы применения
бевацизумаба огромны [2].

В настоящее время система экспрессии клеток
китайского хомячка (CHO) ‒ широко используе-
мый субстрат в производстве препаратов антител.
К преимуществам этой клеточной линии отно-
сится возможность ее выращивания в суспензи-
онной культуре, в бессывороточной среде, высо-
кая продуктивность и биобезопасность [3, 4].

Рекомбинантные моноАТ экспрессируются
клетками CHO и секретируются в культуральную
жидкость (КЖ). По окончании процесса культи-
вирования клетки отделяются от КЖ методом не-
прерывного проточного центрифугирования и/или
глубинной фильтрации [5, 6]. Многие авторы от-

Список сокращений: АФХ – аффинная хроматография; КЖ ‒
культуральная жидкость; моноАТ ‒ моноклональное ан-
титело; ЭДТА ‒ этилендиаминтетрауксусная кислота; DO
(dissolved oxygen) ‒ растворенный кислород.
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мечают снижение количества антител во время
сбора КЖ. И это одна из ключевых проблем при
производстве моноАТ бевацизунаб, так как сни-
жается не только выход, но и качество целевого
продукта [7, 8]. Причины получения некаче-
ственного целевого продукта могут быть разные:
фрагментация за счет ферментативного расщеп-
ления [9, 10], окрашивание продукта за счет свя-
зывания с ионами металлов, добавляемых на ста-
дии культивирования [11], агрегация при низком
значении pH на стадии инактивации контамини-
рующих вирусов [12].

В 2010 году М. Trexler-Schmidt с соавт. [9] и Y. Kao
с соавт. [10] обнаружили, что в процессе крупно-
масштабного культивирования клеток-продуцен-
тов антител в молекулах целевого продукта умень-
шается число межцепочечных дисульфидных свя-
зей. Теперь это доказанный факт, создающий
проблемы для биотехнологической промыш-
ленности [7]. Снижение выхода антител происхо-
дит в результате высвобождения в КЖ тиоредок-
сина, тиоредоксинредуктазы, глутатионредукта-
зы, глутаредоксина, НАДФ и глутатиона. Эти
ферменты и кофакторы высвобождаются при ли-
зисе клеток в результате механического сдвига,
возникающего при центрифугировании в непре-
рывном потоке и/или глубинной фильтрации во
время операций по сбору КЖ [9, 13‒15].

По данным некоторых авторов снижение со-
держания антител зависит от уровня растворен-
ного кислорода (dissolved oxygen, DO), pH и окис-
лительно-восстановительного потенциала куль-
туры клеток [16, 17].

Кроме того, риск снижения уровня антител воз-
растает, если полученную КЖ помещают на время в
одноразовые мешки из многослойной коэкстру-
зионной пленки [15] или в резервуары из нержа-
веющей стали с небольшим пространством над
жидкостью в процессе временного хранения [18].

М. Trexler-Schmidt c соав. [9] для предотвраще-
ния восстановления дисульфидных связей в моле-
куле моноАТ проанализировали несколько спосо-
бов: внесение ЭДТА в культуру перед сбором КЖ,
внесение CuSO4 в среду для культивирования
клеток или перед сбором КЖ, внесение CuSO4 в
среду для культивирования клеток и одновремен-
ное снижение pH КЖ с 7.0 до 5.5. Эти методы бы-
ли эффективны для предотвращения восстанов-
ления S-S-связей при 75%-ном лизисе клеток и
выдержке КЖ в течение 2 сут при 20°C. Без выше-
указанных добавок дисульфидные связи в моле-
куле моноАТ полностью восстанавливались при
хранении КЖ в течение 1 сут при 20°C. Кроме то-
го, было показано, что L-цистин в концентрации
2.2 мМ эффективно предотвращал восстановле-
ние дисульфидных связей в молекуле IgG1 при
лизисе 60% клеток-продуцентов [9].

М. Mun и др. [18] изучали влияние подачи воз-
духа в КЖ на восстановление S-S-связи в молеку-
лах антител. Для этого была разработана мало-
масштабная модель с использованием биореакто-
ра объемом 3 л ‒ с целью имитировать условия
производственного сосуда и возможностью при-
менить нескольких стратегий распыления возду-
ха. Эти исследования позволили глубже понять
взаимосвязь между уровнем лизиса клеток, по-
треблением кислорода и снижением концентра-
ции антител. Авторы показали, что продувание КЖ
воздухом предотвращает снижение уровня синте-
зированных антител.

Cheng Du и др. [19] разработали несколько
стратегий для минимизации восстановления ди-
сульфидных связей в антителах, включая химиче-
ское ингибирование восстанавливающих компо-
нентов, поддержание аэрации до и после сбора
КЖ и охлаждение осветленной КЖ во время хране-
ния. Показано, что использование перекиси водо-
рода как добавки в КЖ на стадии глубинной филь-
трации позволяет существенно повысить уровень
синтезированных антител без изменения их каче-
ственных характеристик. Кроме того, так как пе-
рекись водорода растворима в водных растворах и
разлагается на воду и кислород, то удаление ее на
последующих этапах очистки не требует допол-
нительных манипуляций. Таким образом, учиты-
вая низкую стоимость и простоту использования
перекиси водорода, отсутствие негативного влия-
ния на качество целевого продукта, можно счи-
тать обработку перекисью водорода перспектив-
ным инструментом “гашения” восстановитель-
ного потенциала КЖ.

В. Mullan и др. [17] показали, что поддержание
уровня DO имеет решающее значение для окис-
ленных (невосстановленных) форм IgG в освет-
ленной КЖ. Для поддержания уровня DO выше
минимального значения они включили в процесс
аэрируемую емкость с перемешиванием для сбо-
ра осветленной фракции КЖ после стадии глу-
бинной фильтрации.

B. O’Mara и др. [15] установили, что глубинная
фильтрация, используемая для удаления клеток
из КЖ, оказывает значительное давление на клет-
ки и приводит к их лизису. Для уменьшения вос-
становленных дисульфидных связей в молекуле
антител авторами предложена простая стратегия
снижения риска ‒ путем увеличения воздушной
прослойки над емкостью для поддержания доста-
точного уровня DO в осветленной КЖ.

Учитывая вышеприведенные данные по иссле-
дованиям причин снижения количества моноАТ в
КЖ и путей преодоления этой проблемы, мы
проанализировали разные способы повышения
стабильности мономера монАТ бевацизумаб в
КЖ после окончания процесса культивирования
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клеток CHO на стадии глубинной фильтрации и
хроматографической очистки.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Клетки: культивирование 

и последующие манипуляции
В работе использовали линию клеток яичника

китайского хомячка CHO-K, продуцирующую ре-
комбинантное моноАТ бевацизумаб (разработана
АО “Р-Фарм”, Россия). В качестве питательной
среды использовали BalanCD HEK293 (Irvine Sci-
entific, США).

Культивирование клеток проводили в течение
14 сут в биореакторах STR200 и STR500 (Sartorius,
Германия) объемом 200 и 500 л соответственно.
После окончания процесса культивирования в
КЖ снижали рН до 6.6 ± 0.1 и увеличивали уро-
вень DO до 60 ± 10% путем прокачивания СО2 и
воздуха DO соответственно. Для стабилизации мо-
номера в отобранные пробы добавляли 10% (v/v)
цистеинсодержащего буфера следующего состава:
2 M Tris (Merck, Германия), 8 мМ L-цистин (Мerck),
40 мМ L-цистеин гидрохлорид моногидрат
(Scharlab, Испания), pH (8.2‒8.6) ‒ и перекись
водорода (“Химпром”, Россия) до конечной кон-
центрации от 5 до 20 мМ. Пробы, отобранные для
эксперимента, хранили в темноте при 2‒6°С в те-
чение 1 недели.

Глубинная фильтрация
При проведении процесса глубинные фильтры

устанавливали таким образом, чтобы на первом
этапе происходила фильтрация КЖ через несколь-
ко параллельно установленных фильтров Alioth
Alidep HD01 (Alioth Biotech, Китай), а на втором –
через фильтр Alioth Alidep HA02 (Alioth Biotech).
Механически перемешиваемую КЖ подавали на
глубинные фильтры с помощью перистальтиче-
ского насоса. В ходе всего процесса контролиро-
вали давление перед фильтром и после него, сле-
дя за тем, чтобы перепад давления на фильтре не
превышал 2 бар.

Собранную систему промывали водой для
инъекций (3‒4 объема), а затем уравновешивали
3‒4 объемами фосфатного буфера (10 мМ Na-фос-
фат, 250 мМ NaCl, pH 7.0; ФБ). КЖ фильтровали,
а оставшуюся в системе вытесняли тем же ФБ
(3.0‒4.5 объема). Осветленную КЖ пропускали
через фильтр с размером пор 0.22 мкм или через
капсульный фильтр c размером пор 0.22/0.45 мкм и
помещали на хранение при 2‒8°С (не более 5 сут).

Аффинная хроматография (АФХ)
Колонку HiScale 50 длиной 20 мм (Cytiva, США)

с аффинным сорбентом WorkBeads AffimAb (Bio-

Works, Швеция) промывали водой для инъекций
(4‒5 объемов) со скоростью 90‒120 см3/ч, а затем
0.1 М NaOH (~4 объема) со скоростью 110‒130 см3/ч
и оставляли в этом растворе на 10 мин. Колонку
уравновешивали ФБ (4‒5 объемов, скорость
150‒200 см3/ч) и наносили осветленную КЖ с той
же скоростью, соблюдая рекомендации произво-
дителя (время контакта белка с сорбентом – не
менее 6 мин, нагрузка – не более 20 мг белка/мл
сорбента). Колонку промывали сначала 4‒5 объ-
емами ФБ, затем 3 объемами 10 мМ Na-фосфата
(pH 6.0 ± 0.2) со скоростью потока 150‒220 см3/ч.
Сбор целевой фракции проводили при значениях
оптической плотности от 100 mAu на восходящей
ветви хроматографического пика (по UV-детек-
тору) до 100 mAu на нисходящей ветви. Получен-
ный элюат использовали на следующей стадии
очистки.

Капиллярный электрофорез
В работе использовали систему капиллярного

электрофореза PA 800 plus (Beckman Coulter, США),
оборудованную PDA-детектором, и капилляры из
плавленого кварца без покрытия: длина ‒ 30.2 см,
внутренний диаметр ‒ 50 мкм (Sciex/Beckman
Coulter). Электрофорез проводили при длине вол-
ны детектора 220 нм, температуре капилляра 25°С,
температуре системы ввода проб 10°С. Анализ
всех отобранных проб проводили в двух повторах.

Электрофорез в полиакриламидном геле
Одновременно пробы анализировали методом

электрофореза в 12.5%-ном полиакриламидном
геле (ПААГ) в восстанавливающих и невосста-
навливающих условиях. Аликвоту препарата не-
посредственно перед анализом смешивали с бу-
фером Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, США) в
соотношении 1 : 1, инкубировали при 95°С в тече-
ние 5 мин и наносили на дорожку 10 мкл. Электро-
форез проводили в трис-глициновом буфере. В ка-
честве маркера молекулярной массы белков ис-
пользовали Precision Plus Protein Dual Color
Standards, 10–180 kDa (Bio-Rad), а в качестве кон-
трольного образца ‒ препарат Avastin® (F. Hoff-
mann–La Roche, Ltd, Швейцария). Окрашивали
гель Coomassie G-250 (Bio-Rad).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сохранение количества и качества мономера

моноАТ в процессе и после окончания культиви-
рования клеток-продуцентов относится к важ-
нейшему показателю эффективности производ-
ства, поэтому мы изучили влияние изменения ря-
да условий на этапе посткультивирования на
выход целевого продукта. Это введение стабили-
зирующих добавок в КЖ и варьирование условий
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ее хранения до процедуры очистки синтезиро-
ванного антитела.

Прежде всего мы исследовали влияние на вы-
ход мономера величины рН КЖ и снижения тем-
пературы после окончания процесса культивиро-
вания, а также введения потенциальных стабили-
заторов структуры белков. В табл. 1 представлены
сравнительные данные по выходу мономера моноАТ
бевацизумаб и его стабильности в течение 1 недели
хранения в КЖ. Как можно видеть по результатам
контрольного эксперимента (1), за время хранения
содержание мономера в КЖ снизилось более чем на
10%: с 88.9 ± 4.33% до 74.0 ± 3.84%. Снижение рН
КЖ до 6.6 ± 0.1 и повышение насыщения кислоро-
дом до 60 ± 10% к окончанию процесса культивиро-
вания незначительно повысило выход мономера,

отобранного сразу после окончания культивирова-
ния: с 88.9 ± 4.33 до 91.8 ± 3.61%, ‒ но не повлияло
на его стабильность при хранении (73.7 ± 3.28%).
Кроме того, из данных табл. 1 можно сделать вы-
вод, что хранение в течение 1 недели очищенной
на глубинных фильтрах КЖ не приводило к сни-
жению выхода целевого продукта: для пробы 3.1,
отобранной сразу после окончания глубинной
фильтрации, это 98.4 ± 2.62%, а для пробы 3.2, хра-
нившейся в течение 1 недели, 97.8 ± 4.72%.

При анализе выхода и стабильности мономе-
ров, полученных из КЖ, в которой после оконча-
ния культивирования снижали pH до 6.6 ± 0.1 или
повышали уровень DO до 60 ± 10%, выявлено,
что эти манипуляции не повлияли на выход целе-
вого продукта. Оценить различия в чистоте этих

Таблица 1. Выход и чистота целевого продукта, полученного из КЖ, отобранной на разных стадиях процесса и
при различных условиях хранения
Table 1. Yield and purity of the target product obtained from culture liquid (CL) collected at different stages of the process
and under different storage conditions

* Примечание: не анализировали.
* Note: not analyzed.

№№
Пробы

Этап технологического процесса 
и внесенные изменения в условия 

процесса

Содержание мономера в пробе, %

до очистки после очистки

время хранения пробы до начала анализа

1 сут 7 сут 1 сут 7 сут

1
1.1 Окончание процесса культивирова-

ния
88.90 ± 4.33 н/а* 96.17 ± 3.68 н/а

1.2 н/а 74.0 ± 3.84 н/а 97.42 ± 4.56

2
2.1 Настройки реактора изменены на сле-

дующие: рН 6.6 ± 0.1, DO 60 ± 10%
91.80 ± 3.61 н/а 97.58 ± 4.16 н/а

2.2 н/а 73.70 ± 3.28 н/а 97.58 ± 4.62

3

3.1
Окончание глубинной фильтрации

98.40 ± 2.62 н/а 97.08 ± 5.26 н/а

3.2 н/а 97.80 ± 4.72 н/а 88.16 ± 3.57

3.3 Добавление 10% цистеинсодержа-
щего буфера

97.60 ± 3.41 н/а 95.72 ± 4.73 н/а

3.4 н/а 96.30 ± 4.56 н/а 95.03 ± 2.95

3.5
Добавление 1 мМ H2O2

97.50 ± 3.26 н/а 81.76 ± 3.48 н/а

3.6 н/а 69.90 ± 4.87 н/а 96.27 ± 3.84

3.7
Добавление 2 мМ H2O2

98.60± 4.61 н/а 89.25 ± 5.23 н/а

3.8 н/а 97.80 ± 3.54 н/а 95.33 ± 4.72

3.9
Добавление 5 мМ H2O2

96.50 ± 4.37 н/а 97.74 ± 4.55 н/а

3.10 н/а 99.0 ± 5.41 н/а 92.50 ± 2.46

3.11
Добавление 10 мМ H2O2

97.30 ± 3.28 н/а 88.06 ± 3.65 н/а

3.12 н/а 97.30 ± 3.50 н/а 90.58 ± 3.87

3.13
Добавление 20 мМ H2O2

98.20± 5.51 н/а 95.73 ± 4.88 н/а

3.14 н/а 98.0 ± 4.28 н/а 90.38 ± 4.74



38

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 41  № 1  2025

КИРИЛИН и др.

проб не представлялось возможным, так как сте-
пень их очистки была высокой и практически не
различалась. На основании этих результатов мы
не стали ни снижать значение pH, ни повышать
уровень DO в КЖ, но при этом сразу после завер-
шения процесса культивирования охлаждали КЖ
до 10°C.

Ранее показано [9, 10], что внесение в КЖ ци-
стеинсодержащего буфера приводило к стабили-
зации и увеличению выхода мономера. Однако
ни эта процедура, ни введение перекиси водорода
в КЖ не дали желаемого результата. Выход мономе-
ра и его стабильность практически не отличались в
пробах с добавками от контрольных образцов.

На рис. 1 и 2 представлены результаты электро-
форетического анализа (в восстанавливающих и
невосстанавливающих условиях соответственно)

образцов моноАТ бевацизумаб в ходе процедуры
выделения. На рис. 1 видно, что при электрофоре-
тическом разделении белков в восстанавливаю-
щих условиях мономер полностью восстановлен
и моноАТ представлено в виде двух фрагментов –
тяжелой и легкой цепи. Массы этих цепей соответ-
ствуют таковым для контрольного образца. При
электрофорезе в невосстанавливающих условиях
(рис. 2) размер мономера бевацизумаб также со-
ответствует контрольной пробе.

Далее мы проанализировали влияние разной
загруженности колонки с аффинным сорбентом
на выход моноАТ на стадии его выделения из КЖ.
Это связано с тем, что выход бевацизумаба в АФХ
часто снижается от серии к серии, хотя все пара-
метры процесса и сорбент остаются неизменны-
ми [20]. В эксперименте № 1, результаты которого
представлены в табл. 2, мы оценили потери бева-
цизумаба после очистки его из КЖ методом глу-
бинного фильтрования и АФХ. Как видно, после
глубинной фильтрации выход целевого продукта
составил 83.8%, что считается хорошим результа-
том. Полученный продукт дальше очищали с ис-
пользованием АФХ. На этой стадии выход бева-
цизумаба составил всего 35.8%. Это очень низкое

Рис. 1. Электрофоретический анализ образцов, полу-
ченных на стадиях выделения моноАТ бевацизумаб.
Представлены результаты электрофореза в 12.5%-ном
ПААГ-SDS (восстанавливающие условия). На каждую
дорожку нанесен 1 мкг общего белка. М ‒ маркеры
молекулярной массы белков Precision Plus Protein Du-
al Color Standards, 10–180 kDa (Bio-Rad, США), К ‒
стандартный образец бевацизумаба (F. Hoffmann‒La
Roche, Ltd., Швейцария), 1 – КЖ после окончания
процесса культивирования, 2 ‒ КЖ после глубинной
фильтрации (осветленная), 3 – осветленная КЖ с до-
бавлением цистеинсодержащего буфера.
Fig. 1. Electrophoretic analysis of samples obtained at the
stages of bevacizumab isolation. The results of electropho-
resis in 12.5% SDS-PAAG (reducing conditions) are pre-
sented. Each lane contains 1 μg of total protein. M ‒ pro-
tein molecular mass markers Precision Plus Protein Dual
Color Standards, 10‒180 kDa (Bio-Rad, USA), K ‒ be-
vacizumab standard sample (F. Hoffmann‒La Roche
Ltd., Switzerland), 1 ‒ culture liquid (CL) after the end of the
culture process, 2 ‒ CL after depth filtration (clarified), 3 ‒
clarified CL with the addition of cysteine-containing buffer.
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Рис. 2. Электрофоретический анализ образцов, полу-
ченных на стадиях выделения моноАТ бевацизумаб.
Представлены результаты электрофореза в 12.5%-ном
ПААГ (невосстанавливающие условия). На каждую до-
рожку нанесено 0.5 мкг общего белка. Обозначения
те же, что на рис. 1.
Fig. 2. Electrophoretic analysis of samples obtained at the
stages of bevacizumab isolation. The results of electropho-
resis in 12.5% PAAG (non-reducing conditions) are pre-
sented. Each lane contains 0.5 μg of total protein. The de-
signations are the same as in Fig. 1.
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значение, поэтому в следующем эксперименте
мы увеличили белковую нагрузку на сорбент.

В эксперименте № 2, результаты которого пред-
ставлены в табл. 3, на стадию глубинной фильтра-
ции поступило в 3.3 раза больше целевого про-
дукта, чем в эксперименте № 1 (721.2 г против
217.6 г). Выход бевацизумаба на этой стадии соста-
вил 89.4%, то есть не ниже, чем в эксперименте № 1.
Зато после АФХ выход бевацизумаба почти в 2 ра-
за превысил таковой в эксперименте № 1, соста-
вив 69.9%. Таким образом, предположение, что
низкий выход белка на стадии АФХ связан с низ-
кой нагрузкой на сорбент, подтвердилось. Воз-
можно это объясняется, тем что современные
сорбенты с А-белком разработаны специально для
ВЖХ-варианта, более емкого и эффективного, чем
классический вариант жидкостной хроматографии.
По-видимому, для эффективной АФХ-очистки ан-
тител из КЖ с низким их содержанием необходимо
подбирать специальные условия. Например,
R. Hahn c соавт. [20] сообщали, что некоторые
сорбенты проявляют высокое сродство к IgG, по-
этому элюировать образец полностью не пред-
ставляется возможным, а значит его выход сни-
жается.

В табл. 4 приведены результаты анализа чисто-
ты образцов мономера бевацизумаб после АФХ в
экспериментах № 1 и № 2. Чистоту образцов мо-
номера определяли методом капилярного элек-

торфореза. Как можно заметить, процентное со-
держание мономера бевацизумаб высокое в обоих
экспериментах.

На основании представленных результатов мы
делаем следующие выводы. Опираясь на пред-
ставленные в научной литературе данные о поло-
жительном влиянии на стабильность моноАТ
низкого значения рН и высокого уровня DO в
КЖ [17], мы исследовали эти параметры, но не
получили статистически значимых отличий от
контрольных образцов. Это же можно сказать и
относительно добавления к КЖ цистеинсодержа-
щего буфера и перекиси водорода.

Нами показано, что мономер в пробе из биоре-
актора, не прошедший стадию глубинной филь-
трации, полностью стабилен в течение 1 недели
хранения при 2‒6°С, в то время как после глу-
бинной фильтрации и хранения в этих же услови-
ях его содержание снижается на 9.2%. Также в хо-
де проведенных экспериментов установлено, что
низкий выход белка на стадии АФХ может быть
связан с низкой нагрузкой на сорбент. Уровень
белковой нагрузки необходимо подбирать экспе-
риментально с учетом типа сорбента и условий
проведения АФХ.

Восстановление межцепочечных дисульфид-
ных связей в молекулах антител ‒ одна из про-
блем производства терапевтических моноАТ, по-
этому исследование возможных путей предотвра-
щения или ингибирования этих нежелательных
реакций актуально на каждом этапе биотехноло-
гического процесса.

ФИНАНСИРОВАНИЕ

Проведенные исследования выполнены компани-
ей АО “Р-Фарм” в рамках внутренних проектов за счет
собственного финансирования.

Таблица 2. Выход бевацизумаба в эксперименте № 1
Table 2. Bevacizumab yield in experiment No. 1

Технологическая стадия
Масса целевого продукта, г

Выход, %
до очистки после очистки

Глубинная фильтрация 217.6 182.4 83.8
АФХ 182.4 65.3 35.8

Таблица 3. Выход бевацизумаба в эксперименте № 2
Table 3. Bevacizumab yield in experiment No. 2

Технологическая стадия
Масса целевого продукта, г

Выход, %
до очистки после очистки

Глубинная фильтрация 721.2 645.1 89.4
АФХ 645.1 450.9 69.9

Таблица 4. Содержание мономера бевацизумаб в элю-
атах АФХ 
Table 4. Bevacizumab monomer content in affinity chro-
matography eluates

Элюат АФХ Содержание мономера, %

Эксперимент № 1 97.44 ± 4.24
Эксперимент № 2 98.07 ± 5.21
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Effect of Isolation and Purification Conditions on the Yield of Bevacizumab Monomer
A. V. Kirilina, #, A. A. Barinovab, E. N. Sechinb, M. A. Tsirulevac, A. V. Iserkapovc, V. V. Sapovskayab, 
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dFDF and Biotechnological Substances Plant, Yaroslavl, 150061 Russia

#e-mail: av.kirilin@rphаrm.ru

Abstract—The stability of monoclonal antibody (mAb) monomer after the end of cultivation is one of the key
tasks in the production of this type of biotechnological products. The fact is that in the purification of the cul-
ture liquid (CL) of mAb-producing cells and its storage between purification steps, it is impossible to avoid
the influence of a number of factors that can be destructive for monomeric target molecules. The effect of CL
storage conditions after completion of the cultivation process, as well as the addition of hydrogen peroxide and cys-
teine-containing buffer, on the yield and stability of bevacizumab monomer was investigated. It was found that the
yield of the mAb after depth filtration from CL collected on the last day of cultivation was 88.9 ± 4.33%, whereas
that from CL stored in the dark at 2‒6°C for 1 week decreased to 74.0 ± 3.84%. Reducing the pH to 6.6 ± 0.1
and increasing the dissolved oxygen level to 60 ± 10% in the CL, both collected immediately after the end of
cultivation and after storage, did not affect the mAb yield. We also found that the low protein yield at the af-
finity chromatography stage may be due to low sorbent loading. The protein loading should be selected ex-
perimentally, taking into account the type of sorbent and chromatography conditions.

Keywords: monoclonal antibodies, bevacizumab, stability, depth filtration, affinity chromatography, capil-
lary electrophoresis
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