
Пре па ра ты ре ком би нан т но го ИФ Н -бе та че -
ло ве ка, по лу ча е мые из кле ток мле ко пи та ю щих
(ИФН бета-1а), ши ро ко при ме ня ют ся в ми ро вой
кли ни чес кой прак ти ке для ле че ния рас се ян но го
скле ро за [1, 2]. В нас то я щее вре мя в Рос сии за ре -
гис т ри ро ва но два за ру беж ных пре па ра та на ос но -
ве ИФН бета-1а: Аво некс (BiogenIdec, США) и Ре -
биф (Merck-Serono, Швей ца рия). Эф фек тив ность

дей с т вия пре па ра тов ИФН бета-1а ог ра ни че на
быс т рым вса сы ва ни ем из под кож ных тка ней, боль -
шим объ е мом рас п ре де ле ния, от но си тель но низ -
кой ста биль нос тью, ко рот ким пе ри о дом по лу вы ве -
де ния, вы со кой им му но ген нос тью и ток сич нос -
тью [3]. Для дос ти же ния эф фек тив ных те ра пев ти -
чес ких кон цен т ра ций в плаз ме кро ви воз ни ка ет не -
об хо ди мость час тых вве де ний пре па ра та, что до -
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По лу че ние мо  но ПЭ  Ги ли р о ван н о го и н тер фе ро на  бета- 1а
че ло ве  ка :  оп т и ми за  ция у с  ло ви й N-концев ого ПЭ Ги ли  ро ва н ия

В ра бо те про ве де на мо ди фи ка ция ре ком би нан т но го ин тер фе ро на (ИФН) бета-1а че -
ло ве ка по ли э ти лен г ли ко лем (ПЭГ). Ре ак цию про во ди ли с ис поль зо ва ни ем ли ней но -
го ак ти ви ро ван но го бу ти раль де гид но го про из вод но го ПЭГ с мо ле ку ляр ной мас сой
30 кДа. В ре зуль та те про ве де ния мно го фак тор но го эк с пе ри мен та вы яв ле на за ви си -
мость вы хо да мо но ПЭ Ги ли ро ван но го бел ка от ус ло вий и оп ре де ле ны оп ти маль ные
ус ло вия ре ак ции. Раз ра бо та на схе ма од нос та дий ной хро ма тог ра фи чес кой очис т ки,
поз во ля ю щая по лу чить конь ю гат ПЭГ -ИФН бета-1а чис то той бо лее 98%. Ре зуль та -
ты мас с - с пек т ро мет ри чес ких ис с ле до ва ний по ка за ли, что очи щен ный конь ю гат
име ет мо ле ку ляр ную мас су 54130 Да и яв ля ет ся ПЭ Ги ли ро ван ным ИФН бета-1а, в 
ко то ром N-концевой ме ти о нин свя зан с од ной мо ле ку лой ПЭГ. По лу чен ный ПЭГ -

-ИФН бета-1а об ла да ет про ти во ви рус ной ак тив нос тью и мо жет рас с мат ри вать ся
как пер с пек тив ный кан ди дат при соз да нии пре па ра та про лон ги ро ван но го дей с т вия
для ле че ния рас се ян но го скле ро за.

Клю че вые сло ва: ИФ Н -бе та че ло ве ка, мо ди фи ка ция, по ли э ти лен г ли коль, про лон ги ро ван ная ле кар с т вен ная фор ма, рас -
се ян ный скле роз.

                                 
Кор жа вин Дмит рий Ва ле рь е вич, Чер но вская Та ть я на Ве ни а ми нов на, Ефа нов Юрий Геор ги е вич, Ру ден ко Еле на Геор ги ев на,
Ива нов Ро ман Алек се е вич, Пше нич ни ко ва Анна Бо ри сов на, Швец Ви та лий Ива но вич.

Спи сок  со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ИФН — ин тер фе рон; МЕ — меж ду на род ная
еди ни ца ак тив но сти; мПЭГ — ме ток си-ПЭГ; ОФ ВЭЖХ — об ра щен но-фа зо вая ВЭЖХ; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; ПЭГ
— по ли эти лен г ли коль; ПЭ Ги ли ро ва ние — мо ди фи ка ция по ли эти лен г ли ко лем; ТФУ — триф то рук сус ная кис ло та; У3 — уль т ра -
зву ко вой; SDS — до де цил су ль фат на трия.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



пол ни тель но при во дит к воз ник но ве нию до зо за ви -
си мых по боч ных эф фек тов [4]. Те ра пев ти чес кая
эф фек тив ность ИФН бета-1а мо жет быть по вы ше -
на при ис поль зо ва нии мо ди фи ци ро ван но го бел ка, 
в ко то ром на тив ная мо ле ку ла ИФ Н -бе та хи ми чес -
ки свя за на с по ли э ти лен г ли ко лем (ПЭГ). При со е -
ди не ние мо ле ку лы ПЭГ к бел кам при во дит к улуч -
ше нию фар ма ко ки не ти ки, по вы ше нию ста биль -
нос ти, уве ли че нию вре ме ни по лу вы ве де ния из
кро ви, сни же нию ко ле ба ний их кон цен т ра ции в
кро ви, уве ли че нию ак тив нос ти in vivo (при сни же -
нии ак тив нос ти in vitro), а так же к умень ше нию
им му но ген нос ти и ток сич нос ти [5].

Для дос ти же ния же ла е мых фар ма ко ло ги чес -
ких свойств про цесс ПЭ Ги ли ро ва ния бел ков дол -
жен быть оп ти ми зи ро ван, вклю чая та кие па ра мет -
ры, как мо ле ку ляр ная мас са ПЭГ, тип ак ти ви ро ван -
но го ПЭГ и ус ло вия про ве де ния ре ак ции [6—9].
Кро ме того, при раз ра бот ке тех но ло гии по лу че -
ния ПЭ Ги ли ро ван ных бел ков важ но оп ре де ле ние
сай та в мо ле ку ле бел ка, ко то рый не учас т ву ет во
вза и мо дей с т вии с кле точ ным ре цеп то ром, что бы
свя зы ва ние с ПЭГ не при во ди ло к зна чи тель но му
сни же нию ак тив нос ти мо ди фи ци ро ван но го бел ка.

При ме не ние ме то да сай т - с пе ци фич но го
му та ге не за поз во ли ло ус та но вить, что на и ме нее
кри тич ным для про яв ле ния ак тив нос ти мо ле ку лы
ИФ Н -бе та яв ля ет ся ее N-концевой учас ток [10,
11]. В эк с пе ри мен тах на жи вот ных по ка за но, что
ИФ Н -бе та, мо ди фи ци ро ван ный ПЭГ по N-концу,
имел улуч шен ные фар ма ко ки не ти чес кие па ра мет -
ры [12]. Та ким об ра зом, нес мот ря на сни же ние
спе ци фи чес кой ак тив нос ти в тес те in vitro би о ло -
ги чес кая ак тив ность бел ка ока за лась выше бла го -
да ря зна чи тель но му уве ли че нию вре ме ни по лу вы -
ве де ния. Про ти во ви рус ная ак тив ность по лу чен -
ных конь ю га тов ПЭГ -ИФ Н - бе та за ви се ла от мо ле -
ку ляр ной мас сы (5—20 кДа) и струк ту ры мо ле ку -
лы ПЭГ и сос тав ля ла 15—50% от спе ци фи чес кой
ак тив нос ти не мо ди фи ци ро ван но го бел ка [12, 13].
Дан ные ре зуль та ты поз во ли ли сде лать пред по ло -
же ние, что ис поль зо ва ние для мо ди фи ка ции ПЭГ
с мас сой бо лее 20 кДа мо жет при вес ти к по лу че -
нию пре па ра та ПЭГ -ИФ Н - бе та, об ла да ю ще го вы -
со кой те ра пев ти чес кой эф фек тив нос тью при ле че -
нии рас се ян но го скле ро за.

Целью дан ной ра бо ты было про ве де ние мо -
ди фи ка ции ИФН бета-1а ли ней ной мо ле ку лой
ПЭГ мас сой 30000 Да и оп ре де ле ние оп ти маль ных
ус ло вий ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния. Раз ра бо та на од -
нос та дий ная схе ма хро ма тог ра фи чес кой очис т ки
мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН бета-1а, оп ре де ле ны
сай т - мо ди фи ка ции и спе ци фи чес кая ак тив ность
очи щен но го конь ю га та ПЭГ -ИФН бета-1а.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ма те ри а лы и ре ак ти вы. В ра бо те ис поль -
зо ва ли очи щен ный ре ком би нан т ный ИФН бета-1а 
(ЗАО «БИ О КАД», Рос сия). Ре ак цию ПЭ Ги ли ро ва -
ния ИФН бета-1а про во ди ли с ис поль зо ва ни ем ли -
ней но го ак ти ви ро ван но го бу ти раль де гид но го про -
из вод но го мПЭГ с мо ле ку ляр ной мас сой 30 кДа
(Laysan Bio, США) и ци ан бор гид ри да нат рия
(Sigma-Aldrich, США). 

Про ве де ние ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния

К 360 мл бу фер но го рас т во ра (10 мМ нат рий -
 аце тат, рН 5,0), со дер жа ще го ре ком би нан т ный
ИФН бета-1а в кон цен т ра ци 0,36 мг/мл (131 мг),
до бав ля ли 7,2 мл 1 М рас т во ра ци ан бор гид ри да
нат рия, пе ре ме ши ва ли и вно си ли 1 г су хо го бу ти р -
аль де гид но го про из вод но го ПЭГ. Смесь тща тель -
но пе ре ме ши ва ли и ин ку би ро ва ли в те че ние 22 ч
при тем пе ра ту ре 20 ± 2 °. Кон т роль об ра зо ва ния
ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН бета-1а про во ди ли с ис -
поль зо ва ни ем ме то да об ра щен но- фа зовой ВЭЖХ
(ОФ ВЭЖХ) и SDS-электрофореза в 12,5%-ном
ПААГ. 

Ана лиз вли я ния ус ло вий ре ак ции ПЭ Ги ли -
ро ва ния на сос тав об ра зу ю щих ся про дук тов про -
во ди ли с ис поль зо ва ни ем прог рамм DesignExpert
9 и Origin Pro V9.1.

Очис т ку мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН
бета-1а осу щес т в ля ли на пред ва ри тель но за пол -
нен ной ко лон ке СМ-Sepharose FF (GE HealthCare) 
с ис поль зо ва ни ем хро ма тог ра фа AKTA purifier
(GE HealthCare). Ре ак ци он ную смесь пос ле окон -
ча ния ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния на но си ли на ко -
лон ку, урав но ве шен ную 5 мМ нат рий -а це тат ным
бу фе ром, pH 5,0. Ко лон ку с сор бен том про мы ва ли 
пос ле до ва тель но бу фе ром А (5 мМ нат рий -а це тат -
ный бу фер, рН 6,8) и бу фе ром А1, со дер жа щим
гра ди ент кон цен т ра ции NaCI от 0 до 0,2 М в бу фе -
ре А. Из каж дой фрак ции от би ра ли алик во ты для
ана ли за проб ме то дом SDS-электрофореза в
ПААГ. Фрак ции, со дер жа щие мо но ПЭ Ги ли ро ван -
ный конь ю гат ПЭГ -ИФН бета-1а, объ е ди ня ли и
кон цен т ри ро ва ли. Для это го ис поль зо ва ли ме тод
тан ген ци аль ной филь т ра ции на кас се тах с мем б ра -
на ми, име ю щи ми пре дел от се че ния 10 кДа
(PelliconR XL 50 PLCGC) на ус та нов ке LabscaleR

TFF System (Millipore).
Элек т ро фо рез в 12,5%-ном ПА АГ про во ди -

ли по стан дар т но му про то ко лу Лэм м ли. Гели об ра -
ба ты ва ли Coumassi R-250 для про яв ле ния бел ка и
иоди дом ба рия для ок ра ши ва ния ПЭГ [14]. В ка -
чес т ве стан дар тов мо ле ку ляр ной мас сы ис поль зо -
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ва ли на бор LMW Calibration Kit (GE Healthcare).
Ре зуль та ты элек т ро фо ре за оце ни ва ли ден си то мет -
ри чес ки с по мощью прог рам мы GelPro 32 (Media
Cybernetics). 

ОФ ВЭЖХ про во ди ли на ко лон ке Sym -
metry С18 (0,4  150 мм) с ис поль зо ва ни ем хро ма -
тог ра фа Waters (Breeze, США). На ко лон ку на но си -
ли 100 мкл ана ли зи ру е мо го об раз ца с кон цен т ра -
ци ей ИФН бета-1а 0,1 мг/мл и хро ма тог ра фию про -
во ди ли при 35°. Элю цию осу щес т в ля ли в гра ди ен те
аце то нит ри ла (Panreac, HPLC PAI-ACS) от 0 до 90% в
0,1%-ном вод ном рас т во ре ТФУ (Panreaс, PS 99%).

Масс-спек тро мет ри че ские ис сле до ва ния

Оп ре де ле ние мо ле ку ляр ной мас сы и пеп тид -
ный фин гер п ринт  ПЭГ -ИФН и ИФН осу щес т в ля -
ли на тан дем ном вре мяп ро лет ном мас с - с пек т ро -
мет ре MALDI-TOF-TOF ABSciex 4800 (ABsciex,
Ка на да). Пер вич ную струк ту ру от дель ных трип ти -
чес ких пеп ти дов оп ре де ля ли ме то дом MS-MS. Ре -
зуль та ты ана ли зи ро ва ли при по мо щи прог рам мы
Mascot (www.matrixscience.com) в базе дан ных
NCBI и BioTools v. 3 (Bruker, Гер ма ния). 

Для оп ре де ле ния мо ле ку ляр ной мас сы ис с -
ле ду е мые об раз цы кон цен т ри ро ва ли (ко неч ная
кон цен т ра ция 5 мг/мл) и ди а ли зо ва ли про тив де и о -
ни зо ван ной воды с по мощью про би рок Centricon
(Amicon Ultra, Millipore, США). Для при го тов ле -
ния рас т во ра мат ри цы к 2 мг 2,5-дигид ро кси -
бензойной кис ло ты до бав ля ли 100 мкл 50 %-но го
аце то нит ри ла в 0,1 %-ной ТФУ. По лу чен ный рас т -
вор по ме ща ли на УЗ - ба ню (Bransonic, model 1510
EDTH) на 5 мин c пе ре ме ши ва ни ем на вор тек се.
Рас т вор ис поль зо ва ли све жеп ри го тов лен ным.

Рас т вор мат ри цы объ е мом 0,5 мкл на но си -
ли пос ле до ва тель но 2 раза. Рас т вор об раз ца на но -
си ли в 2—3 лун ки по верх мат ри цы 5—6-кратно
(по 0,5 мкл на каж дую лун ку). 

Сайт ПЭ Ги ли ро ва ния в мо ле ку ле ПЭГ -
 ИФН бета-1а оп ре де ля ли пу тем срав не ния мас с -
 с пек т ров пеп ти дов, по лу чен ных в ре зуль та те гид -
ро ли за трип си ном конь ю га та ПЭГ -ИФН бета-1а и
не мо ди фи ци ро ван но го ИФН бета-1а, как опи са но
в  Фар ма ко пее США [15]. Пре па ра ты ПЭГ -ИФН
бета-1а и ИФН бета-1а раз де ля ли пу тем элек т ро -
фо ре за в 12,5 %-ном ПААГ. Пос ле ок рас ки геля ку -
мас си из него вы ре за ли учас т ки, со от вет с т ву ю -
щие ана ли зи ру е мым бел кам. Фраг мент геля раз ме -
ром 1 мм3 дваж ды про мы ва ли 100 мкл 40 %-но го
рас т во ра аце то нит ри ла в 0,1 М гид ро кар бо на те ам -
мо ния (Sigma-Aldrich) в те че ние 30 мин при 37.
Фраг мент обес ц ве чен но го геля вы су ши ва ли на
воз ду хе и до бав ля ли 4 мкл рас т во ра мо ди фи ци ро -

ван но го трип си на (Sigma) в кон цен т ра ции 15 мкг/мл
в 0,05 М гид ро кар бо на те ам мо ния. Гид ро лиз про -
во ди ли в те че ние 18 ч при 37, за тем к рас т во ру до -
бав ля ли 8 мкл 0,5 %-ной ТФУ в 10 %-ном вод -
ном рас т во ре аце то нит ри ла и тща тель но пе ре ме -
ши ва ли. Рас т вор над ге лем ис поль зо ва ли для по лу -
че ния MALDI-масс-спектров трип ти чес ких пеп -
ти дов на при бо ре MALDI-TOF-TOF ABSciex (Ка -
на да).

Оп ре де ле ние про ти во ви рус ной ак тив нос -
ти ПЭГ -ИФН бета-1а про во ди ли с ис поль зо ва ни -
ем куль ту ры кле ток кар ци но мы лег ко го че ло ве ка
(А-549), за ра жен ных ви ру сом ве зи ку ляр но го сто -
ма ти та. Про ти во ви рус ную ак тив ность оп ре де ля -
ли как сте пень по дав ле ния ци то па ти чес ко го дей с т -
вия ви ру са на клет ки.

Ак тив ность ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН вез де
вы ра жа ли в % от ак тив нос ти не мо ди фи ци ро ван но -
го бел ка.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Оп ти ми за ция ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния 
ИФН бе та-1а

Ре ак ция мо ди фи ка ции бел ков ак ти ви ро ван -
ным ПЭГ -аль де ги дом яв ля ет ся pH-чув с т ви тель -
ной и в ус ло ви ях сла бо кис лот ных зна че ний рН
(6) пре и му щес т вен но про ис хо дит ре ак ция ал ки -
ли ро ва ния по неп ро то ни ро ван ной -а ми ног руп пе 
N-концевой ами но кис ло ты. В ре зуль та те ре ак ции
об ра зу ет ся нес та биль ное ос но ва ние Шиф фа, ко то -
рое при пос ле ду ю щем вос с та нов ле нии пе ре хо дит
во вто рич ный ста биль ный амин с проч ной ко ва -
лен т ной связью [16]. 

(mPEG)-CH2-CH2-CH2C(O)H+H2N-ИФН 
мПЭГ - бу ти раль де гид

 (mPEG)-CH2-CH2-CH2CH=N-ИФН
Ос но ва ние Шиф фа

(mPEG)-CH2-CH2-CH2CH=N-ИФН + NaBHCN 
Ос но ва ние Шиф фа

 (mPEG)-CH2-CH2-CH2CH2-NН-ИФН
Конъ ю гат ПЭГ -ИФН

По боч ны ми про дук та ми ре ак ции яв ля ют ся
по ли ПЭ Ги ли ро ван ные конь ю га ты бел ка, об ра зу ю -
щи е ся в ре зуль та те до пол ни тель но го при со е ди не ния
ПЭГ к -а ми ног руп пам ли зи на в мо но за ме щен -
ном бел ке. По ли конь ю га ты об ла да ют го раз до мень -
шей ак тив нос тью по срав не нию с мо но конь ю га -
том, пос коль ку ПЭ Ги ли ро ва нию под вер га ют ся ос -
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тат ки ли зи на в ак тив ных цен т рах бел ка. Кро ме то -
го, об ра зо ва ние по ли ПЭ Ги ли ро ван ных форм при -
во дит к сни же нию вы хо да це ле во го мо но за ме щен -
но го бел ка и ус лож ня ет схе му его очис т ки [17].

Для оп ре де ле ния оп ти маль ных ус ло вий про -
те ка ния ре ак ции N-концевого ПЭ Ги ли ро ва ния с
целью мак си маль но го вы хо да мо но ПЭГ -ИФ Н - бе та
был про ве ден мно го фак тор ный эк с пе ри мент по ис -
с ле до ва нию вли я ния на и бо лее важ ных па ра мет ров:
со от но ше ние ПЭГ/бе лок (2—8); кон цен т ра ция бел -
ка (0,5—5,0 мг/мл); вре мя (6—24 ч) и рН (4,2—5,4).

На рис. 1 пред с тав ле ны ре зуль та ты ана ли за ре ак ции 
и ПЭ Ги ли ро ва ния, про ве ден ной при раз лич ных ус -
ло ви ях, че рез 6 ч пос ле ее на ча ла при тем пе ра ту ре
(203).

Сог лас но по лу чен ным ре зуль та там, при раз -
ных ус ло ви ях вы ход мо но ПЭ Ги ли ро ван но го
ИФН бета-1а варь и ро вал от 4 до 55%, вы ход при -
мес ных по ли ПЭ Ги ли ро ван ных форм сос тав лял
3—90%. Было об на ру же но, что об ра зо ва ние при -
мес ных оли го ПЭ Ги ли ро ван ных про дук тов ре ак -
ции в боль шей сте пе ни за ви сит от со от но ше ния
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Рис. 1. Со дер жа ние про дук тов ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а в ре ак ци он ной сме си, %, в за ви си мос ти от рН ре -
ак ци он ной сме си, кон цен т ра ции ИФН бета-1а и со от но ше ния ПЭГ/ИФН бета-1а. Кри вые оп ре де ля ют гра ни цы пе ре хо да
0-20-30-40-50



ПЭГ/ИФН бета-1а, в мень шей — от pH и воз рас та -
ет с уве ли че ни ем кон цен т ра ции мо ди фи ци ру е мо -
го бел ка (в боль шей сте пе ни при рН 4,8 и 5,4). При 
низ ком зна че нии рН оп ти маль ный вы ход мо но ПЭ -
Ги ли ро ван но го ИФН (55%), со дер жа ще го ме нее
15%  при мес ных ди- и три за ме щен ных конь ю га -
тов, на хо дит ся в ши ро ком ди а па зо не кон цен т ра -
ций бел ка. При уве ли че нии рН, ди а па зон оп ти -
маль ных ус ло вий су жа ет ся и раз де ля ет ся на две
об лас ти: пер вая — с вы со ким со от но ше ни ем
ПЭГ/ИФН бета-1а и низ кой кон цен т ра ци ей мо ди -
фи ци ру е мо го бел ка (ме нее 1 мг/мл); вто рая — с
низ ким со от но ше ни ем ПЭГ/ИФН бета-1а и вы со -
кой кон цен т ра ци ей ИФН бета-1а в ди а па зо не
1,5—4,0 мг/мл. Были выб ра ны ус ло вия из пер вой
об лас ти* с ми ни маль ным со от но ше ни ем ПЭГ/бе -
лок (4—6), поз во ля ю щим по лу чить мак си маль -
ный вы ход мо но за ме щен но го про дук та.

Уве ли че ние вре ме ни ре ак ции свы ше 6 ч при 
тем пе ра ту ре (222)° при во ди ло к на коп ле нию при -
мес ных по ли за ме щен ных про дук тов, тог да как вы -
ход це ле во го про дук та ос та вал ся не из мен ным
(рис. 2 ). Сни же ние тем пе ра ту ры ре ак ции с
(222)° до (2—8)° че рез 3—4 ч пос ле на ча ла ре ак -
ции с пос ле ду ю щей ин ку ба ци ей в те че ние 24 ч

при бо лее низ кой тем пе ра ту ре (162) при во ди ло
к уве ли че нию со дер жа ния мо но ПЭГ -ИФН свы ше
60% при со дер жа нии при мес ных по ли ПЭ Ги ли ро -
ван ных форм, не пре вы ша ю щем 17%.

На рис. 2 пред с тав ле ны ки не ти чес кие кри -
вые ре ак ций под бо ра ус ло вий про цес са (pH 4,2,
4,8, 5,4) и ре ак ции пос ле оп ти ми за ции (pH 5,0, в
ус ло ви ях тем пе ра тур но го шиф та). Оп ти маль ное
зна че ние рН 5,0 было выб ра но с уче том ус ло вий
про ве де ния даль ней шей хро ма тог ра фи чес кой
очис т ки мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ИФ Н -бе та.

Мас ш та би ро ва ние ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва -
ния в 15 раз под т вер ди ло вос п ро из во ди мость по -
лу чен но го ре зуль та та (рис. 3) в ди а па зо не со дер жа -
ния ИФН бета-1а 59—918 мг, взя то го в ре ак цию.
В ре зуль та те ре ак ции со дер жа ние мо но ПЭГ -ИФН
бе та-1а в ре ак ци он ной сме си сос тав ля ло 61—65%.
На рис. 3 и 4 пред с тав ле на ти пич ная кар ти на ки -
не ти ки ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а в оп ти -
маль ных ус ло ви ях (рН 5,0, мо ляр ное со от но ше -
ние ПЭГ/бе лок 5:1, кон цен т ра ция ИФН бета-1а
— 0,5 мг/мл, тем пе ра тур ный шифт). К мо мен ту ос -
та нов ки ре ак ции (24 ч) ре ак ци он ная смесь со дер -
жа ла 63% мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ИФ Н -бе та, 17% 
ди ПЭ Ги ли ро ван но го ИФ Н -бе та и 20 % неп ро ре а -
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Рис. 2. Ки не ти ка ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а при раз лич ных ус ло ви ях ре ак ции: 1 — рН 4,2, 222; 2 — рН 4,8, 222;
3 — рН 5,4, 222; 4 — рН 5,0, тем пе ра ту ра 222 0—4 ч и 162 4—24 ч; а — со дер жа ние мо но за ме щен но го ИФН; б — со дер -
жа ние ди- и три за ме щен но го ИФН

* Ис по ль зо ва ние вто рой об ла с ти по тре бо ва ло бы до пол ни те ль ной ста дии про бо под го тов ки (кон цен т ри ро ва ния), 
что при ве ло бы к не же ла те ль ным по те рям це ле во го бел ка.



ги ро вав ше го ИФ Н -бе та (пос лед ние дан ные не при -
ве де ны). Для по лу че ния вы со ко о чи щен но го мо но -
ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН бета-1а и от де ле ния не це -
ле вых про дук тов (ди- и три- ПЭ Ги ли ро ван ные
ИФН, не мо ди фи ци ро ван ный ИФН бета-1а, неп ро -
ре а ги ро вав ший ПЭГ) про во ди ли хро ма тог ра фи -
чес кую очис т ку.

Хро ма тог ра фи че ская очи ст ка 
мо но ПЭ Ги ли ро ван но го ИФН бе та-1а

Для очис т ки мо но ПЭ Ги ли ро ван ных те ра -
пев ти чес ких бел ков в боль шин с т ве слу ча ев ис -
поль зу ют двух с та дий ную хро ма тог ра фию, вклю -
чая гид ро фоб ную или ионо об мен ную про це ду ры

в со че та нии с эк с клю зи он ной хро ма тог ра фи ей
[18—20]. Ог ра ни че ния в мас ш та би ро ва нии, а так -
же низ кая ско рость про цес са гель - филь т ра ции,
рав но как не об хо ди мость до пол ни тель ной под го -
тов ки сырья для гид ро фоб ной хро ма тог ра фии,
сде ла ли очис т ку ПЭГ - конь ю га тов на ионо об мен -
ных сор бен тах на и бо лее по пу ляр ной. Мо ле ку ла
ПЭГ, сама по себе ней т раль ная, мо жет зак ры вать
за ря жен ные груп пы по вер х нос ти бел ка, ока зы вая
вли я ние на его об щий за ряд и ве ли чи ну изо э лек т -
ри чес кой точ ки [17]. Кро ме того, ПЭ Ги ли ро ва ние
бел ков даже при ис поль зо ва нии не боль ших по
мас се мо ле кул ПЭГ мно гок рат но уве ли чи ва ет гид -
ро ди на ми чес кий объ ем мо ле ку лы, что при во дит к
зна чи тель но му сни же нию ем кос ти ис поль зу е мых
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Рис. 3. Ки не ти чес кие кри вые ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а при оп ти маль ных зна че ни ях рН 5,0, тем пе ра тур -
ном шиф те (см. текст), кон цен т ра ции ИФН бета-1а 0,5 мг/мл и со от но ше нии ПЭГ/ИФН = 5:1 в ус ло ви ях мас ш та би ро ва ния;
заг лав ны ми бук ва ми ука за но со дер жа ние мо но за ме щен но го ИФН, про пис ны ми — ди- и три за ме щен ных ИФН. Ко ли чес т во
ИФН в ре ак ции: А — 918 мг; В — 59 мг; С — 518 мг

Рис. 4. Элек т ро фо рег рам ма (12,5%-ный ПААГ, ок ра ши ва ние ку мас си про дук тов ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а в раз лич -
ное вре мя пос ле на ча ла ре ак ции (ус ло вия см. в под пи си к рис. 3); М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы



сор бен тов и ско рос ти диф фу зии ПЭ Ги ли ро ван -
ных бел ков и тем са мым уп ро ща ет их от де ле ние
от не мо ди фи ци ро ван но го бел ка. Ос нов ной проб -
ле мой при хро ма тог ра фи чес кой очис т ке в этом
слу чае яв ля ет ся слож ность раз де ле ния ди за ме -
щен ных, мо но за ме щен ных и тем бо лее по зи ци он -
ных изо ме ров конь ю га та из - за ма ло го раз ли чия в
их свой с т вах. Эф фек тив ность свя зы ва ния с ионо -
об мен ным сор бен том за ви сит от сте пе ни мо ди фи -
ка ции бел ка: у по ли ПЭ Ги ли ро ван ных форм свя зы -

ва ние с сор бен том сла бее, чем у мо но ПЭ Ги ли ро -
ван но го бел ка.

Для хро ма тог ра фи чес кой очис т ки ком по -
нен тов ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а
был ис поль зо ван сла бый ка ти о но об мен ный сор -
бент. Хро ма тог рам ма про цес са с элек т ро фо рег -
рам мой со от вет с т ву ю щих фрак ций пред с тав ле на
на рис. 5. В выб ран ных ус ло ви ях неп ро ре а ги ро -
вав ший ПЭГ не свя зы вал ся с сор бен том, а раз ли -
чие за ря да по вер х нос ти ос таль ных ком по нен тов
ре ак ци он ной сме си поз во ли ло про вес ти фрак ци о -
ни ро ва ние в гра ди ен те NaCl та ким об ра зом, что
по ли за ме щен ные про дук ты  (ди-, три- и по ли ПЭГ -
 ИФН) де сор би ро ва лись при низ кой кон цен т ра ции 
соли, це ле вой мо но ПЭГ -ИФН бета-1а — в се ре ди -
не гра ди ен та, а не мо ди фи ци ро ван ный ИФН бе -
та-1а — при боль шей кон цен т ра ции соли.

Фрак ции, со дер жа щие мо но ПЭ Ги ли ро ван -
ный ИФН бета-1а, объ е ди ня ли и оп ре де ля ли чис -
то ту и го мо ген ность по лу чен но го мо ди фи ци ро ван -
но го бел ка с ис поль зо ва ни ем SDS-электрофореза
и об ра щен но- фа зо вой вы со ко эф фек тив ной хро ма -
то г ра фии (ОФ ВЭЖХ).

Элек т ро фо ре ти чес кий ана лиз очи щен но го
ПЭГ -ИФН бета-1а под т вер дил чис то ту по лу чен -
но го конь ю га та (рис.6, А, В). Ок ра ши ва ние геля
про во ди ли ку мас си (см. рис. 6, А) или рас т во ром
иоди да ба рия (см. рис. 6, B). Го мо ген ность по лу -
чен но го про дук та оце ни ва ли по спе ци фич нос ти
ок ра ши ва ния на не сен ных об раз цов: кра си тель ку -
мас си ок ра ши ва ет не мо ди фи ци ро ван ный ИФН
бета-1а и конь ю гат ПЭГ -ИФН бета-1а (см. рис. 6,
А, до рож ки 1 и 2, со от вет с т вен но) и не ок ра ши ва -
ет ак ти ви ро ван ный ПЭГ - бу ти раль де гид (рис. 6, А,
до рож ка 3). Иодид ба рия ок ра ши ва ет конь ю гат
ПЭГ -ИФН бета-1а и ак ти ви ро ван ный ПЭГ - бу ти -
раль де гид (см. рис. 6, В, до рож ки 2 и 3, со от вет с т -
вен но) и не ок ра ши ва ет не мо ди фи ци ро ван ный
ИФН бета-1а (см. рис. 6, В, до рож ка 1). Ре зуль та -
ты ОФ ВЭЖХ под т вер ди ли вы со кую чис то ту по -
лу чен но го мо но ПЭГ -ИФН бета-1а (рис. 7).

Опре де ле ние мо ле ку ляр ной мас сы 
по лу чен но го ко нь ю га та ПЭГ-ИФН 
бе та-1а

Сле ду ет от ме тить, что с по мощью элек т ро -
фо ре за точ ное зна че ние мо ле ку ляр ной мас сы для
ПЭ Ги ли ро ван ных бел ков оп ре де лить не воз мож -
но, так как при со е ди не ние гид ро филь ной мо ле ку -
лы ПЭГ к бел ку зна чи тель но уве ли чи ва ет ра ди ус
Сток са об ра зо вав ше го ся конь ю га та. В ре зуль та те
при элек т ро фо ре зе под виж ность ком п лек са ПЭГ -
 бе лок в геле за мет но па да ет и зна че ние его мо ле ку -
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Рис. 5. Про филь хро ма тог ра фи чес ко го раз де ле ния
сме си про дук тов ре ак ции ПЭ Ги ли ро ва ния ИФН бета-1а (В) и 
ана лиз со от вет с т ву ю щих фрак ций ме то дом элек т ро фо ре за в
12,5 %-ном ПААГ (А); М — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы

Рис. 6. Элек т ро фо рег рам мы (12,5%-ный ПААГ) конь -
ю га та ПЭГ -ИФН бета-1а пос ле ионо об мен ной очис т ки в срав -
не нии c не мо ди фи ци ро ван ным ИФН бета-1а: А — ок рас ка ку -
мас си; B — ок рас ка рас т во ром иода в при сут с т вии со лей ба -
рия; до рож ка 1 — не мо ди фи ци ро ван ный ИФН бета-1а; до -
рож ка 2 — конь ю гат ПЭГ -ИФН бета-1а; до рож ка 3 — ак ти ви -
ро ван ный ПЭГ - бу ти раль де гид, 30 кДа; до рож ка 4 — мар ке -
ры мо ле ку ляр ной мас сы



ляр ной мас сы ока зы ва ет ся зна чи тель но выше,
чем сум ма мо ле ку ляр ных масс бел ка и ПЭГ. По э то -
му оп ре де ле ние мо ле ку ляр ной мас сы ПЭ Ги ли ро -
ван но го ин тер фе ро на бета-1а про во ди ли с по -
мощью мас с - с пек т ро мет рии (MALDI-TOF-TOF).

Ре зуль та ты ана ли за конь ю га та ПЭГ -ИФН
бета-1а в ди а па зо не m/z от 16 000 до 65 000 при ве -
де ны на рис. 8. В мас с - с пек т ре наб лю да ет ся раз мы -
тый ос нов ной пик, со от вет с т ву ю щий од но за ряд -
но му иону с m/z 54130 2000. Раз мы тость пика
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Рис. 7. Хро ма тог рам ма пре па ра та ПЭГ -ИФН бета-1а, по лу чен ная пу тем ОФ ВЭЖХ пос ле ионо об мен ной очис т ки

Рис. 8. Мас с - с пектр мо но Пэг - мо ди фи ци ро ван но го ИФН бета-1а пос ле ион о об мен ной хро ма тог ра фи чес кой очис т ки



обус лов ле на ге те ро ген нос тью ПЭГ - ф раг мен та мо -
ле ку лы. Из ме рен ное зна че ние m/z в пре де лах пог -
реш нос ти ме то да сов па да ет с рас чет ны ми дан ны -
ми по сум ме мо ле ку ляр ной мас сы ИФН бета-1а
(око ло 22,5  кДа) и ПЭГ (30  кДа), что в свою оче -
редь оз на ча ет, что в по лу чен ном конь ю га те ПЭГ -
 ИФН бета-1а одна мо ле ку ла ИФН бета-1а свя за на
с од ной мо ле ку лой ПЭГ.

Ис сле до ва ние ло ка ли за ции сай та 
ПЭ Ги ли ро ва ния в ко нь ю га те 
ПЭГ-ИФН бе та-1а

Ло ка ли за цию учас т ка при со е ди не ния ПЭГ
в мо ле ку ле ПЭГ -ИФН бета-1а оп ре де ля ли пу тем
срав не ния мас с - с пек т ров пеп ти дов, по лу чен ных в 
ре зуль та те трип ти чес ко го гид ро ли за конь ю га та
ПЭГ -ИФН бета-1а и не мо ди фи ци ро ван но го ИФН
бета-1а. В трип ти чес ком гид ро ли за те конь ю га та
ПЭГ -ИФН бета-1а дол жен от сут с т во вать пеп тид,
со от вет с т ву ю щий учас т ку бел ка, в ко то ром про и -
зош ла мо ди фи ка ция.

На рис. 9 пред с тав ле ны мас с - с пек т ры трип -
ти чес ких пеп ти дов не мо ди фи ци ро ван но го ИФН
бета-1а в срав не нии с конь ю га том мо но ПЭГ -ИФН 
бета-1а. В таб ли це пред с тав ле ны ре зуль та ты иден -
ти фи ка ции эк с пе ри мен таль ных пеп ти дов ПЭГ -ИФН
бета-1а и не мо ди фи ци ро ван но го ИФН бета-1а с те о -

ре ти чес ки ми дан ны ми для при род но го не мо ди фи -
ци ро ван но го ИФ Н -бе та.

Ана лиз ре зуль та тов, пред с тав лен ных в таб -
ли це, по ка зал, что мас с - с пек т ры трип ти чес ких
пеп ти дов ПЭГ ИФН бета-1а и не мо ди фи ци ро ван -
но го ИФН бета-1а прак ти чес ки пол нос тью сов па -
да ют за ис к лю че ни ем пеп ти дов с m/z 1341,6983 и
1357,6933, от сут с т ву ю щих в  трип ти чес ком гид ро -
ли за те ПЭГ -ИФН бета-1а (см. рис. 9, таб ли ца).
Сог лас но ана ли зу те о ре ти чес ких масс трип ти чес -
ко го гид ро ли за та ИФН бета-1а че ло ве ка (см. таб -
ли цу), пики с со от но ше ни ем мас са/за ряд 1341,
6983 и 1357,6933 со от вет с т ву ют N-концевому пеп -
ти ду (на тив ный пеп тид 1—11 и пеп тид 1—11, со -
дер жа щий окис лен ный ме ти о нин, со от вет с т вен -
но). От сут с т вие этих пеп ти дов в трип ти чес ком
гид ро ли за те ПЭГ -ИФН бета-1а сви де тель с т ву ет о
мо ди фи ка ции N-концевого пеп ти да, ко то рый, став
тя же лее на мас су ПЭГ (30 кДа), дол жен на хо дить -
ся за пре де ла ми ис с ле ду е мой об лас ти спек т ра.

Для под т вер ж де ния пер вич ной струк ту ры
по ло жи тель но го од но за ряд но го иона с m/z
1341,730 (со от вет с т ву ю ще го N-концевому пеп ти -
ду ИФН бета-1а) ис поль зо ва ли ме тод тан дем ной
мас с - с пек т ро мет рии (MS/MS). Ро ди тель с кий ион
(m/z 1341,730) изо ли ро ва ли в ион ной ло вуш ке и
фраг мен ти ро ва ли ме то дом стол к но ви тель ной дис -
со ци а ции (дан ные не при ве де ны). Мас су по лу чен -
ных фраг мен тов ис поль зо ва ли для со во куп но го
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Рис. 9. Мас сы- с пек т ры трип ти чес ких пеп ти дов не мо ди фи ци ро ван но го ИФН бета-1а (А) и ПЭГ ИФН бета-1а (В) в об лас -
ти m/z 600—2300. Стрел кой ука за но по ло же ние пеп ти дов ИФН бета-1а с m/z 1341,730 и 1357,721, от сут с т ву ю щих на спек т ре
ПЭГ -ИФН бета-1а



58 Биотехнология, 2015, № 1

 КОР ЖА ВИН и др.

Срав не ние масс-спек тров трип ти че ских пеп ти дов не мо ди фи ци ро ван но го ИФН бе та-1а 
и ко нь ю га та ПЭГ-ИФН бе та-1а с те о ре ти че ски ми дан ны ми для при род но го 
не мо ди фи ци ро ван но го ИФН-бе та

Эк с пе ри мен та ль ные зна че ния,
m/z

Те о ре ти че ские
зна че ния

для ИФН-бе та,
m/z

Со от вет ст ву ют 
пеп ти ду

Ами но кис лот ная
по сле до ва те ль ностьПЭГ-ИФН

бе та-1а ИФН бе та-1а

– 1341,730 1341,6983 1—11 -.MSYNLLGFLQR.S

– 1357,721 1357,6933 1—11 -.MSYNLLGFLQR.S + Oxidation (M)
941,439 941,388 941,4155 12—19 R.SSNFQCQK.L

1012,465 1012,378 1012,4517 12—19 R.SSNFQCQK.L + Propionamide (C)
1000,478 1000,470 999,5734 20—27 K.LLWQLNGR.L

1820,915 1820,870 1819,9887 20—33 K.LLWQLNGRLEYCLK.D +
+  Propionamide (C)

1506,790 1506,715 1506,7257 34—45 K.DRMNFDIPEEIK.Q
1235,641 1235,642 1235,5976 36—45 R.MNFDIPEEIK.Q

1251,596 1251,537 1251,5925 36—45 R.MNFDIPEEIK.Q + Oxidation (M)

2136,081 2136,058 2136,0794 36—52 R.MNFDIPEEIKQLQQFQK.E
2152,044 2152,014 2152,0743 36—52 R.MNFDIPEEIKQLQQFQK.E +

+  Oxidation (M)
919,433 919,457 919,4996 46—52 K.QLQQFQK.E

2258,226 2258,141 2258,1525 53—71 K.EDAALTIYEMLQNIFAIFR.Q
2274,230 2274,170 2274,1474 53—71 K.EDAALTIYEMLQNIFAIFR.Q +

+ Oxidation (M)
718,430 718,346 718,3981 100—105 K.TVLEEK.L

1088,570 1088,562 1088,6197 100—108 K.TVLEEKLEK.E
1037,448 1037,574 1037,5262 106—113 K.LEKEDFTR.G

667,340 667,256 667,3046 109—113 K.EDFTR.G
928,608 928,519 116—123 116—123 K.LMSSLHLK.R

714,391 714,359 714,3682 124—128 K.RYYGR.I
558,286 558,295 558,2671 125—128 R.YYGR.I

786,464 786,495 786,4872 129—134 R.ILHYLK.A

1634,682 1634,822 1634,8107 135—147 K.AKEYSHCAWTIVR.V + 
+ Propionamide (C)

1435,775 1435,640 1435,6787 137—147 K.EYSHCAWTIVR.V + 
+ Propionamide (C)

629,395 629,415 629,3981 148—152 R.VEILR.N

973,619 973,444 973,4890 153—159 R.NFYFINR.L

722,480 722,363 721,4195 160—165 R.LTGYLR.N

836,418 836,436 836,4625 160—166 R.LTGYLRN.-

При ме ча ние: (+) — пеп тид с об на ру жен ной мо ди фи ка цией; (–) — пеп тид от сут ст ву ет; (-) — N-кон це вой пеп тид.



по ис ка в базе дан ных по MS+MS/MS с ис поль зо ва -
ни ем прог рам мы BioTools v. 3 (Bruker, Гер ма ния),
ко то рый по ка зал, что пик по ло жи тель но го од но за -
ряд но го иона с m/z 1341,730 при над ле жит про то -
ни ро ван но му пеп ти ду ИФН бе та- че ло ве ка с пер вич -
ной струк ту рой MSYNLLGFLQR, со от вет с т ву ю ще му
N-концевому трип ти чес ко му пеп ти ду 1—11 ИФ Н - бе -
та че ло ве ка (см. рис. 9). Дан ный пеп тид со дер жит
един с т вен ную сво бод ную ами ног руп пу, по ко то -
рой мог ло про и зой ти ПЭ Ги ли ро ва ние — аль фа - а ми -
ног руп пу N-концевого ме ти о ни на. Та ким об ра зом,
ре зуль та ты ана ли за пер вич ной струк ту ры пеп ти -
дов под т вер ди ли, что в по лу че ном конь ю га те
ПЭГ -ИФН бета-1а свя зы ва ние ПЭГ с мо ле ку лой
бел ка про и зош ло че рез аль фа -а ми ног руп пу N-кон -
цевого ме ти о ни на ИФН бета-1а.

Опре де ле ние спе ци фи че ской ак тив но сти 
мо но ПЭГ-ИФН бе та-1а

Мо ди фи ка ция бел ков  ПЭГ в боль шин с т ве
слу ча ев  при во дит к сни же нию спе ци фи чес кой ак -
тив нос ти in vitro из - за эк ра ни ро ва ния ак тив ных
сай тов бел ка. Сте пень сни же ния ак тив нос ти при
этом за ви сит от мо ле ку ляр ной мас сы и струк ту ры
ас со ци и ро ван но го ПЭГ. Нап ри мер, при ПЭ Ги ли -
ро ва нии ИФН альфа-2b ли ней ным ПЭГ - сук ци н -
и ми дил кар бо на том с мо ле ку ляр ной мас сой 12 кДа 
были по лу че ны 14 раз лич ных по зи ци он ных изо ме -
ра, каж дый из ко то рых со дер жал одну мо ле ку лу
ПЭГ, при со е ди нен ную в раз лич ных учас т ках мо ле -
ку лы бел ка к ли зи ну, ти ро зи ну, гис ти ди ну, се ри ну
и цис те и ну. Сред няя ак тив ность ПЭ Ги ли ро ван но -
го бел ка сос та ви ла 28% от ак тив нос ти не мо ди фи -
ци ро ван но го бел ка и варь и ро ва ла от 6 до 37% для
от дель ных изо ме ров [21]. ПЭ Ги ли ро ва ние ИФН
альфа-2а раз вет в лен ным гид рок си сук ци ни мид ным
про из вод ным  ПЭГ с мо ле ку ляр ной мас сой 40 кДа 
при ве ло к по лу че нию 6 по зи ци он ных изо ме ров,
сум мар ная про ти во ви рус ная ак тив ность ко то рых
сос та ви ла 1—7 % [22]. При мо ди фи ка ции ИФН
бета-1b по N-концу мо ле ку ла ми ПЭГ мас сой 20,
30 и 40 кДа были по лу че ны конь ю га ты, об ла да ю -
щие ак тив нос тью в 66%, 58% и 22%, со от вет с т вен -
но [13]. Спе ци фи чес кая ак тив ность конь ю га та
ИФН бета-1а, мо ди фи ци ро ван но го по N-концу
ПЭГ с мас сой 20 кДа, сос тав ля ла 50% [19]. Та кие
же ре зуль та ты ра нее были опуб ли ко ва ны и для
ИФН бета-1b [12].

Ис с ле до ва ния спе ци фи чес кой про ти во ви рус -
ной ак тив нос ти по лу чен но го нами конь ю га та ИФН
бета-1а с ПЭГ мас сой в 30 кДа по ка за ли, что удель -
ная про ти во ви рус ная ак тив ность мо ди фи ци ро ван но -

го бел ка in vitro сос та ви ла  (5,04±0,3)  107 МЕ/мг,
что сос тав ля ет 25% от ак тив нос ти не мо ди фи ци ро -
ван но го ин тер фе ро на бета-1а — (2±0,4)  108 МЕ/мг.

Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ной
ра бо ты был по лу чен вы со ко о чи щен ный конь ю гат
ПЭГ -ИФН бета-1а, в ко то ром мо ле ку ла ПЭГ с мас -
сой 30 кДа свя за на с аль фа -а ми ногруп пой N-кон -
цевого ме ти о ни на. По лу чен ный конь ю гат об ла да -
ет про ти во ви рус ной ак тив нос тью и мо жет рас с -
мат ри вать ся как пер с пек тив ный кан ди дат при соз -
да нии оте чес т вен но го пре па ра та про лон ги ро ван -
но го дей с т вия для ле че ния рас се ян но го скле ро за.

Кол лек тив ак то ров бла го да рит ла бо ра то -
рию ана ли ти чес ких ме то дов за вы пол не ние мас с -
 с пек т ро мет ри чес ких ис с ле до ва ний.

По лу че но 25.12.14
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Mo no PE Gy la ted Hu man In ter  fe  ron be -
ta-1a Pre pa  ra  t i  on:  Op t i  mi za t i  on of  Con di  t i  -
ons for  N-Ter mi nal  Pe gy la t i  on

A mo di fi ca ti on of re com bi nant hu man IFN be ta-1a by po -
ly et hy le ne gly col at -ami no gro up of N-ter mi nal met hi o ni ne has
been per for med. The PE Gy la ti on was con duc ted using ac ti va ted
bu ty ral de hy de PEG de ri va ti ve with mo le cu lar mass of 30000 Da.
As a re sult of the mul ti fac to ri al ex pe ri ment, the de pen den ce of
mo no PE Gy la ted pro te in yield on the re ac ti on con di ti ons was
demonstrated, and op ti mal PE Gy la ti on con di ti ons were es tab lis -
hed. We de ve lo ped a one-step chro ma tog rap hic pu ri fi ca ti on sche -
me al lo wing to ob ta in the mo no PEG-IFN be ta-1a con ju ga te with
the abo ve 98% pu ri ty . Mass-spec t ro met ric stu di es sho wed that
the mo le cu lar mass of the con ju ga te is 54130 Da, whe re in the
N-ter mi nal met hi o ni ne is as so ci a ted with one PEG mo le cu le. The
ob ta i ned PEG-IFN be ta-1a has spe ci fic an ti vi ral ac ti vi ty, and it
can be con si de red as a per s pec ti ve can di da te to the de sign of
long-ac ting me di ci ne for the pro lon ged tre at ment of mul tip le
scle ro sis.

Key words: hu man IFN-be ta, mo di fi ca ti on, mul tip le scle -
ro sis, po ly et hy le ne gly col, pro lon ged re le a se  form. 
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