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В результате настоящего исследования разработана методика выделения, очистки и рефолдинга рекомбинант-
ного эфрина-А5 из телец включения Escherichia coli. В основу легли спектрофотометрические, электрофорети-
ческие, хроматографические методы, а также рефолдинг методом разведения и на матрице аффинного сорбента. 
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Благодаря оптимизации условий отмывки и солюбилизации телец включения установлены составы отмывочных 
и  солюбилизирующего растворов, позволяющие наиболее полно избавиться от примесных соединений с наи-
меньшими потерями целевого белка, а также провести полную экстракцию целевого белка из растворенных телец 
включения. В процессе концентрирования и очистки рекомбинантного эфрина-А5 из солюбилизата телец включе-
ния c применением металл-хелатной хроматографии на Ni-сефарозе удалось получить целевой продукт чистотой 
70,3 ± 7,4 % перед проведением рефолдинга. В результате скрининга основных характеристик рефолдинг-буфера 
для ренатурации рекомбинантного эфрина-А5 была выбрана следующая система: 20 ммоль/л трис-HCl; pH 8; 
50 ммоль/л сахарозы; 2,5 ммоль/л DTT; 50 ммоль/л NaCl с конечной концентрацией эфрина-А5 в ренатурирую-
щей системе до 20 мкг/мл и разведением в 10 раз.

Ключевые слова: эфрин-А5; скрининг условий рефолдинга; металл-хелатная хроматография; рекомбинант-
ные белки; тельца включения.
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The paper is devoted to isolation, purification and development of refolding approach of the recombinant ephrin-A5 
out of Escherichia coli inclusion bodies which corresponds to the aim of the research. The main methods applied are 
UV/visible spectroscopy, protein electrophoresis, column chromatography, refolding by dilution and matrix-assisted 
renaturation. Composition of the washing and solubilizing solutions was established as a result of washing and solubilizing 
conditions optimization allowing to get rid of impurities and minimize loss of the target protein as well as carry out the 
protein extraction out of inclusion bodies. The protein of interest with 70.3 ± 7.4 % purity was managed to obtain in 
conducting concentration and purification of the solubilized recombinant ephrin-A5 with the help of immobilized metal 
affinity chromatography on Ni-sepharose. Following refolding system containing 20 mmol/l Tris-HCl; pH 8; 50 mmol/l 
sucrose; 2.5 mmol/l DTT; 50 mmol/l NaCl with the final protein concentration up to 200 mkg/ml and 10-fold dilution was 
chosen as the best during the main refolding buffer characteristics screening.

Key words: ephrin-A5; refolding conditions screening; imobilized metal affinity chromatography; recombinant 
proteins; inclusion bodies.

Acknowledgments. The research was funded by BRFFI within the framework of the treaty No. Б16М-082, program 
SPSI «Fundamental and applied science  – medicine» (assignment 1.11) and international project BMBF (IB-037) 
«Development of new methods for analyzing specimens of monoclonal antibody glycosilation».

Эфриновые рецепторы (Eph) и их мембраносвязанные лиганды – эфрины (ephrin) активно синте-
зируются во время эмбрионального развития организма во многих тканях, участвуя в регуляции на-
правления роста аксонов, образовании нейрональных связей, морфогенезе тканей, ангиогенезе и меж-
клеточных взаимодействиях [1; 2]. Помимо функционирования в здоровых клетках и тканях эти белки 
играют важную роль в процессе канцерогенеза, участвуя в неоангиогенезе, метастазировании и инва-
зии опухолевых клеток [3; 4]. В связи с этим данная группа рецепторов и их лигандов представляет 
несомненный интерес в  качестве объектов целевой терапии рака, а  также при изучении патогенеза 
тканей [5]. Метод экспрессии рекомбинантных белков штаммами-продуцентами позволяет получить 
нужный белок в необходимых количествах, однако накопление химерного продукта в большинстве слу-
чаев происходит в виде телец включения (ТВ). Последние являются в основном неструктурированны-
ми агрегатами неактивного целевого продукта с включением белков и других балластных соединений 
клетки-продуцента  [6]. Для растворения ТВ применяют высокие концентрации хаотропных агентов 
(мочевина, гуанидин гидрохлорид), солюбилизат которых используют для последующей очистки и ре-
фолдинга целевого белка. 
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Цель настоящего исследования – разработка метода выделения, очистки и рефолдинга рекомбинант-
ного эфрина-A5 из ТВ на основе скрининга главных параметров каждого этапа.

Методы исследования
Экспрессия рекомбинантного эфрина-А5. Для получения препаративного количества рекомби-

нантного эфрина-А5 использовали систему экспрессии на основе штамма E. coli BL21 (DE3) Codon 
RIPL. Клетки после индукции экспрессии 1 ммоль/л изопропил-β-D-1-тиогалактопиранозида (ИПТГ) 
и дальнейшей ферментации (до достижения оптической плотности ≈1 при длине волны 600 нм) соби-
рали путем центрифугирования 30 мин при 7000 g и 10 ºС и замораживали при –20 ºС на хранение. Пе-
ред использованием клетки размораживали при температуре 4 ºС в течение ночи, после чего порционно 
переносили в лизис-буфер (50 ммоль/л трис-HCl; pH 8; 0,1 моль/л KCl; 5 ммоль/л CaCl2; 10 ммоль/л 
MgCl2 ∙ 6H2O; 1 ммоль/л PMSF; 10 % глицерола; 2 мкг/мл DNAase I; 10 000 ед./мл лизоцима) при меха-
ническом раздавливании и последующем ресуспендировании на магнитной мешалке до полного исчез-
новения видимых частиц в соотношении 1 г клеток на 3 мл среды. Полученную суспензию подвергали 
трехкратной обработке с помощью френч-пресса при 20 000 psi, после чего центрифугировали 30 мин 
при 13 300 g и 10 ºС. После удаления супернатанта осадок, содержащий ТВ, взвешивали, аликвотиро-
вали и хранили при –20 ºС. Наличие целевого белка определяли методом ДСН-электрофореза.

Отмывка телец включения. Отмывку ТВ от примесей проводили в два этапа. Сначала использова-
ли растворы на основе 50 и 500 ммоль/л трис, 50 и 500 ммоль/л NaCl, 1 % изопропанола и 1 % Tween-20, 
затем – на основе 50 ммоль/л трис в 1– 6 моль/л мочевины для определения наиболее эффективной  
системы. Тельца включения суспендировали в растворе для отмывки в соотношении 1 : 20 (вес/объем), 
перемешивали на магнитной мешалке в течение 1 ч и центрифугировали 20 мин при 15 000 g и 20 ºС. 
Для сравнения эффективности систем отмывки белковый состав в осадке и супернатанте контролиро-
вали методом ДСН-электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ).

Солюбилизация телец включения. Отмытые ТВ растворяли в буфере (50 ммоль/л трис-HCl, pH 8 
или 9) с или без β-меркаптоэтанола (BME) и мочевине в концентрации 6 и 8 моль/л в течение ночи. По-
сле растворения ТВ полученный раствор центрифугировали 20 мин при 15 000 g и 20 ºС. Наилучшую 
систему определяли по присутствию в солюбилизате мономерной формы белка. 

Металл-хелатная хроматография (IMAC) на Ni-сефарозе. Условия очистки подбирали на колонке 
с Ni-сефарозой FF объемом 1,5 мл. Колонку предварительно уравновешивали буфером А (50 ммоль/л 
трис-HCl; pH 8; 8 моль/л мочевины; 0,5 моль/л NaCl; 5 ммоль/л имидазола, 5 ммоль/л ВМЕ), после чего 
наносили солюбилизат ТВ (7,5 мл) и промывали тем же буфером со ступенчатым градиентом концен-
трации имидазола (15 ммоль/л, 30, 60, 120, 240 ммоль/л, 1 моль/л) для определения содержания имида-
зола, позволяющего наиболее полно избавиться от примесных белков с наименьшей потерей целевого 
продукта.

Гель-фильтрационная хроматография. Избавление от имидазола в образцах белка после IMAC 
и их перевод в буфер А осуществляли методом гель-фильтрации на сефадексе G-25. Полученный об-
разец использовали для скрининга условий рефолдинга методом разведения.

Рефолдинг рекомбинантного эфрина-А5 методом разведения. Для определения условий рефол-
динга эфрина-A5 использовали образец, полученный, как описано в предыдущем абзаце. На первом 
этапе применяли ренатурирующие системы с различными значениями рН на основе 0,4 моль/л саха-
розы, 4 ммоль/л Цис (L-цистеин), 0,4 ммоль/л цистина, содержащие либо 20 ммоль/л MES (рН 5 и 6), 
либо 20 ммоль/л трис-HCl (рН 7– 9) при температуре 10 или 20 ºС. Затем подбирали окислительно-вос-
становительный потенциал ренатурирующего буфера. Для этого использовали различные концентра-
ции дитиотреитола (DTT) (0,1; 1,0 и 5,0 ммоль/л) и пару цистеин – цистин с разным соотношением 
компонентов (0,1/0,1 ммоль/л; 1,0/0,1; 5,0/0,1; 0,1/1,0; 1,0/1,0; 5,0/1,0; 0,1/5,0; 1,0/5,0; 5,0/5,0 ммоль/л) на 
основе 20 ммоль/л трис-HCl; pH 8; 0,4 моль/л сахарозы. Далее устанавливали оптимальную конечную 
концентрацию белка и мочевины в растворе. Рефолдинг проводили в буфере (20 ммоль/л трис-HCl; 
pH 8; 0,4 моль/л сахарозы; 2,5 ммоль/л DTT) с разведением образца в 32, 16, 8 и 4 раза. На заключитель-
ном этапе определяли наилучшее антиагрегационное соединение и его концентрацию. В этом случае 
образец вносили в рефолдинг-буфер (20 ммоль/л трис; pH 8; 2,5 ммоль/л DTT), содержащий один из 
следующих компонентов: 0,1, 0,5, 1,0 % кремафора; 0,1, 0,5, 1,0 % полиэтиленгликоля 3000; 0,1, 0,5, 
1,0  % поливинилпирролидона; 0,1, 0,2, 0,4  моль/л глицерола; 0,1, 0,2, 0,4  моль/л сахарозы; 0,1, 0,2, 
0,4 моль/л L-глицина; 0,1, 0,2, 0,4 моль/л глюкозы. 

Лучшей системой на каждом этапе рефолдинга считалась та, в которой после 12–14 ч инициации 
ренатурации детектировалась мономерная форма целевого белка и наблюдалась наименьшая степень 
мутности раствора, свидетельствующая об агрегации.
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УФ-видимая спектроскопия. Концентрацию общего белка измеряли по методу Лоури в  моди-
фикации Петерсона [7]. Агрегатное состояние белка оценивали по светорассеиванию при длине вол-
ны 340 нм через 30 мин и через 12 ч после инициации ренатурации. Степень экстракции эфрина-A5  
и других примесных соединений при определении условий отмывки и солюбилизации ТВ выявляли 
спектрофотометрически в диапазоне длины волн от 200 до 600 нм.

ДСН-электрофорез в ПААГ. Эффективность экстракции рекомбинантного эфрина-А5 из ТВ, чис
тоту белковых фракций и содержание мономерной формы целевого белка оценивали методом ДСН-
электрофореза в 12,5 % ПААГ [8]. Окраску гелей проводили красителем кумасси ярко-синим R-250 
(CBB R-250)  [9] либо серебром по  [10]. Степень чистоты устанавливали с  помощью программы 
TotalLab 2.01.

Результаты исследования и их обсуждение
Помимо целевого продукта ТВ содержат ряд примесных соединений (белки, нуклеиновые кисло-

ты, компоненты клеточной стенки и мембраны), которые, как показано в ряде исследований, заметно 
снижают выход целевого продукта на этапе рефолдинга белка, оказывая при этом влияние и на чистоту 
конечного белка [11]. В большинстве случаев для этих целей применяют солевые растворы, детерген-
ты и хаотропные агенты при щелочных значениях рН [12]. Концентрация данных соединений зависит 
в первую очередь от степени чистоты и связывания примесных соединений с ТВ, а также от штамма-
продуцента, образующего эти включения.

Таким образом, на первом этапе был проведен скрининг условий отмывки ТВ, содержащих реком-
бинантный эфрин-А5, растворами на основе NaCl, трис, Tween-20, изопропанола в различных концен-
трациях. По данным электрофореза в ПААГ (рис.  1) и УФ-видимой спектроскопии, установлено, что 
к наибольшей утрате примесных соединений приводит раствор, содержащий 0,5 моль/л NaCl, однако со 
значительными потерями целевого белка (см. рис. 1, 3). Отмывка ТВ раствором на основе 50 –500 ммоль/л 
трис приводит к избавлению от примесных соединений небелковой природы, причем без потери целевого 
белка. Балластные соединения переходят в раствор непосредственно после добавления отмывочных сис
тем, и их выход не зависит от продолжительности инкубации ТВ в данных растворах. 

На втором этапе отмывки применяли растворы на основе мочевины, которая позволяет наиболее 
полно избавиться от прочно связанных с ТВ примесных белков. Чтобы установить содержание мочеви-
ны, удаляющей максимальное количество примесей и при этом не приводящей к потере целевого про-
дукта, было изучено ее действие в концентрации от 1 до 6 моль/л. Определено, что выход эфрина-А5 
из ТВ начинается при концентрации мочевины 1 моль/л (см. рис. 1). При повышении концентрации 
до 3  моль/л и  более происходит практически полная экстракция целевого продукта, достигающая 
максимума при 6 моль/л. По этой причине для отмывки ТВ была выбрана система только на основе 
50 ммоль/л NaCl и 50 ммоль/л трис. Балластные соединения включали в себя, как правило, нуклеино-
вые кислоты, имеющие характерный максимум поглощения при длине волны 260 нм, и хромофорные 

Рис. 1. Результаты определения условий отмывки телец включения эфрина-A5: 
1 – H2O; 2 – 0,05 моль/л NaCl; 3 – 0,5 моль/л NaCl; 4 – 0,05 моль/л трис; 5 – 0,5 моль/л трис; 6 – 1 % Tween-20;  

7 – 1 % изопропанола; 8 – 0,5 моль/л NaCl + 0,5 моль/л трис + 1 % Tween-20 + 1 % изопропанола;  
М – маркеры молекулярных масс; 9 – 1 моль/л мочевины; 10 – 2 моль/л мочевины; 11 – 3 моль/л мочевины;  

12 – 4 моль/л мочевины; 13 – 5 моль/л мочевины; 14 – 6 моль/л мочевины

Fig. 1. Washing conditions of ephrin-A5 inclusion bodies: 
1 – H2O; 2 – 0.05 mol/l NaCl; 3 – 0.5 mol/l NaCl; 4 – 0.05 mol/l Tris; 5 – 0.5 mol/l Tris; 6 – 1 % Tween-20;  

7 – 1 % isopropanol; 8 – 0.5 mol/l NaCl + 0.5 mol/l Tris + 1 % Tween-20 + 1 % isopropanol; М – molecular weight markers;  
9 – 1 mol/l urea; 10 – 2 mol/l urea; 11 – 3 mol/l urea; 12 – 4 mol/l urea; 13 – 5 mol/l urea; 14 – 6 mol/l urea



62

Журнал Белорусского государственного университета. Биология
Journal of the Belarusian State University. Biology

вещества, окрашивающие полученные растворы в желто-оранжевый цвет. При отмывке ТВ выбранной 
системой выход составляет до 80 % массы исходных телец. 

На следующем этапе оптимизировали условия солюбилизации ТВ. С этой целью применяли систе-
мы на основе 6 и 8 моль/л мочевины при рН 8 и 9 с и без добавления BME. Установлено, что все подоб-
ные системы приводят к полному растворению ТВ, однако наибольшее количество мономерной фор-
мы целевого белка, по данным ДСН-электрофореза, наблюдалось в случае использования 6 и 8 моль/л 
мочевины при рН 8 и 9 с добавлением 10 ммоль/л BME. Данный агент необходим для восстановления 
меж- и внутримолекулярных дисульфидных связей, которые образуются в восстанавливающей среде 
клетки-хозяина [13]. В результате выбор был сделан в пользу следующей системы: 50 ммоль/л трис-
HCl; рН 8; 8 моль/л мочевины; 5 ммоль/л ВМЕ и 0,5 моль/л NaCl.

Дальнейший этап заключался в определении оптимальных условий очистки целевого продукта из 
солюбилизата ТВ на колонке с Ni-сефарозой. Сорбент уравновешивали буфером А (50 ммоль/л трис-
HCl; рН 8; 8 моль/л мочевины; 5 ммоль/л ВМЕ; 0,5 моль/л NaCl) с добавлением имидазола до конеч-
ной концентрации 5 ммоль/л для минимизации связывания примесных белков, содержащих остатки 
гистидина. Затем наносили солюбилизат, промывали колонку тем же буфером А, после чего проводили 
ступенчатую элюцию. 

На основании электрофоретических данных установлено, что для элюции примесных белков до-
статочно до 30 ммоль/л имидазола, а для полной элюции целевого белка требуется 1 моль/л этого 
агента (рис. 2).

В свою очередь, это приводит к необходимости удаления из образца имидазола и введения допол-
нительного этапа – гель-фильтрации, поскольку оказалось, что остатки имидазола после рефолдинга 
препятствуют связыванию рекомбинантного эфрина-А5 с Ni-сефарозой. Таким образом, после посад-
ки целевого белка на Ni-сефарозу оптимальным условием его сбора и очистки является применение 
ступенчатой элюции: сначала буфером В1 (50 ммоль/л трис-HCl; рН 8; 8 моль/л мочевины; 5 ммоль/л 
ВМЕ; 0,5 моль/л NaCl; 25 ммоль/л имидазола), затем буфером В2 (50 ммоль/л трис-HCl; рН 8; 8 моль/л 
мочевины; 5 ммоль/л ВМЕ; 0,5 моль/л NaCl; 1 моль/л имидазола). После этого фракции элюции с це-
левым белком объединяли и наносили на колонку с сефадексом G-25 для избавления от имидазола. 
В результате удалось получить образец, свободный от имидазола, содержащий 70,3 ± 7,4 % целевого 
белка и готовый к дальнейшему проведению рефолдинга.

На следующем этапе были определены основные характеристики ренатурирующего буфера рефол-
динга. Эффективность каждого параметра оценивали по электрофоретической чистоте мономерной 
формы и степени агрегации рекомбинантного эфрина-А5.

Исследование влияния температурного фактора и  значения рН буфера для рефолдинга на выход 
мономерной формы целевого белка позволило установить, что при повышенных температурах (20 ºС) 

Рис. 2. Определение условий очистки рекомбинантного эфрина-А5 методом изократической элюции имидазолом: 
М – маркеры молекулярных масс; 1 – солюбилизат ТВ; 2 – не связавшаяся с сорбентом фракция;  

3 – элюция 15 ммоль/л имидазолом; 4 – элюция 30 ммоль/л имидазолом; 5 – элюция 60 ммоль/л имидазолом;  
6 – элюция 120 ммоль/л имидазолом; 7 – элюция 240 ммоль/л имидазолом; 8 – элюция 1 моль/л имидазолом

Fig. 2. Determination of recombinant ephrin-A5 purification conditions by imidazole isocratic elution:  
М – molecular weight marker; 1 – inclusion bodies solubilizate; 2 – Ni-sepharose FF flowthrough;  
3 – 15 mmol/l imidazole elution; 4 – 30 mmol/l imidazole elution; 5 – 60 mmol/l imidazole elution;  
6 – 120 mmol/l imidazole elution; 7 – 240 mmol/l imidazole elution; 8 – 1 mol/l imidazole elution
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и  значениях рН (5 и  6), близких к  изоэлектрической точке белка (6,4), выход мономерной формы  
целевого продукта снижается. Это обусловлено в первую очередь элиминацией заряда молекулы и, как 
следствие, взаимодействием переходных белковых молекулярных форм посредством неспецифических 
гидрофобных связей, приводящих к инициации агрегации (рис. 3). Для проведения рефолдинга рекомби-
нантного эфрина-А5 было выбрано значение рН, равное 8, которое удалено от изоэлектрической точки 
молекулы, равной 6,4, и способствует формированию дисульфидных связей при температуре 10 ºС [14]. 

На этапе выбора редокс-системы установлена зависимость выхода конечного продукта от природы 
и концентрации восстановительного агента. Так, при повышенных концентрациях (5 ммоль/л) DTT или 

L-Цис наблюдались увеличение содержания мономерной формы эфрина-А5 и низкая степень агрега-
ции, в то время как при возрастании концентрации L-цистина проявлялась обратная картина (резуль-
таты не представлены). В первом случае это связано с интенсивным окислением молекул DTT и, соот-
ветственно, восстановлением дисульфидных связей в молекуле белка, а также принятием ею нативной 
конформации, во втором – с восстановлением уже образовавшихся связей.

На степень и скорость агрегации при рефолдинге заметно влияет конечная концентрация белка в си-
стеме. В мировой практике рефолдинг проводят методом разведения, снижая концентрацию целевого 
продукта с 1–2 мг/мл до 1–10 мкг/мл в зависимости от типа белка и его склонности к агрегации [15]. 
Очевидно, что чем ниже концентрация белка, тем ниже степень агрегации, однако это приводит к зна-
чительным конечным объемам рефолдинг-буфера и существенному разведению образца, что, в свою 
очередь, увеличивает материальные и временные затраты. Поэтому необходимо подобрать такую кон-
центрацию, при которой невысокими будут и степень агрегации, и требуемые объемы. Таким обра-
зом, следующий этап был посвящен определению оптимальной конечной концентрации эфрина-А5 
в ренатурирующей системе. При достаточно большой конечной концентрации эфрина-А5 в растворе 
(300 мкг/мл) происходит значительное помутнение и образование агрегатов, хотя и в данном случае 
часть целевого белка присутствует в мономерной форме. На основании турбидиметрических и элек-
трофоретических данных (результаты не представлены) при масштабировании процесса рефолдинга 
методом разведения было установлено, что оптимальными являются конечные концентрации мочеви-
ны 0,8 моль/л, белка – до 200 мкг/мл.

Немаловажную роль в  обеспечении правильного протекания рефолдинга и  подавления конкури-
рующего процесса – агрегации – играют стабилизаторы различной химической природы [16]. Нами 
изучено влияние кремафора, сахарозы, глицерола, полиэтиленгликоля 3000, поливинилпирролидона, 
L-глицина и глюкозы на процесс подавления агрегации. На основании результатов турбидиметриче-
ского исследования и ДСН-электрофореза установлено, что все исследуемые соединения препятствуют  

Рис. 3. Влияние рН и температуры рефолдинг-буфера на агрегацию эфрина-А5: 
а – турбидиметрический анализ эффективности систем рефолдинга; б – ДСН-электрофорез в 12,5 % ПААГ  

в нередуцирующих условиях систем рефолдинга первого этапа, окраска серебром.  
Все системы включали в себя 0,4 моль/л сахарозы; 4 ммоль/л Цис; 0,4 ммоль/л цистина.  

Разведение в 8 раз. 1 – рН 5, 5 ºС; 2 – рН 6, 5 ºС; 3 – рН 7, 5 ºС; 4 – рН 8, 5 ºС; 5 – рН 9, 5 ºС; 6 – рН 5, 20 ºС;  
7 – рН 6, 20 ºС; 8 – рН 7, 20 ºС; 9 – рН 8, 20 ºС; 10 – рН 9, 20 ºС; 11 – рН 7,4, 5 ºС; 12 – рН 7,4, 20 ºС

Fig. 3. Influence of refolding buffer pH and temperature value on ephrin-A5 aggregation: 
a – turbidimetric assay; b – 12.5 % non-reducing SDS-PAGE, Ag staining. 

All systems contained 0.4 mol/l sucrose, 4 mmol/l Cys, 0.4 mmol/l cystine. 8-fold dilution.  
1 – рН 5, 5 ºС; 2 – рН 6, 5 ºС; 3 – рН 7, 5 ºС; 4 – рН 8, 5 ºС; 5 – рН 9, 5 ºС; 6 – рН 5, 20 ºС; 7 – рН 6, 20 ºС;  

8 – рН 7, 20 ºС; 9 – рН 8, 20 ºC; 10 – рН 9, 20 ºС; 11 – рН 7.4, 5 ºС; 12 – рН 7.4, 20 ºС
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агрегации в одинаковой степени и соответствуют применявшейся на первых этапах концентрации са-
харозы 0,4 моль/л, как рекомендовано. Аналогичный эффект достигнут при концентрации сахарозы 
50  ммоль/л. На ней, как самом дешевом и  часто используемом в  подобных процессах соединении, 
и был остановлен выбор.

На рис. 4 представлены данные, касающиеся оценки чистоты и гомогенности эфрина-А5 на стадиях 
от солюбилизации ТВ до сбора ренатурированного белка на конечном этапе.

Таким образом, в результате проверки эффективности действия различных композиций буфера для 
рефолдинга рекомбинантного эфрина-А5 выбрана следующая система: 20  ммоль/л трис-HCl; pH  8; 
0,05  моль/л сахарозы; 2,5  ммоль/л DTT; 50  ммоль/л NaCl с  конечной концентрацией эфрина-А5  до 
200 мкг/мл. 

В результате оптимизации условий отмывки и солюбилизации ТВ были установлены составы рас-
творов, содержащие 50 ммоль/л NaCl; 50 ммоль/л трис и 50 ммоль/л трис-HCl; рН 8; 8 моль/л моче-
вины; 5 ммоль/л ВМЕ; 0,5 моль/л NaCl соответственно и позволяющие наиболее полно избавиться от 
примесных соединений небелковой природы (нуклеиновых кислот) с наименьшими потерями целевого 
белка, а также провести полную экстракцию целевого белка из растворенных ТВ. При концентриро-
вании и  очистке рекомбинантного эфрина-А5 из солюбилизата ТВ c  применением металл-хелатной 
хроматографии на Ni-сефарозе удалось получить целевой продукт с чистотой 70,3 ± 7,4 % перед прове-
дением рефолдинга. На основе скрининга главных характеристик рефолдинг-буфера для ренатурации 
рекомбинантного эфрина-А5 была выбрана следующая система: 20 ммоль/л трис-HCl; pH 8; 0,05 моль/л 
сахарозы; 2,5 ммоль/л DTT; 50 ммоль/л NaCl с конечной концентрацией эфрина-А5 в ренатурирующей 
системе до 200 мкг/мл и разведением в 10 раз. 

Таким образом, на завершающем этапе данной методики удалось получить ренатурированный ре-
комбинантный эфрин-А5 в мономерной форме и гомогенном состоянии.
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