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MaKpOMOPUCTUX KpeMHEe3eMHMX copbeHTax 3 firaHgamu - akTMBHUMK TpruasnHoBMK BapBHuKamu. Ak
A0J4aTKOBI Mpoueaypu oYvLLEHHS neped eTanom adiHHOI xpomaTtorpadii NPonoHyeTbCA NPoBeAEHHS
nepeocapkeHHs Ha reni rigpokcuay antomiHito, nonietunedrnikonem (MEM-4000), anTtusipycHoi Ch-
06pobkm Ta ioHoobmiHHOI xpomaTorpadii Ha DEAE-Sepharose.
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KopucHa mogenb Hanexutb [0 ranysi 6ioTexHonorii - ogepXaHHS ouuleHnx BinkoBmx
npenapaTiB, a came cnocoby ouwuieHHa akTopa 3ropTaHHs kposi VIII (FVII) - i moxe 6ytu
BUKOPUCTAHUIN B MeOMKO-BioNorivHii NpOMUCIIOBOCTI, Ha CTaHUisSX NeperiMBaHHSA KpPOBi, a TakoX B
HayKoBO-OOCMNigHNX nabopaTopisix.

MnasmoBi npenapatn FVIII oTpumytoTb 3 nnasmm KpoBi nognHu. Kpionpeuunitat 6yB nepimnm
npenapatom FVIII, oTpumaHum 3 uiei cnpoBuHW. [Mna3mMoBi NpoayKTW, TaKi SK CBiKO3aMOpOXeHa
nnasma Ta KpionpeumnitTaT 3 HA3bKOK NMTOMOK akTuBHICTIO FVIII, WO BMKOPUCTOBYBANMCA Ha paHHixX
eTanax NikyBaHHs XBOpUX remoqifieto, BTpayaloTb akTyanbHIiCTb Ha AaHui Yac [10].

KpionpeuunitTat 3amMoOpoXeHMn - GiNKoBUA KOMMOHEHT Mna3Mu KPOBi NMIOOWHU, WO MICTUTb He
mMeHwe 70 MO FVIII (aHTuremodinsHoro rmobyniHy - AlT) B ogHin Aosi - i He meHwe 140 ME B aBox
po3ax, asnse cobol ocag kpiornobyniHis 6inoro koneopy 3 30-40 mn abo 65-75 mn 3anuLIKOBOI
nnasmu B 3aMOPOXEHOMY CTaHi, i OTpMMaHui 3 ofHiel abo ABOX [03 CBiXKO3aMOPOXEHOI nnasmu
ob'emom, BignosigHo, He MeHwe 200,0 abo 400,0 mn [3]. Y 3aMOpOXeHOMY CTaHi - TBepaa maca
YKOBTYBATOro KONbOPY, @ MpM pO3MOPOXYBaHHI i PO3YMHEHHI Ha BoadAHIn BaHi npu TemnepaTtypi 35-
37 °C - npo3opa XOBTYBaTOro KOJfbOpy piAuHa, HE MICTUTb MEXaHiYHUX OOMIlIOK. Llen KOMMOoHeHT
AOHOPCBKOT KPOBi 3aroTOBMAKTb Ha reMoKoaryrnsHTax 3 KapaHTWHI30BaHOI Mnasmu, CTEPUNbHUN,
TecToBaHU Ha aHTuTina ao HIV-1/2, Bipycy renatuty C, 36yaHuka cudinicy, NoOBEpXHEBOrO aHTUreHY
Bipycy renatuty B [6].

dapmokosnoriyHi  BMacTUBOCTI  Kpionpeuunitaty: BOSfOAI€ aHTUremopapriyHMM edqekToM npwu
NiaBULLEHUX KpoOBOTEeYax, MOB'A3aHNX 3i 3HMWKEHHAM aKTUBHOCTI Ta BMICTY aHTUremModinbHoro
rnobyniny (FVIIIC), daktopa doH Binnebpanaga (FVIIIVW), dibpuHcTabinisytodoro daktopa (FXIII) i
dibpuHoreHy (FI).

Cuctema remoctasy y @isionoriyHux ymoBax 3abeanevye UiniCHICTb CYAMHHOI CTiHKU Ta piakvn
CTaH KpoBi B cyanMHHOMY pycni. Lle cknagHui dpepmeHTatuBHMIM npouec, B Akomy 6epyTb yyacTb psag
OinkiB-npoTteas, akTMBaTopiB Ta iHribGiTopis npouecy [1].

Femodpinia A - Baxkuii po3nag CUCTEMU 3ropTaHHsSl KPOBIi, BUKIMKaHUA aediumMTtoM abo noBHOM
BigcyTHicTio FVIII, wo 3ycTtpivaetbca npubnmaHo B 1 3 5000 4omoBikiB i HA MOro MOLIMPEHHS He
BMMMBAE €THIYHA NPUHANEXHICTb.

PaHiwe, Ha noyaTkoBMX eTanax niKyBaHHA BUKOPWUCTOBYBanuM MNepenvBaHHA MauieHTy UinbHOI
KpoBi [12]. B cyyacHnx ymoBax, 3 MeTot Kopekuii AediumTy cdaktopa abo ansa 3anobiraHHs KpoBoOTeY
y nauieHTiB 3 remodinieto A, NpoBoaATbL 3aMiCHy Teparnilo, sika nondrae y BBeAeHi nnasmoBux abo
pekombiHaHTHMX npenaparTis FVIII [8].

Mpenapat FVIII BUKOpPUCTOBYIOTb SK AiarHOCTUYHMIA Ansi NabopaToOpHUX OOCHIMKEHb, TaK i Ans
TepaneBTUYHMX LiNen B MeOWYHIn NpakTuli npu nikyBaHHi XBOpux Ha remodinito A Ta XxBopoby ¢oH-
BinnebpaHaa.

LUnpoke 3actocyBaHHA npenapaTtis FVIIl y nikyBaHHi nauieHTiB, XBopux Ha remodinito A Ta
xBopoby cdoH BinnebpaHga, ctano ogHUM i3 3Ha4YHMX YCNiXiB B iCTOPIT NlikyBaHHA 3axBOplOBaHb. Take
NiKyBaHHA CbOrodHi [O3BONSAE MalieHTaM 340naT HeraTUBHI Hacnigku i 3anobiratu KpoBoTeYvam, Lo
nNpu3BOAMTb 40 NoninWeHHSA SKocTi XuTTs [10].

Cnocobu, ski BUKOPUCTOBYIOTb AN oTpMMaHHsA npenapartiB FVIII, € noegHaHHAM KinbKoX pi3HUX
eTaniB O4YULLEHHS, @ caMe KPiOOCaIXKEHHS, OCaKEHHSA AOMILLKOBUX BinkiB METO4AMUN BMCOIHOBaHHS,
a TaKoX BUKOPUCTaHHS pPi3HOro pogy xpomatorpadin (ioOHOOOMIHHOI, renb-NPOHMKHOI, adpiHHOT Ta iH.)
[11].

XpomaTtorpadivHi meTogu nepenbadvalroTe BUCOKY CMEUUIYHICTb | CENEKTUBHICTb, OO3BONSATb
ofepxyBaTu GionoriyHi CnonykM 3 ageKkBaTHOK YMCTOTOK | B ymMoBax 36epexeHHst GionoriyHux
ocobnueocTeln. XpomaTorpacdia Takox cTana BM3HAHUMM 3acoboM Afsi MPOMUCIIOBOIO OTPMMAaHHS
TepaneBTu4HMX BionpenaparTiB. [pu oTpMMaHHi HU3KK Npenaparis, BKOYa4yy pekombiHaHaTHI Binku
i rmikonpoTeiHW, 0OOB'I3KOBO BMKOPUCTOBYIOTb OOHY abo Kinbka XxpomaTtorpadivyHnx cTagin OvmLEHHS

[9].

Hanbnuwkymm no cykynHoCTi 03HaK, NogibHMM OO0 AaHoro BMHaxody € crocid [4], skui nonsrae B
NigBULLEHHI CTYMeHs O4YMLLEHHS npenapaTy KpionpeuunitaTy LWSXOM [04AaTKOBOIO 3acTOCYBaHHS
HeraTMBHOI adiHHOI copbuii Ha KpeMHe3eMHUX copbeHTax 3 fniraHgamu - akTMBHMMKU GapBHUKaAMMK
TpUasMHOBOI rpynu Ta cnocib oTpumaHHs koHueHTpaty FVIII 3 nnasmu kposi nioguHm [5].

Cnoci6 kopucHoi mogeni [5] nonsirae B kpioocad)XeHHi, PO3YMHEHHI KpionepeLumniTaty B BOOHOMY
pPO34MHi renapuHy Ta conbinisauii, copbuii dakTopiB NMPOTPOMGIHOBOIrO KOMMSEKCY TigpPOKCMOAOM
anoMiHilo, BuganeHHi gomiwkoBux OinkiB 3 gonomoroo PEG-4000, BipycHii iHakTuBauii 3a
OOMOMOIOK CONbBEHT-AETEPreHTy, binbTpauii Ta aHioHoOOMiHHIM xpomaTorpadiii Ha EDM-TMAE
Fractogel, entouii 6ydepom, wo mictute NaCl, ctabinisauii ane6ymiHoM Ta niodinisauii oTpmaHoro
3paska.

Y naTeHTi YkpaiHu Ha BUHaxig [4] nepenbadeHo aekinbka ctagii BUpobHULTBA:
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1) opepxaHHs KkpionpeuuniTaty i3 nnasmu LWASAXOM 1  3aMOPOXYBAHHA-PO3MOPOXKYBaHHS,
BiQAINEHHs KpionpeuuniTaty ueHTpudyryBaHHAM; PO34YMHEHHS ocafy kpionpeuunitaty y 6ycdepHomy
PO34WHi;

2) acdphiHHa xpomaTorpadisi po3uMHY Kpionpeuunitaty Ha KPEeMHE3EMHUX MakKpOMnopUCTUX
copbeHTax 3 pisHUMKM niraHgamu - 6apBHUKaMy TpmasmHoBoro psgy (Cunoxpom-Procion blue HB,
Cwunoxpom-Procion blue MXR, Cwunoxpom-AKTUBHUI sickpaBo-ronyoun K ta Cunoxpom-AKTUBHUN
yepBOHUN 4XKT).

3agadelo  KOpUCHOI Moferni € nNigBULEHHS CTyMNeHs OouuleHHs Ta 0esneks npenapaty
KpionpeuunitTaty 3aMOpPOXEHOro LWMASXOM MOEAHAHHA MPOBEAEHHS MonepeaHboro OCaMKEHHS
JomiwkoBux  OinkiB, conbBeHT-getepreHTHol (C) aHTuBipycHOi 0B6pobku, I0OHOOOBMIHHOI
xpomaTtorpadii Ha DEAE-Sepharose Ta eTany HeratBHOI adpiHHOT XxpomaTorpadii Ha MakponopucTux
KpeMHe3eMHUX copbeHTax 3 bapBHUKaMU-TiiraHgamu.

lMocTtaBneHa 3agava BUPILLYETLCA MNOETANHUM OCAKEHHSIM [OOMILLKOBMX OinkiB rigpokcuaom
antominito, nonietunedrnikonem [MEM-4000, CH-aHTuBipycHO 06poGKOK Ta MNpOBEAEHHAM [BOX
NocrnigoBHUX XpomaTtorpadivHnx npoLeciB: ioHOOOMIHHOT Ta HeraTMBHOI addiHHOI.

BiamiHHicTb 3anponoHoBaHOro crnoco®y Big npototuny [4] nonsrae B yooCKOHANEHHi TexHonorii
ofepXaHHA npenapaTy 3a paxyHoK eTamniB OuYULLEHHs Kpionpeuunitaty (conboBe Ta [1El-
dpakuioHyBaHHs), CL1-06pobkn Ta NpoBeAeHHS iOHOOOMIHHOI XpomaTorpadii.

CuHTE3 KpeMHe3eMHNX copbeHTiB 3 iMMobinisoBaHnMn GapBHUKaMK 34iMCHIOBanNmM 3rigHo poboTu
[7].

KinbkicHe BusHadeHHs FVIII npoBoamnum 3a ogHocTagiiHoW YHidbikoBaHo MeToaukow [2]. B
npeacTaBneHnx MNpuknagax Kinekictb Ginka HaBegeHa B Mr, MUTOMA aKTMBHICTb aHTUreMOinbHOro
dakTopa BUpaxeHa B MixkHapoaHux oanHuusx MO/mr Ginka.

Mpuknag 1. KpionpeuuntaT po3mopoXyBanu Ha BoAsHin 6aHi npu Temnepatypi +(35-37)°C,
ueHTpudpyrysanu 30 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi dipmun Eppendorf 5702R npn +8 °C. OcamkeHHs
OOMILLKOBUX OINKiB y KpiocynepHaTtaHTi npoBoaunun 3 %-HUM TiApPOKCMAOM arntoMiHito Mpu KiMHaTHIl
TemnepaTypi, Nepemillyoun Ha MarHiTHii Miwanui npotarom 15 xB. [logaTkoBe ocagkeHHs1 BinkiB Ta
ninonpoTeiHiB  34ilcHioBanu 3a gonomorowd  po3umHy PEG-4000 pgo  KiHUEBOI  KOHUeHTpauii
nonietunexrnikonto 3,5 % 3a aHanoriyHux ymos. LleHTpudpyrysanu 20 xB. npu 2700 g Ha ueHTpUdysi
dipmn EPPENDORF 5702R npu +8 °C. OTpumaHun cynepHaTaHT niggasanu C[ obpobui (TeiH 80
1 %/Tpu-(n-6yTun)cpocdat 0,1 %) npu 20 °C npotarom 6 roa. 3abydeptoBann go pH 7,0. KiHueBa
KOHLeHTpauis cknagosux ©Oydepy: 0,05M T1pic-HCI; 0,001 M CaCl,; 0,1M NaCl ta 0,01 M Nas-
uutpaTty. HactynHum eTanoMm npoBogunM iOHOOBMiHHY xpomaTorpadiito Ha DEAE-Sepharose,
3abydpepeHy uum xe bydepom. Enwouito FVIII 3gincHioBann BuxigHum Oydepom 3 niaBULLEHOD
ioHHoto cunoto - 0,3M NaCl. Jani npoBoaunu HacTynHMn eTtan adiHHOI xpomaTorpadii Ha copBeHTi
Cunoxpom-Procion blue HB, BpisHoBaxeHoro 0,05 M Tpic-HCI 6ydepom, pH 7,4. Ockinbkn FVIII He
3B'A3YETbCA UMM COpOEHTOM, B MNPOCKOLi BiAMITUNN 3POCTaHHA MWTOMOI aKTUBHOCTI B Hacnigok
3B'I3yBaHHA 3 XxpomartorpadiyHow maTpuuer domiwkoBux 6GinkiB. B pesynbTarti yoro nuToma
aktuBHicTb FVIII 3pocna B 74 pa3su (Big 0,087 MO/mr 6inka go 6,471 MO/Mr Ginka BignoBigHoO); y
NopiBHSAHHI 3 NnpoToTunom B 47 pagsis (Big 0,138 MO/mr 6inka oo 6,471 MO/mr Ginka).

Mpuknag 2

KpionpeuunTtaT po3amopoxyBanu Ha BoAsiHin 6aHi npu Temnepatypi +(35-37)°C, ueHTpudyrysanm
30 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi cdipmmn Eppendorf 5702R npu +8 °C. OcagKeHHs1 OOMILLKOBUX
OinkiB y kpiocynepHaTtaHTi npoBoaunu 3 %-HUM FigpOKCUAOM anioMiHil0 Mpu KiMHaTHIA TemnepaTypi,
nepemMiLlyroun Ha MarHiTHIn Miwandi npotdarom 15 xB. [logaTkoBe ocampkeHHs BinkiB Ta NinonpoTeiHiB
3fivicHioBany 3a gonomorot po3dnHy PEG-4000 go KiHUEBOI KOHUEeHTpauil nonieTuneHrnikonto 3,5 %
3a aHanoriyHmx ymoB. LeHTpudyrysanm 20 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi dipmn EPPENDORF
5702R npu +8 °C. Otpumanunm cynepHaTaHT niggaBanm C[ o06po6ui (TeiH 80 1 %/Tpu-(n-
oytun)docdart 0,1 %) npu 20 °C npoTtarom 6 rog. 3abydeptoBanu go pH 7,0. KiHueBa KoHLEeHTpaLis
cknagoBux 6ydepy: 0,05M Tpic-HCI; 0,001 M CaCl,; 0,1M NaCl ta 0,01 M Nas-uutpaty. HactynHum
eTanoM npoBoaunM ioHoOOOGMiHHY xpomaTorpadito Ha DEAE-Sepharose, 3abydepeHy uum xe
Oydepom. Entouito FVIII 3giicHioBanu BuxigHMm 6ydbepom 3 niasuLLeHoto ioHHoto cunoto - 0,3M NaCl.
HactynHuin etan adiHHOi xpomaTorpadii npoBogmnm Ha copbeHTi CunoxpoM-AKTUBHUIA ACKpPaBO-
ronyoun K, BpiBHoBaxxeHoro 0,05 M Ttpic-HCI 6ydepom, pH 7,4. B npockoui BigmiTunu 3pocTaHHs
NMUTOMOI aKTUBHOCTI B HAcnigoK 3B'A3yBaHHSA 3 XxpomartorpadiyHo MaTpuuero goMiwkoBux binkis. B
pes3ynbTaTi Yoro NMTOMa aKTMBHICTb 3pocna B 77 pas (Big 0,087 MO/wmr 6inka go 6,7568 MO/mr Ginka
BiNOBIOHO), Y MOPIBHSAHHI 3 NpoTOTUNOM NpubnusHo B 50 pasie (Big 0,137 MO/mr Ginka go 6,7568
MO/wmr 6inka).

Mpuknag 3
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KpionpeuuntaTt po3mopoxXyBanu Ha BOAsHIM GaHi npy TemnepaTtypi +(35-37)°C, ueHTpudyrysanm
30 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi cdipmmn Eppendorf 5702R npu +8 °C. OcagXeHHs JOMILLKOBUX
OinkiB y kpiocynepHataHTi npoBogunu 3 %-HUM TigPOKCMAOM artoMiHil0 Npu KiMHATHIN Temneparypi,
nepemillyroum Ha MarHiTHI Miwanui npotarom 15 xB. [logaTkoBe ocapkeHHs OinkiB Ta ninonpoTeiHiB
3fivicHioBany 3a gonomorot po3dnHy PEG-4000 oo KiHUEBOI KOHUeHTpauil nonieTuneHrnikonto 3,5 %
3a aHarnoriyHux ymoB. LleHTpudpyryBanu 20 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi dipmn EPPENDORF
5702R npu +8 °C. Otpumanunm cynepHaTaHT niggasanm C[I o6pobui (TeiH 80 1 %/Tpu-(n-
oytun)dpocdart 0,1 %) npu 20 °C npoTtarom 6 rog. 3abydeptoBanu oo pH 7,0. KiHueBa KoHLeHTpaLis
cknagosux 6ydepy: 0,05M Tpic-HCI; 0,001 M CacCl,; 0,1M NaCl ta 0,01 M Naz-uutpaty. HactynHum
eTanom nposoaunn iOHOOBMiIHHY Xxpomatorpacdito Ha DEAE-Sepharose, 3abydepeHy uum xe
oydepom. Entouito FVIII 3gincHioBanu BuxigHum 6ycepom 3 nigsuiieHoto ioHHoto cunoto - 0,3M NaCl.
Hani npoBoguMnu HacTynHum etan acdpiHHOI xpomartorpadpii Ha copbeHTi Cunoxpom-AKTUBHUIA
yepBoHUN 4XXT, 3pisHoBaxeHoro 0,05 M Tpic-HCI 6ycdepom, pH 7,4. NuToma akTUBHICTbL 3pocna B 75
pas (Big 0,087 MO/mr 6inka go 6,5517 MO/mr 6inka BigNOBIAHO), Y NOPIBHSIHHI 3 NPOTOTMNOM B 52
pasu (Big 0,125 MO/wmr 6inka go 6,5517 MO/wmr Ginka).

Mpuknag 4

KpionpeuunitaT po3amopoxyBanu Ha BogsHin 6aHi npyu temnepartypi +(35-37)°C, ueHTpudyrysanm
30 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi cdipmmn Eppendorf 5702R npu +8 °C. OcagkeHHs OOMILLIKOBUX
OinkiB y kpiocynepHataHTi npoBoaunu 3 %-HUM TigPOKCMAOM artoMiHilo Npu KiIMHATHIN Temneparypi,
nepemiLlyroum Ha MarHiTHi Miwanui npotarom 15 xB. [logaTkoBe ocamkeHHs BinkiB Ta ninonpoTeiHis
3givcHioBany 3a gonomoroko po3dnHy PEG-4000 oo kiHUEBOI KOHUEeHTpaLil nonietuneHrnikonto 3,5 %
3a aHanoriyHmx ymoB. LeHTpudyrysanu 20 xB. npu 2700 g Ha ueHTpudysi dipmmn EPPENDORF
5702R npu +8°C. OtpumanHun cynepHaTaHT niggasanum C[ o06pobui (TeiH 80 1 %/Tpu-(n-
oytun)dpocdar 0,1 %) npu 20 °C npoTtarom 6 rog. 3abydeptosanu go pH 7,0. KiHueBa KoHUeHTpauis
cknagosux 6ydgepy: 0,05M Tpic-HCI; 0,001 M CaCl,; 0,1M NaCl ta 0,01 M Nasz-uutpaty. HactynHum
eTanom npoBoAMNM iOHOOOMiIHHY XpomaTorpacpito Ha DEAE-Sepharose, 3abydepeHy uum xe
oydepom. Entouito FVIII 3gincHioBann BuxigHum 0ydepom 3 nigBuieHoto ioHHoto cunoto - 0,3M NaCl.
Hani npoBoaunu HacTynHui etan adiHHOiI Xpomatorpadii Ha copbeHTi Cunoxpom-Procion blue MXR,
BpiBHOBaxkeHoro 0,05 M Tpic-HCI 6ydepom, pH 7,4. MNMuToma akTuBHIiCTb 3pocna B 86 pa3s (Big 0,087
MO/mr 6inka go 7,5862 MO/mr Ginka BigNOBIAHO) y MOPIBHSHHI 3 NpoToTMnom B 64 pa3swu (Big 0,118
MO/wmr 6inka go 7,5862 MO/wmr Ginka).

3 HaBefeHuWX AaHuxX BMOHO, WO CTYMiHb OYULLEHHS Kpionpeuunitaty, SKMN XapakTepu3yeTbCs
NigBULLLEHHAM AOro NMTOMOI aKTUBHOCTI, BULLMI Y NPOMOHOBaHMX cnocobax sik MiHimym B 50 pas.

TakuMm 4MHOM, NpPoOBEeAEHHS OOOATKOBMX eTaniB ouvuleHHA kpionpeuwunitaty, CL-06pobku Ta
ioHOOBOMiHHOI XpomaTorpadii nepeq npouenypol HeraTMBHOI adpiHHOI copbuii NoKpallye aHaniTUYHI
nokasHukn Ta 6e3neky KiHLeBOro NpoaykTy - AiarHOCTUYHOrO Ym nikyBanbHoro npenapaty FVIII.
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®OPMYJIA KOPUCHOI MOJEN!I

Cnoci6 BuagineHHs daktopa VIII 3ropTaHHs KpOBi MeTOAOM HeraTuBHOI acdpiHHOI copbuii Ha
MakponOpUCTUX KPEMHE3EMHUX copbeHTax 3 niraHgamu - akTMBHUMW TpUasvMHOBMMKU GapBHMKamu,
AKUN BiAPI3HAETbLCA TUM, WO $SK [OAATKOBI Mpoueaypy OYMLLEHHS nepen eTanomMm adoiHHOT
xpomaTtorpadii NPOMOHYETLCA MPOBEAEHHS NEPEOCaKEHHs Ha reni  rigpokcuay antoMiHito,
nonietunexrnikonem (MEM-4000), aHTuBipycHoi C[-06pobknm Ta ioHOOOMiIHHOI Xxpomartorpadii Ha
DEAE-Sepharose.
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