
Дар бэ по э тин -аль фа — ис кус с т вен ный ана -
лог эрит ро по э ти на че ло ве ка, об ла да ю щий по вы -
шен ным уров нем гли ко зи ли ро ва ния [1]. Дан ный
бе лок со дер жит один О- с вя зан ный и пять N-свя -
занных гли ка нов, ко то рые мо гут со дер жать до 2 и
4 ос тат ков си а ло вых кис лот, со от вет с т вен но. Та -
ким об ра зом, мо ле ку ла дар бэ по э ти на (ДЭПО) мо -
жет вклю чать до 22 ос тат ков си а ло вых кис лот, во
мно гом оп ре де ля ю щих ее свой с т ва. В пер вую оче -
редь, это ка са ет ся вре ме ни по лу вы ве де ния ДЭПО,

рав но го 25,3 ч, в от ли чие от 8,5 ч для эрит ро по э ти -
на [2]. 

ДЭПО яв ля ет ся вы со ко ге те ро ген ным по
пос т т ран с ля ци он ным мо ди фи ка ци ям бел ком. Из -
вес т но бо лее 20 гли ко зи ли ро ван ных форм дан но -
го бел ка, раз ли ча ю щих ся по чис лу вет вей и со дер -
жа нию в них ос тат ков мо но са ха ри дов. Гли ка но -
вые вет ви мо гут со дер жать раз лич ное ко ли чес т во
ос тат ков кон це вых си а ло вых кис лот, а так же раз -
ные мо ди фи ка ции пос лед них, аце ти ли ро ван ные и 
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Эф фек тив  ност ь жир  ных кис лот ,  N-аце тил -D-ман но за  ми на 
и N-аце т ил ней  ра  ми  но вой  кис ло ты для из  ме не н ия пр о фи ля
си а  ли ро в а  ния ре ком  би нан  т но го  дар б э по э т и на-аль  фа 
в к у ль ту  ре  кл е ток СНО

Осу щес т в лен под бор ком би на ции куль ту раль ной сре ды и под пит ки, обес пе чи ва ю -
щей вы со кий вы ход це ле вых гли ко зи ли ро ван ных форм ре ком би нан т но го дар бэ по э -
ти на -аль фа, про из во ди мо го куль ту рой кле ток СНО. Ис с ле до ва но вли я ние раз лич -
ных ве ществ — пред шес т вен ни ков гли ка нов в ре ак ци ях гли ко зи ли ро ва ния — на вы -
ход вы со ко си а ли ро ван ных форм ре ком би нан т но го дар бэ по э ти на -аль фа. По ка за но,
что на и бо лее эф фек тив ным для по вы ше ния кон цен т ра ции вы со ко си а ли ро ван ных
форм дан но го бел ка в куль ту раль ной жид кос ти яв ля ет ся ис поль зо ва ние 20 мМ
N-ацетил-D-маннозамина.

Клю че вые сло ва: гли ко зи ли ро ва ние, дар бэ по э тин -аль фа, жир ные кис ло ты, клет ки СНО, си а ли ро ва ние.

                                 
Са ви но ва Ири на Ни ко ла ев на, Ло ба но ва На та лия Ва лен ти нов на, Бы ко ва На та лья Ни ко ла ев на, Фи но ге е ва Юлия Вла ди ми ров на,
Ста ро дуб це ва Лю бовь Иль и нич на, Кли шин Ана то лий Ана то ль е вич, Нур ба ков Аль фред Ана со вич, Шу ку ров Ра хим Рах ман ку -
лы е вич, Се ре гин Юрий Алек сан д ро вич.

Спи сок  со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; ДФ — до ли хол-фос фат, ДЭПО — дар бэ по э -
тин-аль фа; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; ИЭФ — изо э лек т ри че ское фо ку си ро ва ние; ТФУ — триф то рук сус ная кис ло та;
УДФ — ури дин-5-ди фос фат; ЦМФ — ци ти дин-5 -мо но фос фат.

* Ав тор для пе ре пи с ки.



окис лен ные [3]. Со че та ние мо ди фи ка ций обес пе -
чи ва ет об ра зо ва ние бо лее 40 изо форм ДЭПО, раз -
ли ча ю щих ся по мас се в ди а па зо не от 35,8 до
38,0 кДа [4]. Воз мож но, даль ней шее уве ли че ние
раз ре ша ю щей спо соб нос ти ана ли ти чес ких ме то -
дов поз во лит об на ру жи вать еще боль шую ге те ро -
ген ность гли ко форм ДЭПО.

В нас то я щее вре мя по ла га ют, что имен но со -
дер жа ние си а ло вых кис лот яв ля ет ся ос нов ным
фак то ром, оп ре де ля ю щим вре мя по лу вы ве де ния
ДЭПО и его би о ло ги чес кую ак тив ность in vivo
[2]. Это свя за но с тем, что си а ло вые кис ло ты эк ра -
ни ру ют тер ми наль ный ос та ток га лак то зы на гли -
ка но вых вет вях от вза и мо дей с т вия с ре цеп то ром
аси а лог ли коп ро те и нов пе че ни, пре дот в ра щая пос -
ле ду ю щее вы ве де ние ДЭПО из кро во то ка [5]. Та -
ким об ра зом, имен но ко ли чес т во ос тат ков си а ло -
вых кис лот дол ж но кон т ро ли ро вать ся в пер вую
оче редь при про из вод с т ве дан но го бел ка. Сте пень 
си а ли ро ва ния вли я ет на за ряд и изо э лек т ри чес -
кую точ ку бел ка, по э то му для ее оп ре де ле ния оп -
ти маль ны ми яв ля ют ся ана ли ти чес кие ме то ды, ос -
но ван ные на раз де ле нии по за ря ду, та кие как изо -
э лек т ри чес кое фо ку си ро ва ние (ИЭФ) и ка пил ляр -
ный элек т ро фо рез. 

Для того, что бы рек м би нан т ный ДЭПО
имел сос тав гли ка нов и  про филь си а ли ро ва ния,
со от вет с т ву ю щие та ко во му в че ло ве чес ком ор га -
низ ме, в би о тех но ло ги чес ком про из вод с т ве ши ро ко 
при ме ня ют ли нии кле ток мле ко пи та ю щих. Так,
ори ги наль ный пре па рат на ос но ве ДЭПО — Ара -
несп — про из во дит ся с при ме не ни ем ли нии кле -
ток яич ни ков ки тай с ко го хо мяч ка (СНО) [1]. Дан -
ная кле точ ная ли ния в сус пен зи он ной фор ме яв ля -
ет ся пред поч ти тель ной для про из вод с т ва всех сов -
ре мен ных би о фар ма цев ти чес ких пре па ра тов.

Од на ко даже для кле ток СНО дос ти же ние
та ко го вы со ко го уров ня си а ли ро ва ния, ка ким ха -
рак те ри зу ет ся ДЭПО, яв ля ет ся неп рос той за да чей.
В поль зу это го ут вер ж де ния кос вен но сви де тель с -
т ву ют дан ные о том, что при из ме не нии тех но ло -
гии про из вод с т ва ДЭПО ком па ни ей Amgen с ис -
поль зо ва ни ем сус пен зи он ных кле ток СНО про -
филь изо форм дан но го бел ка так же су щес т вен но
из ме нил ся [6]. В час т нос ти, об нов ле ние тех но ло -
гии куль ти ви ро ва ния при ве ло к умень ше нию кон -
цен т ра ции на и бо лее кис лой изо фор мы бел ка, со -
дер жа щей на и боль шее чис ло ос тат ков си а ло вых
кис лот, на что ука зы ва ют дан ные ка пил ляр но го
элек т ро фо ре за. К по доб ным от к ло не ни ям в нас то я -
щее вре мя при ко ва но все боль шее вни ма ние ре гу -
ли ру ю щих ор га нов, по э то му при раз ра бот ке дже -
не ри ков не об хо ди мо до би вать ся их мак си маль но -
го со от вет с т вия ори ги наль ным пре па ра там [7]. 

В ли те ра ту ре опи са но нес коль ко спо со бов
воз дей с т вия на про филь гли ко зи ли ро ва ния и си а -
ли ро ва ния ре ком би нан т ных бел ков, про ду ци ру е -
мых клет ка ми СНО. Дан ные спо со бы ос но ва ны
на пред по ло же нии, что кле точ ный ап па рат нес по -
со бен осу щес т в лять пол но цен ное гли ко зи ли ро ва -
ние ре ком би нан т ных бел ков, про из во ди мых в
боль ших ко ли чес т вах [8]. Этот факт обус лов лен
нех ват кой как фер мен тов, учас т ву ю щих в сбор ке
и тран с пор те гли ка нов, а так же при со е ди не нии их 
к по ли пеп тид ной цепи, так и ос нов ных суб с т ра -
тов ре ак ций гли ко зи ли ро ва ния, в ос нов ном со е ди -
не ний мо но са ха ри дов и нук ле о зи дов. Со от вет с т -
вен но су щес т ву ют две ос нов ные стра те гии ус т ра -
не ния уз ких мест про цес сов гли ко зи ли ро ва ния в
клет ках: ги пе рэк с п рес сия не дос та ю щих фер мен -
тов [9] и до бав ле ние клю че вых суб с т ра тов в пи та -
тель ную сре ду [8].

Сре ди опи сан ных в ли те ра ту ре на и бо лее эф -
фек тив ных до ба вок, вли я ю щих на сос тав гли ко -
форм бел ка, пре об ла да ют мо но са ха ри ды и нук ле о -
зи ды. В час т нос ти, при до бав ле нии в КЖ сме си,
со дер жа щей 5 мМ га лак то зу, 1 мМ ури дин и 2
мкМ хло рид мар ган ца, су щес т вен но по вы ша лось
со дер жа ние кон це вых ос тат ков га лак то зы в мо нок -
ло наль ных ан ти те лах [10]. До бав ле ние 20 мМ
N-ацетил-D-маннозамина, пред шес т вен ни ка N-аце -
тилнейраминовой (си а ло вой) кис ло ты, по ло жи -
тель но вли я ло на про филь си а ли ро ва ния ин тер фе -
ро на- гам ма [11]. В дру гом ис с ле до ва нии при вве -
де нии сме си 10 мМ глю ко за ми на и 2 мМ ури ди на,
как и 20 мМ N-ацетилманнозамина, рез ко по вы -
шал ся спектр внут рик ле точ ных суб с т ра тов ре ак -
ций гли ко зи ли ро ва ния, что, од на ко, не при во ди ло
к зна чи мо му по вы ше нию си а ли ро ва ния це ле во го
бел ка TIMP-1 [12]. Кро ме того, вне се ние сме си
глю ко за ми на и ури ди на вы зы ва ло уве ли че ние чис -
ла ан тенн гли ка нов. В про ве ден ном в на шей ла бо -
ра то рии ис с ле до ва нии ис поль зо ва ние ком би на ции
10 мМ га лак то зы и 2 мМ ури ди на при во ди ло к рос -
ту со дер жа ния гли ко зи ли ро ван ных форм ре ком би -
нан т но го ин тер фе ро на бета-1а [13]. Та ким об ра -
зом, ис поль зо ва ние до ба вок на ос но ве мо но са ха -
ри дов и их про из вод ных мо жет быть эф фек тив -
ным для мо ди фи ка ции про фи ля гли ко зи ли ро ва -
ния, если дан ные ве щес т ва яв ля ют ся ли ми ти ру ю -
щи ми в ре ак ци ях син те за гли ка нов. 

Фер мен та тив ные ре ак ции, в ходе ко то рых
про ис хо дит пре об ра зо ва ние глю ко зы и нук ле о зи -
дов не пос ред с т вен но в суб с т ра ты ре ак ций гли ко -
зи ли ро ва ния, яв ля ют ся час тью гек со за ми но во го
пути ути ли за ции глю ко зы [14]. Сре ди про ме жу -
точ ных ве ществ дан но го пути осо бо го вни ма ния
зас лу жи ва ют те, ко то рые лег ко пре об ра зу ют ся в
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це ле вые суб с т ра ты и при этом име ют ра зум ную
сто и мость (табл. 1).

Кро ме двух ос нов ных под хо дов к мо ди фи ка -
ции про фи ля гли ко зи ли ро ва ния, ука зан ных выше,
су щес т ву ет еще один, ос но ван ный на ин ги би ро ва -
нии внут рик ле точ ных гли ко зи даз. Име ют ся дан ные
о том, что гли ка ны мо гут под вер гать ся дег ра да ции гли -
ко зи да за ми, ко то рые по па да ют в КЖ из мер т вых кле -
ток [15, 16], и ка чес т во про из во ди мых гли коп ро те и -
нов мо жет сни жать ся в ре зуль та те ги бе ли кле ток [17]. 
Сле ду ет от ме тить, что дег ра да ция ре ком би нан т но го
бел ка про те а за ми и гли ко зи да за ми из мер т вых кле ток 
и не над ле жа щее ка чес т во бел ка, син те зи ру е мо го гиб -
ну щей клет кой — оба эти фак то ра важ ны лишь при
низ кой жиз нес по соб нос ти кле ток; при доле жи вых
кле ток выше 80 — 90% их вклад ми ни ма лен. 

Ана лиз пе ре чис лен ных выше под хо дов к оп -
ти ми за ции гли ко зи ли ро ва ния поз во ля ет зак лю -
чить, что ги пе рэк с п рес сия гли ко зи ли ру ю щих фер -
мен тов — за да ча, пре вос хо дя щая по слож нос ти и
тру до ем кос ти раз ра бот ку кле точ ной ли нии. По э то -
му для ре ше ния проб ле мы эф фек тив ной про дук -
ции ДЭПО в клет ках СНО нами выб ран вто рой
под ход, ос но ван ный на до бав ле нии в пи та тель -
ную сре ду клю че вых суб с т ра тов дан ных фер мен -
тов, а так же их пред шес т вен ни ков и про из вод ных.

Целью дан но го ис с ле до ва ния яв лял ся под -
бор до ба вок, на и бо лее эф фек тив но по вы ша ю щих
вы ход вы со ко си а ли ро ван ных форм ре ком би нан т -
но го ДЭПО, про ду ци ру е мо го сус пен зи он ной куль -
ту рой кле ток СНО.

УСЛО ВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Кло ны- п ро ду цен ты ДЭ ПО были по лу че -
ны ме то дом вве де ния ге не ти чес кой кон с т рук ции,

со дер жа щей син те ти чес кий ген ДЭПО с оп ти ми -
зи ро ван ным ко дон ным сос та вом под кон т ро лем
про мо то ра CMVenh/rEF1 и два S/MAR-элемента,
в клет ки сус пен зи он ной ли нии CHO-S (Invitrogen, 
США).  Ме то дом пре дель ных раз ве де ний был отоб -
ран клон, об ла да ю щий луч ши ми рос то вы ми ха рак -
те рис ти ка ми, про дук тив нос тью (10—15 мг/л/сут)
и ста биль нос тью эк с прес сии. 

Куль ти ви ро ва ние в ма лом объ е ме осу щес т -
в ля ли в кол бах Эр лен мей е ра ем кос тью 125 мл
(Corning, США) на шейкере-СО2-инкубаторе
Multitron Cell (Infors, Швей ца рия) с час то той вра -
ще ния 125 об/мин в ат мос фе ре 5%-но го уг ле кис ло -
го газа при тем пе ра ту ре 37° и влаж нос ти 75%.
Клет ки пе ре се ва ли каж дые 23 сут до по лу че ния 
сус пен зии плот нос тью 0,3  106 кл/мл. Ис поль зо ва -
ли бес сы во ро точ ные пи та тель ные сре ды Power
CHO-2 CD (Lonza, Швей ца рия), Acti CHO (GE
Healthcare, Ав с трия), Balan CD (Irvine Scientific,
США) и CD Forti CHO (Life Technologies, США) с
до бав ле ни ем 46 мМ ала нил - г лу та ми на (Life
Technologies, США) сог лас но ре ко мен да ци ям про -
из во ди те лей. Под с чет чис ла кле ток и ана лиз их
жиз нес по соб нос ти осу щес т в ля ли пос ле ок ра ши -
ва ния три па но вым си ним (Panreac, Ис па ния) на
счет чи ке кле ток TC10 (BioRad, США). 

Куль ти ви ро ва ние кле ток СНО с целью
про дук ции ДЭПО про во ди ли в кол бах Эр лен мей е -
ра (ем кос тью 125 мл или 250 мл) или в од но ра зо -
вых ми ни би о ре ак то рах TubeSpin 600 (TPP, Швей -
ца рия). Для оп ти ми за ции гли ко зи ли ро ва ния куль -
ти ви ро ва ние осу щес т в ля ли в те че ние 7 сут, при
этом в сре ду вно си ли под пит ки Power Feed A,
Power Feed A with lipids (обе — Lonza, Швей ца -
рия), Acti CHO Feed A+B (GE Healthcare, Ав с т -
рия), Balan CD СНО Feed 2 (Irvine Scientific,
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 СА ВИ НО ВА и др.

Та б ли  ца  1

Ве ще ст ва — пред ше ст вен ни ки основ ных суб ст ра тов ре ак ций гли ко зи ли ро ва ния

Це ле вой суб ст рат Пред ше ст вен ни ки Роль в гли ко зи ли ро ва нии

УД Ф -га лак то за Га лак то за

Об ра зо ва ние “ядра” гли ка нов 
ДФ-ман но за Ман но за

УДФ-N-ацетилгалактозамин N-Ацетил-D-галактозамин

УДФ-N-ацетилглюкозамин Глю ко за мин,
N-ацетил-D-глюкозамин

ЦМФ-N-ацетилнейраминовая кис ло та Глю ко за мин (9 ре ак ций),
N-ацетил-D-маннозамин,
N-ацетилнейраминовая кис ло та

При со е ди не ние кон це вых 
си а ло вых кис лот



США), Efficient Feed B и Efficient Feed C (Life
Technologies, США). Схе мы до бав ле ния при ве де -
ны ниже (табл. 2), см. ниже.

До бав ки в пи та тель ную сре ду вно си ли в
рав ных кон цен т ра ци ях на 0-й и 3-й дни куль ти ви -
ро ва ния. Ис поль зо ва ли сле ду ю щие ве щес т ва (ука -
за на сум мар ная кон цен т ра ция за 2 вне се ния): 10 и
20 мМ N-ацетил-D-маннозамин, 10 и 20 мМ глю ко -
за мин, 20 мМ N-ацетил-D-галактозамин, 20 мМ
N-ацетил-D-глюкозамин, 20 мМ N-ацетилней ра -
миновая кис ло та, 20 мМ ман но за, 2 и 5 мМ ури -
дин (все ре ак ти вы Carbosynth, Ве ли коб ри та ния),
20 мМ и 100 мМ га лак то за (VWR, Бель гия).

Ана лиз кон цен т ра ции ДЭПО в КЖ осу -
щес т в ля ли ме то дом об ра ще но- фа зо вой ВЭЖХ,
как опи са но в ра бо те [18]. Хро ма тог ра фи чес кое
раз де ле ние про во ди ли с ис поль зо ва ни ем сис те мы
UltiMate 3000 (Dionex, США) и ко лон ки с фа зой C4 
(YMC, Япо ния). Пе ред на ча лом ана ли за ко лон ку
урав но ве ши ва ли под виж ной фа зой А (0,1% ТФУ)
и под виж ной фа зой Б (0,1% ТФУ в аце то нит ри ле)
в со от но ше нии по объ е му 60:40 при ско рос ти по -
то ка 1 мл/мин.  Гра ди ен т ную по да чу элю ен тов осу -
щес т в ля ли по сле ду ю щей схе ме: за пер вые 15 мин 
со от но ше ние фазы А и фазы Б из ме ня лось ли ней -
но до 40:60; за сле ду ю щие 5 мин по да ча под виж -
ной фазы А ли ней но сво ди лась к 0 и осу щес т в ля -
лась про мыв ка в те че ние 5 мин; пос ле это го за 2
мин по да ча элю ен тов воз в ра ща лась к пер во на чаль -
но му со от но ше нию.  Тем пе ра ту ра ав то сам п ле ра
сос тав ля ла (4,0±0,1)°, объ ем вво ди мой про бы 25
мкл. Элю и ру ю щи е ся с ко лон ки ком по нен ты ана -
ли зи ро ва ли с по мощью УФ - де тек то ра при дли не
вол ны 214 нм.

Ана лиз гли ко зи ли ро ва ния ДЭПО про во -
ди ли пу тем ИЭФ об раз цов КЖ с по мощью сис те -

мы MultiphorII (GE Healthcare, Ве ли коб ри та ния) с
ис поль зо ва ни ем сме си фар ма ли тов, рН 3—10 (GE 
Healthcare) и рН 2—4 (Serva, Гер ма ния). Наг руз ка
по бел ку сос тав ля ла (2,8 ± 0,2) мкг на до рож ку. Пос -
ле за вер ше ния фо ку си ро ва ния бе лок пе ре но си ли
на нит ро цел лю лоз ную мем б ра ну (BioRad, США)
с пос ле ду ю щим ок ра ши ва ни ем по лик ло наль ны -
ми ан ти те ла ми к эрит ро по э ти ну че ло ве ка Е2531,
вто рич ны ми ан ти те ла ми A3937, конъ ю ги ро ван ны -
ми со ще лоч ной фос фа та зой, и суб с т ра том для ще -
лоч ной фос фа та зы BCIP/NBT (все ре ак ти вы
Sigma-Aldrich, США). 

В ка чес т ве пре па ра та срав не ния ис поль зо ва -
ли ори ги наль ный ДЭПО — Ара несп (Amgen, США). 
Он со дер жит 6 изо форм (№ 17—22), из ко то рых
при ИЭФ де тек ти ру ют ся 3 ос нов ных (№ 19—21)
и три до пол ни тель ных (№ 17, 18 и 22).

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Пер вый этап оп ти ми за ции гли ко зи ли ро ва -
ния сос то ял в вы бо ре пи та тель ной сре ды для куль -
ти ви ро ва ния кле ток - п ро ду цен тов ДЭПО. Было ис -
поль зо ва но 6 ком би на ций на и бо лее эф фек тив ных
ба зо вых сред и под пи ток от раз ных про из во ди те -
лей (см. табл. 2). Схе мы вне се ния под пи ток вы би -
ра лись ис хо дя из со дер жа ния глю ко зы в ба зо вой
сре де и под пит ках.

По ре зуль та там куль ти ви ро ва ния для всех
сред были дос тиг ну ты срав ни мые по ка за те ли рос -
та кле ток: мак си маль ная кле точ ная плот ность сос -
тав ля ла (11,6 — 17,3)106 кл/мл, а жиз нес по соб -
ность на 7-й день куль ти ви ро ва ния — 94—98%
(дан ные не при ве де ны). При ана ли зе об раз цов по -
лу чен ных КЖ ме то дом ИЭФ было по ка за но, что
толь ко ком би на ция ба зо вой сре ды Power CHO-2
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Та б ли  ца  2

Схе ма под бо ра ба зо вых пи та те ль ных сред и под пи ток для ку ль ти ви ро ва ния кле ток — 
про ду цен тов ДЭПО в це лях оп ти ми за ции гли ко зи ли ро ва ния

Ба зо вая сре да Под пит ка Схе ма до бав ле ния под пит ки

Power CHO-2 CD Power Feed A 0-е, 3-и, 4-е, 5-е, 6-е сут ки — по 5%

Power CHO-2 CD Power Feed A with lipids 0-е, 3-и, 4-е, 5-е, 6-е сут ки — по 5%

Acti CHO Acti CHO Feed A+B 0-е, 3-и, 4-е, 5-е, 6-е сут ки — по 3%

Balan CD Balan CD Feed 2 0-е, 3-и, 4-е, 5-е сут ки — по 5%

CD Forti CHO Efficient Feed B 0-е, 3-и, 4-е, 5-е, 6-е сут ки — по 4%

CD Forti CHO Efficient Feed C 0-е, 3-и, 4-е, 5-е, 6-е сут ки — по 4%



CD и под пит ки Power Feed A with lipids обес пе чи -
ва ет на ли чие це ле вых вы со ко си а ли ро ван ных изо -
форм № 17—20, при сут с т ву ю щих в ори ги наль -
ном пре па ра те (рис. 1, до рож ки 2 и 3). 

По- ви ди мо му, имен но ли пид ный ком по -
нент яв ля ет ся ос нов ным фак то ром, обес пе чи ва ю -
щим про дук цию си а ли ро ван ных форм це ле во го

бел ка, так как ана ло гич ная под пит ка, не со дер жа -
щая ли пид ный ком по нент, обес пе чи ва ла го раз до
мень шее со дер жа ние этих изо форм. Для про вер ки 
это го пред по ло же ния было до пол ни тель но про ве -
де но куль ти ви ро ва ние  кле ток в пи та тель ной сре -
де CD Forti CHO с под пит кой Power Feed A with
lipids, ко то рое по ка за ло, что имен но под пит ка, а
не ба зо вая сре да, оп ре де ля ет про филь си а ли ро ва -
ния ДЭПО (рис. 2). 

Су щес т вен ным яв лял ся тот факт, что обе
ком би на ции пи та тель ных сред Power CHO-2 CD и 
CD Forti CHO с под пит кой Power Feed A with lipids 
обес пе чи ва ли об ра зо ва ние клет ка ми- п ро ду цен та -
ми пре и му щес т вен но изо форм № 17—20 с ми ни -
маль ным со дер жа ни ем изо фор мы № 21 и пол ным
от сут с т ви ем изо фор мы № 22 (см. рис. 1, до рож -
ка 2 и рис. 2, до рож ка 4, со от вет с т вен но). По э то му 
было ре ше но оп ро бо вать раз лич ные до бав ки в пи -
та тель ную сре ду, как опи сан ные ра нее в ли те ра ту -
ре, так и но вые, с целью по вы ше ния вы хо да на и бо -
лее си а ли ро ван ных форм ДЭПО.

Вы яв ле но, что до бав ле ние ури ди на, га лак то -
зы, N-ацетил-D-галактозамина, N-ацетил- D-глю ко -
замина и ман но зы во всех ис с ле до ван ных кон цен т -
ра ци ях, а так же ком би на ций 10 мМ глю ко за ми на
и не ко то рых из пе ре чис лен ных ве ществ не вли я ло 
ни на рост кле ток, ни на про филь си а ли ро ва ния
ДЭПО. До бав ле ние 20 мМ глю ко за ми на при во ди -
ло к ги бе ли кле ток на 4-й день куль ти ви ро ва ния.
До бав ле ние 100 мМ га лак то зы вы зы ва ло не боль -
шое (око ло 30 %) по вы ше ние про дук тив нос ти кле -
ток; это яв ле ние было опи са но ра нее в ра бо те [19], 
по э то му нами под роб но не ис с ле до ва лось. 

На и боль ший эф фект был дос тиг нут при ис -
поль зо ва нии 10 мМ N-ацетил-D-маннозамина и
10 мМ N-ацетилнейраминовой кис ло ты. При их
до бав ле нии в пи та тель ную сре ду фик си ро ва ли су -
щес т вен ное сме ще ние про фи ля ИЭФ в сто ро ну
кис лых, на и бо лее си а ли ро ван ных изо форм, при чем
это сме ще ние не за ви се ло от типа сре ды (рис. 3,
до рож ки 3, 4, 6, 7). В ре зуль та те в КЖ были иден -
ти фи ци ро ва ны в вы со кой кон цен т ра ции все ос нов -
ные изо фор мы ДЭПО (№17—21), при сут с т ву ю -
щие в пре па ра те Ара несп.  

Так как од нов ре мен ное при ме не ние обо их ве -
ществ, (N-аце тил-D-маннозамина и N-ацетилней -
ра ми новой кис ло ты) дос та точ но до ро го для би о -
фар ма цев ти чес ко го про из вод с т ва, была ис с ле до -
ва на за ви си мость сдви га про фи ля си а ли ро ва ния
ДЭПО толь ко от кон цен т ра ции од но го из них —
N-аце тил- D-маннозамина. Было по ка за но, что при
ис поль зо ва нии 20 мМ кон цен т ра ции со дер жа ние
вы со ко си а ли ро ван ных форм нес коль ко выше, чем
при 10 мМ (рис. 4, до рож ки 3, 4 и 5). Кро ме того,
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Рис. 1. Изо э лек т ро фо рег рам ма об раз цов КЖ кле ток -
 п ро ду цен тов ДЭПО при куль ти ви ро ва нии на раз лич ных сре -
дах: до рож ка 1 — сре да Power CHO-2 CD с под пит кой Power
Feed A; до рож ка 2 — сре да Power CHO-2 CD с под пит кой
Power Feed A with lipids; до рож ка 3 — пре па рат Ара несп; до -
рож ка 4 — сре да Acti CHO с под пит кой Acti CHO Feed A+B;
до рож ка 5 — сре да Balan CD c под пит кой Balan CD Feed 2; до -
рож ка 6 — сре да CD Forti CHO с под пит кой Efficient Feed B;
до рож ка 7 — сре да CD Forti CHO с под пит кой Efficient Feed C

Рис. 2. Изо э лек т ро фо рег рам ма об раз цов КЖ кле ток -
 п ро ду цен тов ДЭПО при куль ти ви ро ва нии на сре дах с раз лич -
ны ми под пит ка ми: до рож ка 1 — пре па рат Ара несп;  до рож ка
2 — CD Forti CHO с под пит кой Efficient Feed B; до рож ка 3 —
Power CHO-2 CD с под пит кой Power Feed A with lipids; до рож -
ка 4 — CD Forti CHO с под пит кой Power Feed A with lipids



вве де ние 20 мМ N-ацетил-D- ман нозамина спо -
соб с т во ва ло ни ве ли ро ва нию раз ли чий меж ду под -
пит кой с ли пи да ми и без (Power Feed A и Power
Feed A with lipids), что поз во ля ет ис поль зо вать бо -
лее де ше вую и удоб ную под пит ку без ли пи дов. 

По лу чен ные ре зуль та ты сог ла су ют ся с ли те -
ра тур ны ми дан ны ми, так как из вес т но, что N-аце -
тилнейраминовая кис ло та и ее пред шес т вен ник
N-ацетил-D-маннозамин ис поль зу ют ся клет ка ми
для син те за ци ти дин-5-монофосфо- N-аце тилней -
раминовой кис ло ты, суб с т ра та ре ак ций си а ли ро -
ва ния [14].

От сут с т вие эф фек та от вве де ния в на ших эк -
с пе ри мен тах глю ко за ми на, по- ви ди мо му, обус лов -
ле но слож нос тью его прев ра ще ния в це ле вой суб с -
т рат (9 пос ле до ва тель ных ре ак ций, из ко то рых од -
на яв ля ет ся ли ми ти ру ю щей). Бо лее труд ным пред -
с тав ля ет ся объ яс не ние эф фек та от вне се ния ли -
пид ной под пит ки, ко то рая, по дан ным про из во ди -
те ля, со дер жит во до рас т во ри мые про из вод ные
жир ных кис лот. Жир ные кис ло ты яв ля ют ся пред -
шес т вен ни ком до ли хо ла, еще од но го не пос ред с т -
вен но го учас т ни ка ре ак ций гли ко зи ли ро ва ния.
Воз мож но, до бав ле ние в сре ду жир ных кис лот
спо соб с т ву ют бо лее эф фек тив но му ме та бо лиз му
кле ток, вслед с т вие чего выс во бож да ют ся ре сур сы 
для син те за гли ка нов с тре бу е мым сос та вом. От -
сут с т вие эф фек та от вне се ния дру гих мо но са ха ри -
дов мож но объ яс нить тем, что в на шем слу чае

“ядра” гли ка нов ДЭПО син те зи ру ют ся кле точ ной
ли ни ей пра виль но, и ни ка кие из ме не ния их струк -
ту ры не тре бу ют ся. 

Та ким об ра зом, в ре зуль та те про ве ден ных
ис с ле до ва ний было вы яв ле но, что из боль шо го
чис ла про а на ли зи ро ван ных до ба вок 20 мМ
N-ацетил-D-маннозамин на и бо лее су щес т вен но
по вы ша ет вы ход вы со ко си а ли ро ван ных форм ре -
ком би нан т но го ДЭПО, про ду ци ру е мо го сус пен зи -
он ной куль ту рой кле ток СНО. Была по ка за на вы -
со кая эф фек тив ность вне се ния в куль ту раль ную
сре ду N-ацетилнейраминовой кис ло ты, при ме не -
ние ко то рой для оп ти ми за ции гли ко зи ли ро ва ния
ре ком би нан т ных бел ков ра нее в ли те ра ту ре не
встре ча лось. Про ве ден ная оп ти ми за ция про фи ля
си а ли ро ва ния ре ком би нан т но го ДЭПО поз во ля ет
по лу чать бе лок, иден тич ный пре па ра ту срав не ния 
Ара несп по сос та ву изо форм. Сле ду ет от ме тить,
что ис поль зо ва ние до ба вок в куль ту раль ные сре -
ды, ос но ван ное на сов ре мен ных зна ни ях в об лас -
ти изу че ния струк тур, фун к ций и би о ло ги чес кой
роли гли ка нов, мо жет ко рен ным об ра зом пов ли -
ять на про филь си а ли ро ва ния та ко го слож но го гли -
коп ро те и на, ка ким яв ля ет ся ДЭПО.

По лу че но 3.02.15
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Рис. 3. Изо э лек т ро фо рег рам ма об раз цов КЖ кле ток -
 п ро ду цен тов ДЭПО при куль ти ви ро ва нии в сре дах Power
CHO-2 CD и CD Forti CHO с под пит кой Power Feed A with
lipids и до бав ле ни ем в на ча ле куль ти ви ро ва ния и на 3-и сут ки 
10 мМ N-ацетил-D-маннозамина (до рож ки 3, 6, со от вет с т вен -
но) и 10 мМ N-ацетилнейраминовой кис ло ты (до рож ки 4, 7, со -
от вет с т вен но). До рож ки 1, 8 — пре па рат Ара несп; до рож ки
2—4 — сре да Power CHO-2 CD; до рож ки 5—7 — сре да CD
Forti CHO; до рож ки 2, 5 — сре ды без под пи ток

Рис. 4. Изо э лек т ро фо рег рам ма об раз цов КЖ кле ток -
 п ро ду цен тов ДЭПО при куль ти ви ро ва нии на сре де Power
CHO-2 CD с раз лич ны ми под пит ка ми: до рож ка 1 — пре па рат 
Ара несп; до рож ка 2 — Power Feed A with lipids; до рож ка 3 —
Power Feed A with lipids и до бав ле ни ем 10 мМ N-аце тил-
 D-маннозамина; до рож ка 4 — Power Feed A with lipids и до -
бав ле ни ем 20 мМ N-аце тил-D-маннозамина; до рож ка 5 —
Power Feed A и до бав ле ни ем 20 мМ N-ацетил- D- ман но -
замина
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Ef fi  c i  en cy of CHO  Сell  Cul tu  re Sup -
ple  men ta  t i  on with Fa t ty Acids, N-ace -
tyl-D-man no sa  mi ne and N-ace tyl  ne u ra  mi -
nic  Acid for Mo di f i  ca  t i on of Re com bi nant
Dar be po e  t in a l  p ha Si  a ly  la  t i  on

The se lec ti on of me di um—fe ed com bi na ti on for the im p ro -
ve ment of the tar get gly co forms yield of re com bi nant dar be po e tin 
al p ha pro du ced by CHO cell cul tu re has been per for med. The im -
pact of va rio us gly can pre cur sors in the gly co sy la ti on pro cess on
the yield of hig h ly si a ly la ted dar be poe in al p ha forms was in ves ti -
ga ted. The sup ple men ta ti on of the cell cul tu re with 20 mM N-ace -
tyl-D-man no sa mi ne was shown to be most ef fec ti ve for the in c re -
a se in hig h ly si a ly la ted dar be poe in al p ha forms con tent.

Key words: CHO cells, dar be po e tin al p ha, fat ty acids,
gly co sy la ti on, si a ly la ti on.
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