
В нас то я щее вре мя поч ти 70% все го про из -
вод с т ва ре ком би нан т ных те ра пев ти чес ких бел ков 
осу щес т в ля ет ся в результате би о тех но ло ги чес ких 
про цессов с ис поль зо ва ни ем ге не ти чес ки мо ди фи -
ци ро ван ных ли ний кле ток яич ни ка ки тай с ко го хо -
мя ка СНО (chinese hamster ovary) [1, 2]. Сис те ма
син те за бел ка в клет ках СНО обес пе чи ва ет пос т т -
ран с ля ци он ное гли ко зи ли ро ва ние и спе ци фи чес -
кий фол динг слож ных фар ма ко ло ги чес ки ак тив -
ных про те и нов [3]. Куль ту ры кле ток СНО лег ко
адап ти ру ют ся к бес сы во ро точ ным, в том чис ле
без бел ко вым сре дам, пе ре хо дя к рос ту в ви де мо -
нок ле точ ных сус пен зий вы со кой плот нос ти. Оп ти -
ми зи ро ван ные сис те мы куль ти ви ро ва ния, в том

числе вы со коп ро из во ди тель ные сре ды для би о ре -
ак тор ных про цес сов в со че та нии с при е ма ми се -
лек тив ной ам п ли фи ка ции це ле вых ге нов обес пе -
чи ва ют вы со кий вы ход ак тив но го про дук та [4,5].

Ком мер чес кие ком па ни и- п ро из во ди те ли
пред ла га ют спе ци а ли зи ро ван ные бес сы во ро точ -
ные сре ды для обес пе че ния про из вод с т вен ных
про цес сов  на ос но ве ре ком би нан т ных кло нов ли -
ний СНО [6]. На ми раз ра бо та на оте чес т вен ная
бес сы во ро точ ная сре да оп ре де лен но го хи ми чес ко -
го сос та ва Гибрис-1-СНО, обес пе чи ва ю щая пот -
реб нос ти ла бо ра тор ных и про из вод с т вен ных про -
цес сов при ра бо те с сус пен зи он ны ми куль ту ра ми
этих ли ний.
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Ха рак те р ис ти к и рос  та  и про ду к ции дар бэ  по э  ти  на 
кле  точ ны ми л и ниями СНО  в  бес  сы во р о точ н ой,  
без  бел ко  вой сре де «Гибр ис-1-СНО»

В ра бо те изу че ны свой с т ва сре ды Гибрис-1-СНО оп ре де лен но го хи ми чес ко го сос -
та ва, пред наз на чен ной для сус пен зи он но го куль ти ви ро ва ния и про дук ции ре ком би -
нан т ных бел ков клет ка ми ли ний СНО. В эк с пе ри мен тах в ста ци о нар ной куль ту ре и
куль ту ре с под пит кой про де мон с т ри ро ва ны 2-стадийный ха рак тер рос та и би о хи ми -
чес ких по ка за те лей для мо дель ной ли нии СНО-S. Дан ные о ско рос ти рос та и плот -
нос ти куль ту ры, ее мор фо ло гии, кон цен т ра ции клю че вых ме та бо ли тов, а так же куль -
ту раль ных свой с т вах сре ды и про дук тив нос ти куль тур по дар бэ по э ти ну на сре де
Гибрис-1-СНО в срав не нии с ком мер чес ки ми сре да ми поз во ля ют счи тать раз ра бо тан -
ную на ми сре ду при год ной для обес пе че ния би о тех но ло ги чес ко го син те за бел ков.

Клю че вые сло ва: бес сы во ро точ ная сре да, дар бэ по э тин, ре ком би нан т ный бе лок, сус пен зи он ное куль ти ви ро ва ние, СНО-S.
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шин Ана то лий Ана то ль е вич, Щеп ки на Юлия Ва си ль ев на, Че ст ков Ва ле рий Вик то ро вич.

Спи сок со кра ще ний: ИП — ин декс про ли фе ра ции; ОФ-ВЭЖХ — об ра ще но-фа зо вая вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро -
ма тог ра фия.
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Целью нас то я щей ра бо ты бы ло ис с ле до ва ние 
ос нов ных па ра мет ров рос та мо дель ной ли нии СНО-S
и ста биль ной ли нии про ду цен та дар бэ по э ти на
CHO-CMV/rEF1-dEPO [7] на сре де Гиб рис- 1-
 СНО. Про ве де на срав ни тель ная оцен ка по тен ци -
аль ной при год нос ти дан ной сре ды для про дук ции 
ре ком би нан т но го те ра пев ти чес ко го бел ка.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ком мер чес ки дос туп ная, адап ти ро ван ная к
сус пен зи он но му рос ту в бес сы во ро точ ных сре дах 
ли ния CHO-S (Invitrogen, США) бы ла ис поль зо ва -
на для ис с ле до ва ния свойств сре ды Гибрис-1- СНО
(«Па нЭ ко»). Для ана ли за свойств сре ды в ус ло ви -
ях ин тен сив но го куль ти ви ро ва ния CHO-S по ми мо 
ста ци о нар ной куль ту ры ис поль зо ва ли сис те му fed-
 batch-культивирования с вве де ни ем ком п лек с ной
до бав ки (под пит ка для сре ды Гибрис-1-СНО, «Па н -
Э ко») в ко ли чес т ве 3% по объ е му еже су точ но на -
чи ная с 72-го ча са от на ча ла куль ти ви ро ва ния. До
эк с пе ри мен та клет ки выращивали на сре де Гиб -
рис-1-СНО в те че ние 8 пос ле до ва тель ных пас са -
жей. При под го тов ке куль ту ры до би ва лись зна че -
ния плот нос ти сус пен зии на третьи сут ки рос та,
рав ной 2  106 кл/мл, при на чаль ной плот нос ти по -
сев ной сус пен зии 1,0  105 кл/мл. В эк с пе ри мен те
на чаль ная плот ность куль ту ры сос тав ля ла
(2,0—3,0)  105 кл/мл. Тех ни чес ки под го тов ку куль -
ту ры и эк с пе ри мент про во ди ли на кру го вой ка чал -
ке при 125 об/мин в ус ло ви ях СО2-инкубатора
(5% СО2, 37°) (Celltron, Infors, Швей ца рия). Ра бо -
чий объ ем куль ту ры сос тав лял 12,5 мл в би о ре ак -
тор ных фла ко нах («Па нЭ ко») ем кос тью 75 мл.

Ос нов ные по ка за те ли рос та эк с пе ри мен -
таль ных куль ту р оп ре де ля ли еже су точ но на чи ная
с 72-го часа от на ча ла пас си ро ва ния. Ко ли чес т во
жиз нес по соб ных кле ток в куль ту ре оце ни ва ли ме -
то дом ис к лю че ния с ок рас кой три па но вым - си ним
и с ис поль зо ва ни ем ка ме ры Го ря е ва.

Для адек ват ной оцен ки уров ня глю ко зы и
на коп ле ния лак та та при ме ня ли би о хи ми чес кий
ана ли за тор для эк с прес с -оп ре де ле ния этих по ка за -
те лей в кро ви че ло ве ка Accutrend Plus (Roche
Diagnostics GmbH, Гер ма ния).

По ка за тель вре ме ни уд во е ния кле ток в эк с -
пе ри мен таль ных куль ту рах Т2 вы чис ля ли по фор -
му ле: 

Т2 (ч) = t, (ч)  ln2/lnИП [8],
где t — вре мя оп ре де ле ния Т2 в ло га риф ми чес кой
ста дии рос та куль ту ры (96 ч в ус ло ви ях куль ти ви -
ро ва нии без под пит ки и 120 ч при куль ти ви ро ва -
нии с под пит кой), ИП — ин декс про ли фе ра ции

(ИП=Nt/No); Nt — чис ло кле ток в еди ни це объ е ма
сре ды на мо мент вре ме ни t, No чис ло кле ток в
еди ни це объ е ма сре ды в на ча ле пас са жа.

Срав ни тель ное ис с ле до ва ние цик ла про дук -
ции ре ком би нан т но го дар бэ по э ти на на сре де Гиб -
рис-1-СНО осу щес т в ля ли с ис поль зо ва ни ем ста -
биль ной про из вод с т вен ной кле точ ной ли нии CHO-
 CMV/rEF1-dEPO [7]. Куль ти ви ро ва ние про во ди ли
в од но ра зо вых кол бах Эр лен мей е ра (125 мл,
Corning, США) с ра бо чим объ е мом куль тур 20 мл 
при пе ре ме ши ва нии в ус ло ви ях, ана ло гич ных ис -
поль зо ван ным в ра бо те с CHO-S. Па ра мет ры рос -
та и про дук ции срав ни ва ли с по ка за те ля ми 3 ком -
мер чес ки- дос туп ных сред из вес т ных фир м - п ро из -
во ди те лей: MAM-pF 77 (Amimed, Швей ца рия);
CD Forti CHO (Gibco, США); Power CHO-2 CD
(Lonza, Швей ца рия), — ко то рые в даль ней шем
обоз на че ны как сре да 1, 2 и 3, со от вет с т вен но.
Для оп ти ми за ции про дук ции це ле во го бел ка на чи -
ная с 72-го ча са в сре ды вво ди ли ком мер чес кую
под пит ку FMS3 (Amimed, Швей ца рия) в ко ли чес т -
ве 1,8% по объ е му. Цикл про дук ции за вер ша ли
при умень ше нии жиз нес по соб нос ти кле ток в куль -
ту рах до ве ли чи ны ни же 80%. Ос нов ные по ка за те -
ли рос та и кон цен т ра ции ме та бо ли тов в сре дах оп -
ре де ля ли, как опи са но вы ше.

Кон цен т ра цию це ле во го бел ка из ме ря ли с
по мощью ОФ - ВЭЖХ, как опи са но в ра бо те [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Из вес т но, что плот ность сус пен зии кле ток
и вре мя уд во е ния по пу ля ции яв ля ют ся важ ны ми
ха рак те рис ти ка ми сред, в час т нос ти, бес сы во ро -
точ ных, ис поль зу е мых для про дук ции ре ком би -
нан т ных бел ков [10]. Ти пич ные кри вые рос та эк с -
пе ри мен таль ных куль тур СНО-S на сре де
Гибрис-1-СНО в ус ло ви ях куль ти ви ро ва ния без
под пит ки и с под пит кой пред с тав ле ны на рис. 1.
Сог лас но дан ным пя ти не за ви си мых эк с пе ри мен -
тов мак си маль ные зна че ния плот нос ти сус пен зии
жиз нес по соб ных кле ток при куль ти ви ро ва нии без 
под пит ки (1) наб лю да лись на 5-е—6-е сут ки пас са -
жа и дос ти га ли уров ня 3,8—4,6  106 кл/мл. При
этом по ка за тель вре ме ни уд во е ния куль ту ры Т2
варь и ро вал от 21,8 — 22,9 ч. Со от вет с т ву ю щие
дан ные, по лу чен ные при куль ти ви ро ва нии с под -
пит кой, об на ру жи ва ли сдвиг мак си му ма плот нос -
ти кле точ ной сус пен зии на 6-е—7-е сут ки, ко то -
рая сос та ви ла (8,5—10,3)  106 кл/мл. Вре мя уд во е -
ния куль ту ры сни жа лось до 19,7—20,4 ч. Вплоть
до 120—144 ч куль ти ви ро ва ния для куль ту ры без
под пит ки и 144—168 ч для куль ту ры с под пит кой,
в по пу ля ции от сут с т во ва ли вы ра жен ные приз на -
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ки дег ра да ции куль ту ры (оп ре де ля е мые мик рос ко -
пи чес ки на ли чие аг ре га тов и мер т вых кле ток, ге те -
ро мор ф ность по фор ме и раз ме рам кле точ ных тел,
не од но род ность струк ту ры ци топ лаз мы) (рис. 2).

Как и лю бая ак тив но рас ту щая in vitro ли -
ния кле ток, СНО де мон с т ри ру ет вы со кую ин тен -
сив ность ана э роб ных стадий гли ко ли за для обес -
пе че ния энер ге ти чес ко го ме та бо лиз ма и ана бо ли -
чес ких про цес сов нес мот ря на вы со кую ин тен сив -
ность аэра ции куль ту ры. По э то му зна чи мы ми би о -
хи ми чес ки ми па ра мет ра ми ме та бо лиз ма и сос то я -
ния куль ту ры яв ля ют ся по ка за те ли ско рос ти пот -
реб ле ния глю ко зы и на коп ле ния лак та та в сре де
куль ти ви ро ва ния [11]. Ди на ми ка кон цен т ра ции
глю ко зы и лак та та в куль ту рах CHO-S на сре де

Гиб рис-1- СНО в сис те мах с под пит кой и без пред -
с тав ле на на рис.3, а, б. По лу чен ные дан ные чет ко
де мон с т ри ру ют 2-стадийный ха рак тер энер ге ти -
чес ко го ме та бо лиз ма в обе их сис те мах куль ти ви -
ро ва ния: ин тен сив ное пот реб ле ние глю ко зы и на -
коп ле ние лак та та на пер вой ста дии раз ви тия куль -
ту ры 0—72—96 ч и за мед лен ное пот реб ле ние глю -
ко зы и од нов ре мен но ути ли за ция лак та та на вто -
рой. По доб ный про филь ди на ми ки клю че вых ме -
та бо ли тов обус лов лен ин тен си фи ка ци ей аэроб -
ных ме ха низ мов гли ко ли за на ста дии пе ре хо да к
поз д ней ло га риф ми чес кой фа зе рос та и да лее к
ста ци о нар ной фа зе [12,13]. В ря де ис с ле до ва ний
по ка за но, что син тез и соз ре ва ние ре ком би нан т -
ных бел ков  тес но свя за ны с аэроб ны ми стадиями
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Рис. 1. Ди на ми ка плот нос ти жиз нес по соб ных кле ток
CHO-S в пе ре ме ши ва е мых куль ту рах на сре де Гибрис-1-СНО 
при куль ти ви ро ва ния без под пит ки (1) и с под пит кой (2). На -
чаль ная плот ность куль ту ры в пас са же  3,0  105 кл./мл

Рис. 2. Мик рос ко пи чес кая ха рак те рис ти ка сус пен зи -
он но го рос та куль ту ры кле ток CHO-S на сре де Гиб рис-1-
 СНО в ус ло ви ях куль ти ви ро ва ния с под пит кой (свет лое по ле, 
уве ли че ние  200, 144 ч куль ти ви ро ва ния)

Рис. 3. Ди на ми ка кон цен т ра ции клю че вых ме та бо ли тов энер ге ти чес ко го об ме на кле ток CHO-S на сре де Гибрис-1-СНО
в ус ло ви ях куль ти ви ро ва ния без под пит ки (1) и с под пит кой (2): а — глю ко за; б — лак тат



гли ко ли за, которые на и бо лее ак тив но осу щес т в ля -
ют ся в этот пе ри од раз ви тия куль ту ры [13]. Сле ду -
ет от ме тить, что при соз да нии ре цеп ту ры сре ды
Гибрис-1-СНО ав то ры ве ли це ле нап рав лен ную ра -
бо ту по обес пе че нию суб с т ра та ми и прод ле нию
пе ри о да про дук тив ной фа зы рос та куль ту ры кле -
ток СНО.

Раз ли чия в ди на ми ке би о хи ми чес ких по ка -
за те лей для сис тем куль ти ви ро ва ния без под пит ки 
и с под пит кой свя за ны с раз лич ной кон цен т ра ци -
ей ути ли зи ру е мых суб с т ра тов и уров нем дос ти га е -
мой кле точ ной плот нос ти. Так, кон цен т ра ция глю -
ко зы в сис те ме куль ти ви ро ва ния без под пит ки эк с -
по нен ци аль но сни жа ет ся до ве ли чин, не пре вы -
ша ю щих 1,5 г/л на 168 ч куль ти ви ро ва ния. Вве де -
ние под пит ки поз во ля ет под дер жи вать глю ко зу на 
уров не зна че ний 3,0—3,5 г/л. При этом ско рость
ути ли за ции лак та та в сис те ме с под пит кой сни жа -
ет ся бла го да ря ин тен сив ным про цес сам ана э роб -
но го гли ко ли за в куль ту ре вы со кой кле точ ной
плот нос ти при ежед нев ном вос пол не нии пу ла
глю ко зы.

Па ра мет ры рос та кле точ ной ли нии CHO-
 CMV/rEF1-dEPO на сре де Гибрис-1-СНО су щес т -
вен но не от ли ча лись от та ко вых для кле ток
CHO-S. Сум мар но по дан ным 7 пос ле до ва тель -
ных пас са жей вре мя уд во е ния сос та ви ло
19,6—22,7 ч с тен ден ци ей к умень ше нию по ме ре
адап та ции кле ток к но вой сре де.

При про ве де нии цик ла про дук ции на трех
раз ных ком мер чес ки дос туп ных сре дах и Гиб -
рис-1-СНО бы ли за фик си ро ва ны сле ду ю щие куль -
ту раль ные ха рак те рис ти ки (рис. 4). Цикл куль ти -
ви ро ва ния про дол жал ся 9—10 дней за ис к лю че ни -
ем сре ды 2, в ко то рой наб лю да лась силь ная аг ре га -
ция кле ток и ги бель куль ту ры на 7-й день. Срав ни -
тель но ма лая про дол жи тель ность цик ла про дук -
ции свя за на со зна чи тель ной вы ра бот кой клет ка -
ми лак та та, кон цен т ра ция ко то ро го в от ли чие от
та ко вой для кле точ ной ли нии CHO-S не сни жа -
лась в про цес се куль ти ви ро ва ния ни на од ной из
сред при ус ло вии вве де ния ком мер чес кой под пит -
ки FMS3. В ре зуль та те кон цен т ра ция лак та та дос -
ти га ла сле ду ю щих мак си маль ных зна че ний: 2,6 г/л 
для сре ды 1; 1,4 г/л в слу чае не оп ти маль ной для
куль ти ви ро ва ния про ду цен та сре ды 2; 2,2 г/л для
сре ды 3 и 1,8 г/л для сре ды Гибрис-1-СНО. Мож но 
пред по ло жить, что срав ни тель но низ кая кон цен т -
ра ция лак та та при куль ти ви ро ва нии в сре де
Гибрис-1-СНО поз во ля ет клет кам сох ра нять жиз -
нес по соб ность на сут ки доль ше (см. рис. 4, 2).

Мак си маль ная про дук тив ность кле ток бы -
ла дос тиг ну та при куль ти ви ро ва нии на сре де 1;
Гибрис-1-СНО по ка за ла нес коль ко мень шую про -

дук тив ность, а две ос тав ши е ся сре ды су щес т вен -
но от ли ча лись в худ шую сто ро ну (рис. 5). При
этом в пе рес че те на од ну клет ку на и боль шей ока -
за лась про дук тив ность на сре де Гибрис-1-СНО.

Важ ней шим по ка за те лем фар ма ко ло ги чес -
кой ак тив нос ти пре па ра тов дар бэ по э ти на яв ля ет -
ся про филь изо форм по уров ню гли ко зи ли ро ва -
ния про те и на. Про ве ден ный в от дель ном ис с ле до -
ва нии ана лиз по ка зал, что про филь за ря жен ных
изо форм дар бэ по э ти на был прак ти чес ки оди на -
ков на всех че ты рех ис пы тан ных пи та тель ных сре -
дах и со от вет с т во вал опи сан но му на ми ра нее в ра -
бо те [14].

Та ким об ра зом, сум ми руя дан ные, по лу чен -
ные на мо дель ной и про из вод с т вен ной кле точ ных 
ли ни ях, мож но го во рить о том, что оте чес т вен ная
сре да хи ми чес ки оп ре де лен но го сос та ва Гиб рис- 1-
 СНО при год на для обес пе че ния про из вод с т ва ре -
ком би нан т ных бел ков в сус пен зи он ных куль ту рах 
СНО, под дер жи вая рост куль тур и про дук цию
ими дар бэ по э ти на.
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Рис. 4. Куль ту раль ные ха рак те рис ти ки кле точ ной ли -
нии CHO-CMV/rEF1-dEPO при вы ра щи ва нии в че ты рех раз -
ных сре дах с под пит ка ми: 1 — сре да 1; 2 — Гибрис-1-СНО;
3 — сре да 3; 4 — сре да 2

Рис. 5. Про дук тив ность по дар бэ по э ти ну кле точ ной
ли нии CHO-CMV/rEF1-dEPO при куль ти ви ро ва нии в че ты -
рех сре дах с под пит ка ми (см. под пись к рис. 4)
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Growth Cha rac te  ri s  t ics and Dar  be poi e -
t in Pro  duc t i on  by CHO Cell  l i  nes in  Che mi -
cal  ly De fi  ned Se rum and Pro le  in-f ree Hyb -
ris-1-CHO Me di um

A che mi cal ly de fi ned me di um Hyb ris-1-CHO de sig ned
for sus pen si on cul tu ring and re com bi nant pro te in pro duc ti on by
CHO cell li nes has been cha rac te ri zed. The two-sta ge cha rac ter of 
cell growth and ba sic bi oc he mi cal pa ra me ters was de mon s t ra ted
in both batch and fed-batch ex pe ri ments with the CHO-S mo del
cell line. The data on the cul tu re growth rate, its mor p ho lo gy, con -
cen t ra ti ons of key me ta bo li tes, and also cul tu ring cha rac te ris tics
of the me di um and dar be po e tin pro duc ti vi ty of the cul tu res on
Hyb ris-1-CHO in com pa ri son with a few com mer ci al me dia per -
mit to re gard the de sig ned me di um as ap pli cab le to ma in ta i ning of 
pro te in bi o tec h no lo gi cal pro duc ti on.

Key words: CHO-S; dar be po e tin; re com bi nant pro te in;
se rum-free me di um; sus pen si on cul tu ring.
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