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В ра бо те опи са на стра те гия оп ти ми за ции про фи ля гли ко зи ли ро ва ния мо но кло на ль но го ан ти те ла к фак то ру не кро за опу хо лей
аль фа, Ада ли му маб, про ду ци ру е мо го сус пен зи он ной ку ль ту рой кле ток CHO. Ада ли му маб – это ана лог мо но кло на ль но го
ан ти те ла, ко то рое слу жит основ ной со став ля ю шей пре па ра та Ху ми ра (Hu mi ra), вы пу с ка е мо го ком па нией Ab bot GmbH & Co.
KG (США). В раз ра бот ке со от вет ст ву ю щей тех но ло гии ори ен ти ро ва лись на спо соб ку ль ти ви ро ва ния в зам кну том объ е ме с пе -
ри о ди че ским до бав ле ни ем под пи ток (fed-batch), ис по ль зуя бо ль шой на бор пи та те ль ных сред и под пи ток от раз ных про из во ди -
те лей. Все сре ды и под пит ки не со дер жа ли ком по нен ты жи вот но го про ис хож де ния и были пред наз на че ны для сус пен зи он но го 
ку ль ти ви ро ва ния кле ток СНО. Ана лиз от де лен ных от ан ти те ла оли го са ха ри дов и их срав не ние с ком по нен та ми ори ги на ль но го
пре па ра та осу ще ст в ля ли с ис по ль зо ва ни ем хро ма то масс-спек тро мет рии. Бы ли ис сле до ва ны три пар тии дан но го пре па ра та; во
всех об на ру же ны ти пич ные гли ка ны мо но кло на ль ных ан ти тел, про из ве ден ных в клет ках СНО: ком п лек с ные фу ко зи ли ро ван -
ные G0F/G1F/G2F и не фу ко зи ли ро ван ные G0/G1, а так же гли ка ны с пя тью остат ка ми ман но зы (Man5). Со от но ше ние форм
гли ка нов так же ока за лось впол не ти пич но для ан ти тел, по лу чен ных с ис по ль зо ва ни ем кле ток СНО: пре и му ще ст вен ные фор -
мы со дер жа ли фу ко зу и не со дер жа ли га лак то зу. На осно ве по лу чен ных про фи лей гли ка нов, а так же ана ли за про дук тив но сти
при раз ных усло ви ях ку ль ти ви ро ва ния для да ль ней ших ис сле до ва ний было вы бра но со че та ние сре ды Dy na mis (Gib co, США) и
под пит ки Ac tiC HOA/B (GE He al t h ca re, Австрия), ко то рые обес пе чи ва ли про дук тив ность по ан ти те лу 1,58 г/л в ре жи ме fed-batch.
Было уста нов ле но, что по со дер жа нию остат ков га лак то зы (19,6% в по лу чен ном пре па ра те про тив 23,5% в ори ги на ль ном) и
фу ко зы (85,7% про тив 88,7%) по лу чен ное ан ти те ло близ ко к ори ги на ль но му, т.е. со дер жа ние основ ных гли ка нов и со став ля ю -
щих их мо но са ха ри дов при бли же но к же ла е мо му. Су ще ст вен ное от ли чие об на ру жи ва ет ся то ль ко по со дер жа нию ми нор но го
гли ка на Man5: 1,7% про тив 6,3%. Зна чи мость дан ных раз ли чий мож но оце ни вать двоя ко: с од ной сто ро ны, они на хо дят ся вне
пре де лов из мен чи во сти ори ги на ль но го пре па ра та, с дру гой – они по лу че ны на ран нем эта пе раз ра бот ки пре па ра та, при ку ль ти -
ви ро ва нии в ма лом объ е ме.

Клю че вые сло ва: гли ко зи ли ро ва ние, клет ки СНО, куль ти ви ро ва ние, оп ти ми за ция.
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Те ра пев ти че ские мо но кло на ль ные ан ти те -
ла (мо но АТ) при над ле жат к наи бо лее вос тре бо -
ван ным про дук там био тех но ло ги че ско го рын ка.
Они ис по ль зу ют ся для те ра пии мно гих он ко ло ги -
че ских [1, 2], ауто им мун ных [3, 4] и ви рус ных [5]
за бо ле ва ний. Как пра ви ло, мо но АТ про из во дят с
по мо щью сус пен зи он ной ку ль ту ры кле ток яич ни -

ков ки тай ско го хо мяч ка (CHO), од на ко есть и слу -
чаи при ме не ния для этой цели кле ток ми е ло мы
Sp2/0 [1] и NS0 [6].

Ада ли му маб – мо но кло на ль ное ан ти те ло
про тив ци то ки на TNF, эф фек тив ное для ле че ния 
рев ма то ид но го ар т ри та [4] и бо лез ни Кро на [7].
Пер во на ча ль ной кон цеп цией при раз ра бот ке ан -
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Спи сок со кра ще ний: КЖ – ку ль ту ра ль ная жид кость; мо но АТ – мо но кло на ль ное(ые) ан ти те ло(а); ADCC (An ti bo dy-De pen dant
Cell-me di a ted Cy to to xi ci ty) – ан ти те ло за ви си мая кле точ но-опо сре до ван ная ци то ток сич ность; CDC (Com p le ment-De pen dant Cy -
to to xi ci ty) – ком п ле мент-за ви си мая ци то ток сич ность; TNF (Tu mor Ne cro sis Fac tor ) – фак тор не кро за опу хо лей аль фа.



ти тел про тив дан но го ци то ки на было при да ние
им спо соб но сти бло ки ро вать фун к ции TNF как
ме ди а то ра вос па ле ния [8]. К тому вре ме ни уже
было из ве ст но, что эти фун к ции мо жет осу ще ст в -
лять как рас тво ри мая, так и транс мем б ран ная
фор ма ци то ки на [9].

В ходе да ль ней ших ис сле до ва ний было по -
ка за но, что ан ти те ло Ада ли му маб при свя зы ва -
нии с транс мем б ран ной фор мой TNF, пред став -
лен ной на по вер х но сти мак ро фа гов и Т-лим фо ци -
тов, мо жет ин ду ци ро вать ком п ле мент-опо сре до -
ван ную ци то ток сич ность (CDC) и ан ти те ло за ви -
си мую кле точ но-опо сре до ван ную ци то ток сич ность 
(ADCC) про тив дан ных кле ток [10]. В ре зу ль та те
у бо ль ных уда ет ся кон т ро ли ро вать пул лим фо ид -
ных кле ток, от ве ча ю щих за вы ра бот ку TNF, чем
объ яс ня ет ся пре и му ще ст во Ада ли му ма ба и дру -
гих ан ти тел в ле че нии бо лез ни Кро на по срав не -
нию с не ан ти те ль ны ми ан та го ни ста ми дан но го
ци то ки на, на при мер эта нер цеп том [10].

Пре па рат Ада ли му маб пред став ля ет со бой
пол но стью че ло ве че ское ан ти те ло, что обу слов -
ли ва ет его сни жен ную им му но ген ность, про яв ля ю -
щу ю ся, в ча ст но сти, в уме нь ше нии ча с то ты ал -
лер ги че ских ре ак ций. 

Прак ти че ски все со вре мен ные те ра пев ти -
че ские мо но АТ, как и их при род ные ана ло ги, яв -
ля ют ся гли коп ро те и на ми [11], и бо ль шин ст во из
них име ют один сайт N-свя зан но го гли ко зи ли ро -
ва ния в кон стан т ной об ла с ти тя же лой цепи [12].
Бла го да ря свое му рас по ло же нию в мо ле ку ле ан -
ти те ла гли ка ны не влия ют на свя зы ва ние с ан ти -
ге на ми, но яв ля ют ся од ним из основ ных фак то -
ров, опре де ля ю щих эф фек тор ные фун к ции ан ти -
тел [13]. В ча ст но сти, от сут ст вие остат ка фу ко зы
в мо ле ку ле ан ти те ла вы зы ва ет мно го крат ное уси -
ле ние ADCC за счет луч ше го свя зы ва ния с ре цеп -
то ром FcгRIII [14], а при сут ст вие кон це во го
остат ка га лак то зы – уве ли че ние аф фин но сти си с -
те мы ком п ле мен та к бел ку C1q [15] и по вы ше ние
CDC [16].

Ин те рес ным свой ст вом ан ти тел, со дер жа -
щих кон це вые остат ки га лак то зы и си а ло вых кис -
лот, яв ля ет ся их про ти во вос па ли те ль ное дей ст -
вие [17,18]. На ко нец, гли ка ны с вы со ким со дер -
жа ни ем ман но зы обес пе чи ва ют бо лее бы ст рый
кли ренс ан ти тел, что рас смат ри ва ет ся как не га -
тив ное яв ле ние [19]. Та ким об ра зом, зна чи мость
гли ко зи ли ро ва ния мо но кло на ль ных ан ти тел не
вы зы ва ет со мне ния.

В на сто я щее вре мя основ ным про из во ди те -
лем Ада ли му ма ба (в фор ме пре па ра та Hu mi ra) яв -
ля ет ся ком па ния Ab bot GmbH & Co. KG (США).
Раз ра бот ка тех но ло гии про из вод ст ва со вре мен -

ных вы со ко эф фек тив ных оте че ст вен ных ле кар ст -
вен ных био си ми ля ров на осно ве мо но кло на ль -
ных ан ти тел яв ля ет ся ак ту а ль ной за да чей. По э то -
му це лью дан но го ис сле до ва ния яв ля лось по лу че -
ние ста би ль ной кле точ ной ли нии – про ду цен та
мо но кло на ль но го ан ти те ла Ада ли му маб к фак то -
ру не кро за опу холей аль фа и оп ти ми за ция про фи -
ля его гли ко зи ли ро ва ния. При этом оп ти ма ль ное
гли ко зи ли ро ва ние дол жно было быть ре а ли зо ва -
но на ста дии ку ль ти ви ро ва ния, по ско ль ку раз лич -
ные гли ко фор мы ан ти тел мало от ли ча ют ся по
сво им ха рак те ри сти кам и их раз де ле ние на эта пе
очи ст ки пред став ля ет не три ви а ль ную за да чу.

Для оп ти ми за ции гли ко зи ли ро ва ния ре ком -
би нан т ных бел ков, про из во ди мых клет ка ми мле -
ко пи та ю щих, ис по ль зу ют ся раз ные под хо ды, в
пер вую оче редь, осно ван ные на под бо ре со ста ва
пи та те ль ных сред. На при мер, для улуч ше ния га -
лак то зи ли ро ва ния эф фек тив но до бав ле ние в сре -
ду сме си ури ди на, соли мар ган ца и га лак то зы
[20], си а ли ро ва ния – си а ло вых кис лот или их
пред ше ст вен ни ка N-аце тил-D-ман но за ми на [21];
для по вы ше ния со дер жа ния гли ка нов с вы со ким
со дер жа ни ем ман но зы – соб ст вен но ман но зы
[22]. Так же есть со от вет ст ву ю щие под хо ды, осно -
ван ные на вы бо ре фи зи ко-хи ми че ских па ра мет -
ров ку ль ти ви ро ва ния [23, 24].

Та ким об ра зом, ре ше ние за да чи при ве де -
ния про фи ля гли ка нов в со от вет ст вие с не ким за -
дан ным стан дар том (ори ги на ль ным пре па ра том)
мо жет со сто ять в со че та нии опи сан ных выше
под хо дов в за ви си мо сти от того, ка кой кон к рет но
па ра метр пред сто ит оп ти ми зи ро вать.

В на сто я щем ис сле до ва нии был ре а ли зо ван
один из под хо дов к ре ше нию ука зан ной за да чи, а
имен но, ис по ль зо ва ние со ста ва пи та те ль ной сре -
ды как фак то ра оп ти ми за ции про фи ля гли ко зи ли -
ро ва ния био а на ло га ан ти те ла Ада ли му маб, а так -
же по вы ше ния про дук тив но сти ли нии кле ток СНО
по дан но му ан ти те лу.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Ис по ль зо ва лась сус пен зи он ная кле точ ная
ли ния CHO-DHFR-ADMB26, раз ра бо тан ная ав то -
ра ми на сто я щей ста тьи на осно ве DHFR-си с те мы
и ста би ль но про ду ци ру ю щая мо но кло на ль ное ан -
ти те ло Ада ли му маб. Ку ль ти ви ро ва ние про во ди -
ли в шей ке ре-СО2-ин ку ба то ре Mul tit ron Cell (In -
fors, Швей ца рия) в од но ра зо вых кол бах ем ко стью 
125 мл (Cor ning, США). Объ ем за пол не ния колб
со став лял 15–20 мл, ско рость пе ре ме ши ва ния –
120 об/мин; в шей ке ре под дер жи ва лась 5%-ная
кон цен т ра ция СО2 и 80%-ная влаж ность. Каж дые
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3–4 дня опре де ля ли плот ность кле точ ной сус пен -
зии и жиз не спо соб ность кле ток с по мо щью счет чи -
ка кле ток TC10 (Bi o Rad, США), а так же про во ди ли
суб ку ль ти ви ро ва ние пу тем раз бав ле ния сус пен зии
кле ток све жей сре дой до плот но сти 0,3106 кл/мл.

В раз ра бот ке ори ен ти ро ва лись на спо соб
ку ль ти ви ро ва ния в зам кну том объ е ме с под пит ка -
ми (fed-batch) в кол бах. Ис по ль зо ва ли бо ль шой
на бор пи та те ль ных сред и под пи ток от раз ных
про из во ди те лей (табл. 1). Все сре ды и под пит ки
не со дер жа ли ком по нен тов жи вот но го про ис хож -
де ния и были пред наз на че ны для сус пен зи он но го
ку ль ти ви ро ва ния кле ток СНО.

Адап та цию кле ток к но вым сре дам про во -
ди ли сле ду ю щим об ра зом. В день оче ред но го
суб ку ль ти ви ро ва ния вно си ли сус пен зию кле ток в
смесь рав ных объ е мов ста рой и но вой сре ды до
плот но сти 0,5106 кл/мл. При сле ду ю щем пас са же 
по ме ща ли сус пен зию в пол но стью но вую сре ду
из рас че та по лу че ния та кой же на ча ль ной плот но -
сти. По сле это го про во ди ли не ме нее 4 пас са жей в 
но вой сре де с плот но стью по се ва 0,3106 кл/мл до
ста би ли за ции вре ме ни уд во е ния. По ско ль ку та -
кая схе ма адап та ции по зво ля ла под дер жи вать вы -
со кую жиз не спо соб ность ку ль ту ры, бо лее слож -
ные под хо ды не ис по ль зо ва ли.

Для ку ль ти ви ро ва ния с под пит ка ми при ме -
ня ли как схе мы, ре ко мен до ван ные про из во ди те ля -
ми, так и мо ди фи ци ро ван ные про то ко лы. Ис по ль -
зо ва ли кол бы объ е мом 125 мл и шей кер-СО2- ин ку -
ба тор (см. выше). Еже днев но, на чи ная с 3-го дня,

опре де ля ли плот ность сус пен зии и жиз не спо соб -
ность кле ток и из ме ря ли кон цен т ра цию глю ко зы
в КЖ с по мо щью ана ли за то ра Ac cut rend Plus
(Roc he, США). При не об хо ди мо сти до бав ля ли
глю ко зу до кон цен т ра ции 5 г/л вме с те с под пит -
кой. Так же на 7-е и 10-е сут ки ку ль ти ви ро ва ния
опре де ля ли кон цен т ра цию лак та та с ис по ль зо ва -
ни ем того же ана ли за то ра. Цикл ку ль ти ви ро ва ния 
за вер ша ли при па де нии жиз не спо соб но сти кле -
ток ниже 70%.

Рас чет вре ме ни уд во е ния и уде ль ной про -
дук тив но сти ку ль ту ры (пг/клсут) про во ди ли со -
глас но стан дар т ной ме то ди ке [25]. 

Кон цен т ра цию це ле во го бел ка опре де ля ли
с по мо щью ВЭЖХ ме то дом гель-фи ль тра ции на
ко лон ке TSKgel G2000SW (To soh Bioscience, Гер -
ма ния).

Для ана ли за про фи ля гли ка нов мо но кло на -
ль ное ан ти те ло от де ля ли от ку ль ту ра ль ной сре -
ды на цен т ри фуж ных ко лон ках Pro te in A HP
Spin T rap (GE He al t h ca re, США). Под го тов ку проб
к ана ли зу гли ка нов осу ще ст в ля ли пу тем фер мен -
та тив но го дег ли ко зи ли ро ва ния 500 мкг обес со -
лен ной суб стан ции мо но кло на ль но го ан ти те ла
фер мен том N-гли ко зи да зой (Roc he). Для обес со -
ли ва ния об раз цов ис по ль зо ва ли мик ро цен т ри -
фуж ные кон цен т ра то ры Vi vaS pin 500 (Sar to ri us).
На ча ль ный объ ем кон цен т ри ро ва ли при мер но в 
10 раз в 5 мМ нат рий-фос фат ном бу фе ре, рН 7,0,
в 3 ста дии на цен т ри фу ге Ep pen dorf 5417R (Гер -
ма ния) при 10 000g и 4°С. Ко неч ный объ ем обес -
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 ВО РО НИ НА и др.

Та б ли  ца  1

Сре ды и под пит ки, ис по ль зо ван ные в ра бо те
Me dia and fe eds used in this work

Сре да Под пит ка Про из во ди тель 

SFM4CHO Cellboost 1–6 GE Healthcare (Hyclone/PAA) (Ав с трия)

Hycell То же То же
CDM4CHO ActiCHO Feed A/B « «

ActiCHO P CD То же « «

Dynamis Efficient Feed A+, B+, C+ Life Technologies (Gibco, США)

OptiCHO То же То же

MAM-PF77 FMS3, FMU Amimed (Ве ли коб ри та ния)

CellVento 200/210/220 Cellvento Feed 200/210/220 Merck (Гер ма ния)

EX-Cell Advanced EX-Cell Advanced Feed 1 Sigma-Aldrich (США)

BalanCD Growth A BalanCD Feed 1,2,3 Irvine Scientific (США)

PowerCHO-2CD PowerFeed A Lonza (Бель гия)



со лен ных об раз цов до во ди ли бу фе ром до 250
мкл. За тем вно си ли фер мент N-гли ко зи да зу и
про во ди ли дег ли ко зи ли ро ва ние пре па ра та в со от -
вет ст вии с ре ко мен да ци я ми про из во ди те ля. Ре ак -
цию оста нав ли ва ли пу тем за мо ра жи ва ния об раз -
цов при –30°С.

Ана лиз от де лен ных оли го са ха ри дов осу ще -
ст в ля ли с ис по ль зо ва ни ем хро ма томасс-спек тро -
мет рии (на хро ма тог ра фе 1260 In fi ni ty (Agi lent,
США) с под клю чен ным к нему масс-спек тро мет -
ром Bru ker Ma xis Im pact (QqTOF, Гер ма ния)).
Прин цип ана ли за за клю чал ся в пред ва ри те ль ном
раз де ле нии мо ле кул це ле вых гли ка нов и со пут ст -
ву ю щих ком по нен тов мат ри цы на хро ма тог ра фи -
че ской ко лон ке с по сле ду ю щей иони за цией гли -
ка нов и дру гих ком по нен тов мат ри цы при элек т -
ро рас пы ле нии в ион ном ис точ ни ке масс-спек тро -
мет ра, а так же раз де ле ни ем и де тек цией об ра зо -
вав ших ся ионов в масс-ана ли за то ре.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для вы бо ра кри те ри ев при ем ле мо сти про -
фи ля гли ко зи ли ро ва ния по лу чен но го про дук та
было про ве де но ис сле до ва ние про фи ля гли ка нов

у ори ги на ль но го пре па ра та (табл. 2). Были ис сле -
до ва ны об раз цы трех пар тий дан но го пре па ра та, и 
об на ру же ны ти пич ные гли ка ны мо но кло на ль ных
ан ти тел, про ду ци ру е мые клет ка ми СНО: ком п -
лек с ные фу ко зи ли ро ван ные G0F/G1F/G2F и не -
фу ко зи ли ро ван ные G0/G1, а так же гли ка ны с 5 ос -
тат ка ми ман но зы (Man5). Со от но ше ние форм
гли ка нов так же ока за лось впол не ти пич но для
кле ток СНО: они пре и му ще ст вен но со дер жа ли
фу ко зу, а не га лак то зу [11].

На осно ва нии пред ва ри те ль ных эк с пе ри -
мен тов было ре ше но, что оп ти ма ль ным про цес -
сом про из вод ст ва дан но го мо но кло на ль но го ан -
ти те ла яв ля ет ся ку ль ти ви ро ва ние в зам кну том
объ е ме с пе ри о ди че ским до бав ле ни ем под пи ток.
Для до сти же ния мак си ма ль ной про дук тив но сти
кле точ ной ли нии был про ве ден скри нинг ком мер -
че ски до ступ ных пи та те ль ных сред. На этом эта -
пе под пит ки не до бав ля ли, и из ме ря ли вре мя уд -
во е ния кле ток и уде ль ную про дук тив ность на 4-й
день ку ль ти ви ро ва ния (табл. 3).

Как вид но из табл. 3, на блю да лись су ще ст -
вен ные раз ли чия меж ду сре да ми по обо им ис сле -
ду е мым па ра мет рам, ко то рые по зво ли ли опре де -
лить ли ди ру ю щую груп пу, со сто я щую из Dy na -
mis, SFM4CHO, Cel lVen to-210 и Ac tiC HO P CD,
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Та б ли  ца  2

Со дер жа ние гли ко зи ли ро ван ных форм, %, в трех ис сле до ван ных пар ти ях ори ги на ль но го 
пре па ра та Hu mi ra (Ab bot GmbH&Co. KG )

Con tents of gly co sy la ted forms, %, in ori gi nal pre pa ra ti on of Hu mi ra (Ab bot GmbH & Co. KG)
(three lots)

Гли кан Но мен к ла ту ра
Со дер жа ние форм в раз лич ных пар ти ях Сред нее зна че ние

по всем пар ти ям1 2 3

Фу ко зи ли ро ван ный

G0F 62,3 63,7 66,0 64,0±1,5
G1F 21,2 19,8 18,6 19,9±1,1
G2F 2,0 1,7 1,6 1,8±0,2

Не фу ко зи ли ро ван ный
G0 6,1 6,5 6,7 6,4±0,2
G1 1,9 1,8 1,7 1,8±0,1

С пятью ос тат ка ми
ман но зы Man5 6,7 6,7 5,5 6,3±0,6

Сред нее сум мар ное 
со дер жа ние ос тат ков

F 85,7
G 23,5

Man5   6,3

При ме ча ние. Циф ра в но мен к ла ту ре ком п лек с ных гли ка нов ука зы ва ет чис ло остат ков га лак то зы на од ну мо ле ку лу оли го са ха ри да.
Fo ot no te. Fi gu re in de sig na ti ons of com p lex gly cans in di ca tes num ber of ga lac to se re si du es per oli go sac cha ri de mo le cu le.



обес пе чи ва ю щих до во ль но вы со кую уде ль ную
про дук тив ность и время уд во е ния 24–26 ч. Эти
сре ды были ото бра ны в на деж де на пер с пек тив -
ные ре зу ль та ты их ис по ль зо ва ния в опы тах с под -
пит кой.

Вто рым эта пом оп ти ми за ции был под бор
под пи ток; при этом клет ки вы ра щи ва ли до па де -
ния жиз не спо соб но сти не ниже 70% не за ви си мо
от вре ме ни ку ль ти ви ро ва ния (как это ча с то ис по ль -
зу ет ся при получении мо но АТ). При ме ня ли все
пе ре чис лен ные выше под пит ки в ком би на ци ях с
че ты рь мя ли ди ру ю щи ми сре да ми. На осно ва нии
пре ды ду щих ис сле до ва ний ис по ль зо ва ли не все
воз мож ные, а то ль ко те ком би на ции че ты рех вы -
ше у ка зан ных сред и под пи ток, ко то рые с наи бо -
ль шей ве ро ят но стью мог ли обес пе чить вы со кий
ре зу ль тат ку ль ти ви ро ва ния. При этом каж дая
под пит ка была про а на ли зи ро ва на не ме нее, чем с
дву мя сре да ми раз ных про из во ди те лей. В табл. 4
при ве де ны ре зу ль та ты луч ших ком би на ций с
про дук тив но стью по ан ти те лу не ниже 0,7 г/л. Все 
под пит ки вно си ли, на чи ная с 3-го дня ку ль ти ви -
ро ва ния, до ука зан но го ко неч но го со дер жа ния в
объ е ме сре ды.

Об раз цы ан ти те ла, по лу чен ные с ис по ль зо -
ва ни ем ука зан ных сред, ана ли зи ро ва ли на со дер -
жа ние гли ка нов (см. табл. 4). В ре зу ль та те срав не -
ния про фи лей гли ка нов по лу чен но го и ори ги на -
ль но го пре па ра тов и с уче том уров ня про дук тив -

но сти для да ль ней ших ис сле до ва ний была вы бра -
на ком би на ция № 4 с мак си ма ль ной про дук тив но -
стью 1,58 г/л. По со дер жа нию остат ков га лак то зы
(19,6% в по лу чен ном про тив 23,5% в ори ги на ль -
ном пре па ра те) и фу ко зы (88,7% про тив 85,7%)
(табл. 2, 4) ан ти те ло, про ду ци ру е мое на этой сре -
де, наи бо лее близ ко к ори ги на ль но му пре па ра ту.
Су ще ст вен ное от ли чие об на ру жи ва ет ся то ль ко
по со дер жа нию ми нор но го гли ка на Man5 – 1,7%
про тив 6,3%.

Та ким об ра зом, со дер жа ние основ ных гли -
ка нов и со став ля ю щих их мо но са ха ри дов в про -
дук те ока за лось близ ко к же ла е мо му. Что ка са ет -
ся гли ка на Man5, то, как было от ме че но, его при -
сут ст вие яв ля ет ся не же ла те ль ным для пре па ра тов 
ан ти тел из-за обу слов лен но го им по вы шен но го
кли рен са, в свя зи с чем его бо лее низ кая кон цен т -
ра ция в по лу чен ном про дук те по срав не нию с
ори ги на ль ным пре па ра том мо жет рас смат ри ва ть -
ся как пре и му ще ст во. Кро ме того, из ве ст но, что
мас ш та би ро ва ние про цес са от кол бы до био ре ак -
то ра за ча с тую при во дит к су ще ст вен ным из ме не -
ни ям ха рак те ри стик це ле во го бел ка, вклю чая и
гли ко зи ли ро ва ние. По э то му окон ча те ль ная оцен -
ка со от вет ст вия со дер жа ния гли ка нов в по лу чен -
ном про дук те и ори ги на ль ном пре па ра те бу дет
про ве де на и опуб ли ко ва на позд нее.

Та ким об ра зом, по ка за но, что при ис по ль -
зо ва нии раз лич ных ком мер че ски до ступ ных пи -
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Та б ли  ца  3

Ха рак те ри стит ки ро с та кле точ ной ли нии CHO-DHFR-ADMB26 на раз лич ных ком мер че ских
сре дах на 4-й день ку ль ти ви ро ва ния

Cha rac te ris tics of CHO-DHFR-ADMB26 cell line growth on va rio us com mer ci al ly ava i lab le me dia 
on 4th day of cul tu ring

Сре да Вре мя уд во е ния, ч Уде ль ная про дук тив ность,
пг/клсут

BalanCD Growth A 28 7,2

Dynamis 25 9,2

OptiCHO 24 10,4

MAM-PF77 31 6,5

Hycell 31 8,8

SFM4CHO 26 15,6

PowerCHO-2CD 34 10,2

CellVento-200 27 10,7

CellVento-210 26 11,7

ActiCHO P CD 24 7,9



та те ль ных сред и под пи ток для ку ль ти ви ро ва ния
кле ток CHO в кол бах мож но в до ста точ но ши ро -
ких пре де лах из ме нять про филь гли ка нов ре ком -
би нан т ных ан ти тел и до би ва ть ся тре бу е мо го ре -
зу ль та та, а так же уве ли чи вать про дук тив ность по -
лу чен но го кло на-про ду цен та.

Сле ду ет осо бо от ме тить, что наи бо лее эф -
фек тив ные ком би на ции со сто я ли из сред и под пи -
ток от раз ных про из во ди те лей. Этот мо мент ча с то 
не учи ты ва ет ся раз ра бот чи ка ми, в ре зу ль та те че го
они упу с ка ют ре а ль ную воз мож ность до би ть ся
су ще ст вен но го про грес са в про из во ди те ль но сти
про цес са ку ль ти ви ро ва ния и ка че ст ве це ле во го
про дук та.
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Та б ли  ца  4

Ком би на ции сред и под пи ток, обес пе чи ва ю щих вы со кую про дук тив ность кле точ ной ли нии
CHO-DHFR-ADMB26, и про филь гли ко зи ли ро ва ния ан ти те ла при их ис по ль зо ва нии

Com bi na ti ons of me dia and fe eds that en su re high pro duc ti vi ty of CHO-DHFR-ADMB26 cell line, 
and gly co sy la ti on pro fi le they pro vi de

№
схе мы Сре да Под пит ка

(% от объ е ма ку ль ту ры)

Про дук -
тив ность,

г/л

Со дер жа ние
гли ко зи ли ро ван ных форм, %

G0F G1F G2F G0 G1 Man5

1 ActiCHO P CD ActiCHO Feed (1,5) 1,24 34,45 45 10,3 4 4,25 2,1
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7 CellVento-210 BalanCD Feed2 (5) / FMS3 (1) 1,27 60,7 25,2 3,0 7,3 2,6 1,2

При ме ча ние. Упо ми на ние двух под пи ток че рез ко сую чер ту озна ча ет их по пе ре мен ное ис по ль зо ва ние.
Fo ot no te. Two fe eds thro ugh slash mean the ir al ter na te use.
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Ab s t ract – A stra te gy for op ti mi za ti on of the gly co sy la ti on pro fi le of Ada li mu mab, a mo no clo nal an ti bo dy to TNFб pro du ced by CHO
cul tu re has been des c ri bed. Ada li mu mab is an ana log of a mo no clo nal an ti bo dy that ser ves as a sub s tan ce of the Hu mi ra pre pa ra ti on, a
pro duct of Ab bot GmbH & Co. KG (USA). Cul tu ring in a clo sed vo lu me with pe ri o di cal feed ad di ti on (fed-batch re gi me) was the ba sis
of the de ve lo ped tec h no lo gy. A gre at num ber of me dia and fe eds from va rio us ma nu fac tu rers were tes ted. All of them con ta i ned no com -
po nents of ani mal ori gin and sup por ted the CHO cell line sus pen si on cul ti va ti on. The ana ly sis of se pa ra ted from the an ti bo dy oli go sac -
cha ri des and the ir com pa ri son with the ori gi nal pre pa ra ti on were per for med by chro ma to mass-spec t ro met ry. Three lots of the ob ta i ned
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ОП ТИ МИ ЗА ЦИЯ СО СТА ВА ПИ ТА ТЕ ЛЬ НЫХ СРЕД ДЛЯ КУ ЛЬ ТИ ВИ РО ВА НИЯ КЛЕ ТОЧ НОЙ ЛИ НИИ СНО

pre pa ra ti on were ana ly zed, and it was shown that they all con ta i ned the ty pi cal gly cans for an ti bo di es pro du ced by the CHO cells: the
com p lex fu co sy la ted G0F/G1F/G2F and non fu co sy la ted G0/G1 forms, and also gly cans with 5 man no se re si du es (Man5). The ra tio of
gly cans was also ty pi cal for an ti bo di es ob ta i ned by CHO cells cul tu ring: the pre do mi na ting forms con ta i ned fu co se rat her than ga lac to -
se. Ba sed on the ana ly sis of the gly co sy la ti on pro fi le and data on an ti bo dy pro duc ti vi ty, a com bi na ti on of Dy na mis (Gib co, USA) me di -
um and Ac tiC HOA/B (GE He al t h ca re, Aus t ria) feed that pro vi ded the an ti bo dy pro duc ti vi ty of 1.58 g/L du ring fed-batch cul tu ring was
se lec ted for the fur t her in ves ti ga ti on. It was es tab lis hed that the ga lac to se (19.6% in the ob ta i ned ver sus 23.5% in the ori gi nal pre pa ra ti -
on) and fu co se (85.7% ver sus 88.7%) con tent were si mi lar in both pre pa ra ti ons, i.e. the amo unts of main gly cans and mo no sac ha ri des as
the ir com po nents are clo se to the de si red sta tus. The sig ni fi cant dif fe ren ce was only ob ser ved in the con tent of a mi nor gly can, Man5
(1.7% ver sus 6.3%). The im por tan ce of tho se dif fe ren ces can be as ses sed in two ways: on one hand, they are bey ond the per mis sib le li -
mits of va ri a bi li ty of the ori gi nal pre pa ra ti on; on the ot her, they were ob ser ved at an ear ly sta ge of the tec h no lo gy, du ring a small-vo lu -
me cul tu ring.

Key words: CHO cells, cultivation, glycosylation, optimization.
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