
Спи сок тер ми нов

Фед-батч (fed batch)— ку ль ти ви ро ва ние мик ро ор га низ -
мов или ку ль тур кле ток в пе ри о ди че ском ре жи ме с под пит кой.

Пер фу зия — раз но вид ность не пре рыв но го ку ль ти ви -
ро ва ния с ча с тич ным или пол ным от де ле ни ем кле ток от вы хо -
дя ще го по то ка ку ль ту ра ль ной жид ко сти и воз вра ще ни ем их в 
био ре ак тор.

Уско ре ние пер фу зии — из ме не ние ско ро сти раз бав ле -
ния (пер фу зии) за еди ни цу вре ме ни, сут–2.

Уде ль ная ско рость пер фу зии (УСП) — от но ше ние ско -
ро сти про то ка пи та те ль ной сре ды (услов ный тер мин, озна ча -
ю щий со во куп ность ско ро сти при то ка пи та те ль ной сре ды и
от то ка бес кле точ ной КЖ) к кон цен т ра ции кле ток, пл/кл/сут. 

Ста ци о нар ная фа за пер фу зи он но го ку ль ти ви ро ва -
ния — фа за пер фу зи он но го про цес са, в ко то рой рост кле -
ток в био ре ак то ре ком пен си ро ван их от бо ром, так что кон -
цен т ра ция кле ток в те че ние дли те ль но го вре ме ни под дер -
жи ва ет ся на опре де лен ном уров не с не зна чи те ль ны ми от -
кло не ни я ми.

Бли динг (ble e ding) — не пре рыв ный или ди ск рет ный
от бор сус пен зии кле ток из био ре ак то ра в ста ци о нар ной фа зе
пер фу зи он но го ку ль ти ви ро ва ния для пред от вра ще ния пе ре -
рас та ния ку ль ту ры и воз ник но ве ния ли ми ти ро ва ния пи та -
те ль ны ми суб ст ра та ми.
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Оп  ти ми з а ция уско р е  ния пер фу  зии —  клю  че вой  этап
раз  ра бот  ки вы  со ко п ро из в о ди те  ль но го пер  фу зи о н но го
ку л ь ти ви  ро ва н ия кл е ток СНО

Изу че но вли я ние ре жи ма про то ка пи та тель ной сре ды в на чаль ной фа зе пер фу зи он -
но го про цес са на ха рак те рис ти ки рос та кле ток ли нии СНО, про ду ци ру ю щих IgG1
те ра пев ти чес ко го наз на че ния, а так же на про филь гли ко зи ли ро ва ния син те зи ру е мо -
го бел ка. Бы ло ус та нов ле но, что при не оп ти маль ных зна че ни ях ус ко ре ния пер фу -
зии воз ни ка ют от к ло не ния от нор маль но го пе ре хо да куль ту ры кле ток в ста ци о нар -
ную фа зу про цес са. Нап ри мер, в ре зуль та те слиш ком быс т ро го уве ли че ния ско рос -
ти пер фу зии наб лю да ет ся пре вы ше ние мак си маль ной кон цен т ра ции кле ток, ко то -
рую спо соб на под дер жи вать пи та тель ная сре да. Про ис хо дит ли ми ти ро ва ние рос та
куль ту ры, ре зуль та том ко то ро го ста но вит ся прек ра ще ние про ли фе ра ции и па де ние
жиз нес по соб нос ти. Даль ней шее вос с та нов ле ние куль ту ры за ни ма ет нес коль ко су ток,
что сни жа ет эко но ми чес кую эф фек тив ность про цес са куль ти ви ро ва ния. В свою оче -
редь, при не дос та точ ном ус ко ре нии пер фу зии воз ни ка ют ме та бо ли чес кие пе рес т -
рой ки кле ток - п ро ду цен тов, в ре зуль та те ко то рых от ме ча ет ся из ме не ние удель ной
про дук тив нос ти и ка чес т ва це ле во го бел ка. В час т нос ти, умень ша ет ся сте пень фу ко -
зи ли ро ва ния це ле вой мо ле ку лы, что мо жет не га тив но ска зать ся на про фи ле бе зо пас -
нос ти ле кар с т вен но го пре па ра та. Так же мож но наб лю дать су щес т вен ное за мед ле -
ние про ли фе ра ции кле ток с од нов ре мен ным уве ли че ни ем их объ е ма в 2—2,5 ра за.

Клю че вые сло ва: би о ре ак тор, гли ко зи ли ро ва ние, клет ки СНО, оп ти ми за ция, пер фу зия, ус ко ре ние пер фу зии.
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Спи сок со кра ще ний: ВЭЖХ — вы со ко эф фек тив ная жид ко ст ная хро ма тог ра фия; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; УСП — уде -
ль ная ско рость пер фу зии; ADCC (an ti bo dy-de pen dant cell cy to to xi ci ty) — ан ти те ло за ви си мая кле точ ная ци то ток сич ность;
IgG1 — им му ног ло бу лин, фрак ция 1.
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Био фар ма цев ти че ская от расль ши ро ко ис по ль -
зу ет клет ки мле ко пи та ю щих для по лу че ния ре ком -
би нан т ных бел ков те ра пев ти че ско го на зна че ния.
Наи бо лее вос тре бо ван ной кле точ ной ли нией в
про из вод ст ве гли ко зи ли ро ван ных бел ков яв ля ет -
ся ли ния СНО, по лу чен ная из кле ток яич ни ка ки -
тай ско го хо мяч ка. На се год няш ний день основ ны -
ми спо со ба ми ку ль ти ви ро ва ния жи вот ных кле ток
яв ля ют ся фед-батч и пер фу зия [1]. Вы бор меж ду
дву мя про цес са ми за ви сит от мно гих фак то ров,
вклю ча ю щих со во куп ную по треб ность в ле кар ст -
вен ном пре па ра те, ста би ль ность ис по ль зу е мой
кле точ ной ли нии, склон ность це ле во го бел ка к де -
гра да ции и т.д. Ре ше ние об ис по ль зо ва нии то го
или ино го спо со ба ку ль ти ви ро ва ния при ни ма ет ся
раз ра бот чи ком в каж дом кон к рет ном слу чае на
осно ва нии тща те ль ной оцен ки этих фак то ров.

В по след нее время пер фу зи он ные про цес -
сы ку ль ти ви ро ва ния ста но вят ся все бо лее вос тре -
бо ван ны ми со сто ро ны про из во ди те лей био фар ма -
цев ти че ских пре па ра тов. Это обу слов ле но ря дом
пре и му ществ, ко то ры ми об ла да ет пер фу зия пе ред 
тра ди ци он ным пе ри о ди че ским ку ль ти ви ро ва ни -
ем. Основ ное пре и му ще ст во — су ще ст вен но бо ль -
шая про из во ди те ль ность пер фу зи он ных про цес -
сов, в 4—10 раз пре вы ша ю щая про из во ди те ль -
ность пе ри о ди че ских про цес сов [2]. Эта раз ни ца
обу слов ле на вы со кой кон цен т ра цией кле ток, ко то -
рая до сти га ет ся в пер фу зи он ных ре ак то рах за
счет ча с тич но го или пол но го от де ле ния био мас сы 
про ду цен та от вы хо дя ще го по то ка КЖ и воз вра ще -
ния ее в био ре ак тор. Кро ме того, для пер фу зи он -
ных про цес сов ха рак тер ны бла го при ят ные и ста -
би ль ные усло вия ро с та кле ток бла го да ря не пре -
рыв но му от во ду про дук тов ме та бо лиз ма и вне се -
нию све жих пи та те ль ных ве ществ. Ко рот кое время 
пре бы ва ния про дук та в био ре ак то ре и низ кое со -
дер жа ние про те аз в  КЖ обес пе чи ва ют вы со кое ка -
че ст во це ле во го бел ка. Это осо бен но важ но для
вы со ко ла би ль ных, склон ных к де гра да ции гли ко -
п ро те и нов, та ких, как фак то ры свер ты ва е мо сти
кро ви и не ко то рые ли зо сом ные фер мен ты [3].

Раз ра бот ка пер фу зи он но го ку ль ти ви ро ва ния
пред став ля ет со бой ком п лек с ную за да чу, со сто я -
щую из не ско ль ких основ ных эта пов: под бор со -
ста ва пи та те ль ной сре ды, оп ти ми за ция ре жим -
ных па ра мет ров про цес са (рН, кон цен т ра ция рас -
тво рен но го кис ло ро да, тем пе ра ту ра ку ль ти ви ро ва -
ния и др.), а так же оп ти ми за ция про то ка пи та те ль -
ной сре ды и ско ро сти от бо ра сус пен зии кле ток.
Ко неч ной це лью раз ра бот ки яв ля ет ся вос про из во -
ди мый и устой чи вый про цесс ку ль ти ви ро ва ния,
ха рак те ри зу ю щий ся вы со кой кон цен т ра цией жиз -
не спо соб ных кле ток, ста би ль но про ду ци ру ю щих

це ле вой бе лок тре бу е мо го ка че ст ва. От ли чи те ль -
ная чер та эф фек тив но го пер фу зи он но го про цес са
— дли те ль ная ста ци о нар ная фаза, в те че ние ко то -
рой кон цен т ра ция кле ток под дер жи ва ет ся на по -
сто ян ном уров не за счет не пре рыв но го от бо ра кле -
точ ной сус пен зии из био ре ак то ра (бли дин га). Про -
дол жи те ль ность ста ци о нар ной фазы мо жет со став -
лять не ско ль ко не дель или даже ме ся цев.

Наши на блю де ния по ка зы ва ют, что осо бое
вни ма ние в ходе раз ра бот ки пер фу зи он но го ку ль -
ти ви ро ва ния кле ток СНО дол жно быть уде ле но на -
ча ль но му эта пу про цес са — ста дии на коп ле ния
био мас сы. Имен но она опре де ля ет фи зио ло ги че -
ское со сто я ние ку ль ту ры кле ток при пе ре хо де в
ста ци о нар ную фазу. Дей ст ви те ль но, со глас но по -
лу чен ным в на сто я щей ра бо те дан ным (см. ниже), 
оп ти ма ль ные па ра мет ры про то ка пи та те ль ной сре -
ды в ло га риф ми че ской фазе ку ль ти ви ро ва ния
пред от вра ща ют ли ми ти ро ва ние ку ль ту ры ком по -
нен та ми пи та ния и обес пе чи ва ют плав ность пе ре -
хо да кле ток в ста ци о нар ную фазу. Не вер но вы -
бран ная стра те гия во вре мя ак тив но го ро с та кле -
ток мо жет при ве с ти к сни же нию эко но ми че ской
эф фек тив но сти про цес са и не ста би ль но сти ка че ст -
ва це ле во го бел ка. 

Не смот ря на зна чи те ль ное ко ли че ст во ис -
сле до ва ний, по свя щен ных раз ра бот ке пер фу зи он -
ных про цес сов ку ль ти ви ро ва ния кле ток СНО, прак -
ти че ски от сут ст ву ют ра бо ты, опи сы ва ю щие вли я -
ние ре жи ма про то ка пи та те ль ной сре ды на на ча ль -
ном эта пе пер фу зии на по ве де ние кле ток в ста ци о -
нар ной фазе.

Бо ль шин ст во ис сле до ва те лей схо дит ся во
мне нии, что клю че вым фак то ром в ходе не пре рыв -
но го пер фу зи он но го ку ль ти ви ро ва ния яв ля ет ся
уде ль ная ско рость пер фу зии (УСП), пред став ля ю -
щая со бой от но ше ние ско ро сти пер фу зии к кон -
цен т ра ции кле ток в био ре ак то ре [4—7]. От ме ча ет -
ся, что  УСП в ста ци о нар ной фазе про цес са не об -
хо ди мо под дер жи вать на та ком уров не, что бы из -
бе жать ли ми ти ро ва ния пи та те ль ны ми ком по нен -
та ми, пред от вра тить на коп ле ние ток си че с ких по -
боч ных про дук тов и обес пе чить по сто ян ное кле -
точ ное окру же ние. Из ме не ние ско ро сти от бо ра
кле ток (ско ро сти бли дин га) по зво ля ет ре гу ли ро -
вать УСП. При дол жной сте пе ни изу чен но сти про -
цес са с по мо щью бли дин га мож но эф фек тив но
управ лять ка че ст вом це ле во го бел ка и вли ять на
уде ль ную про дук тив ность кле ток [8]. Од на ко все
это спра вед ли во для ста ци о нар ной фазы про цес -
са, ког да уже до стиг ну та и под дер жи ва ет ся мак си -
ма ль ная ра бо чая кон цен т ра ция кле ток. Для на ча ль -
ной фазы ку ль ти ви ро ва ния, ког да ме та бо лизм кле -
ток пре тер пе ва ет не пре рыв ные из ме не ния, вли я -

Биотехнология, 2016, Т. 32, № 4 61

ОП ТИ МИ ЗА ЦИЯ УСКО РЕ НИЯ ПЕР ФУ ЗИИ — КЛЮ ЧЕ ВОЙ ЭТАП РАЗ РА БОТ КИ



ние уде ль ной ско ро сти пер фу зии на по ве де ние
кле ток изу че но мало.

Од ной из при чин от сут ст вия ис сле до ва ний,
по свя щен ных на ча ль но му эта пу пер фу зи он но го
про цес са, мо жет быть тот факт, что бо ль шая часть 
бо лее ран них ра бот про во ди лась на пи та те ль ных
сре дах пре ды ду ще го по ко ле ния, не спо соб ных
под дер жи вать вы со кую уде ль ную ско рость ро с та
кле ток в те че ние дли те ль но го вре ме ни. В то же
время, хо ро шо из ве ст но, что ди на ми ка ро с та ку ль -
ту ры кле ток су ще ст вен но за ви сит от ис по ль зу е -
мой пи та те ль ной сре ды [9]. Со вре мен ные пи та те -
ль ные сре ды, оп ти ми зи ро ван ные для пе ри о ди че -
ских про цес сов, мо гут про из во дить из бы точ ный
сти му ли ру ю щий эф фект, ко то рый не га тив но ска -
зы ва ет ся на спо соб но сти кле ток ста би ль но рас ти
при опре де лен ной кле точ ной плот но сти в ста ци о -
нар ной фазе пер фу зи он но го про цес са (дан ные не
при ве де ны).

Це лью дан но го ис сле до ва ния было изу че -
ние вли я ния раз лич ных ре жи мов уско ре ния пер -
фу зии при ку ль ти ви ро ва нии кле ток СНО, про ду -
ци ру ю щих мо но кло на ль ные ан ти те ла те ра пев ти -
че ско го на зна че ния, на ди на ми ку ро с та кле ток,
спо соб ность эф фек тив но пе ре хо дить в ста ци о нар -
ную фазу про цес са и син те зи ро вать ка че ст вен ный 
це ле вой бе лок.

УСЛО ВИЯ ЭК С ПЕ РИ МЕН ТА

В ка че ст ве мо де ли для изу че ния ис по ль зо ва -
ли ис сле до ва те ль скую кле точ ную ли нию CHO-M, 
про ду ци ру ю щую те ра пев ти че ские ан ти те ла ней -
тра ли зу ю ще го дей ст вия. Клет ки вы ра щи ва ли в
шей ке ре-ин ку ба то ре Cli mo-Sha ker ISF1-XC (Kuh -
ner, Швей ца рия) при 90 об/мин в кол бах Эр лен мей -
е ра на ком мер че ской пи та те ль ной сре де Ba lanCD
CHO Growth A (Ir vi ne Sci en ti fic, США), со дер жа -
щей 6 мМ L-глу та мин (Ap plic hem, Гер ма ния) при
37°и 5%-ном со дер жа нии СО2. По лу чен ный ино -
ку лят вно си ли в био ре ак тор, со дер жа щий пи та те -
ль ную сре ду того же со ста ва. Со став пи та те ль ной
сре ды для пер фу зии был сле ду ю щий: 90% Ba -
lanCD CHO Growth A, 10% Ba lanCD CHO Feed 3
(Ir vi ne Sci en ti fic) и 6 мМ L-глу та мин.

Пер фу зи он ное ку ль ти ви ро ва ние кле ток осу -
ще ст в ля ли в од но ра зо вых био ре ак то рах вол но во -
го типа Sar to ri us Flex sa fe 10L per fu si on (Sar to ri us,
Гер ма ния) со встро ен ной пер фу зи он ной мем б ра -
ной и ра бо чим объ е мом сус пен зии 3,0 л. По сев ная 
кон цен т ра ция со став ля ла (0,5 ± 0,1)106 кл/мл.

Кон цен т ра цию рас тво рен но го кис ло ро да в
био ре ак то рах под дер жи ва ли на уров не 50% от на -
сы ще ния. Рас ход га зо вой сме си со став лял 0,3 л/мин.

Так же осу ще ст в ля ли рН-ста ти ро ва ние на уров не
6,9 в те че ние все го про цес са ку ль ти ви ро ва ния с по -
мо щью по да чи СО2 или 5%-ного рас тво ра гид ро -
кси да на трия (Pan re ac Ap plic hem, Гер ма ния). Ча с -
то та ка ча ния плат фор мы с био ре ак то ром на хо ди -
лась в диа па зо не 22—28 /мин; угол на кло на плат -
фор мы со став лял 6°; тем пе ра ту ра ку ль ти ви ро ва -
ния в фазе ро с та — 37°. При до сти же нии ско ро сти 
пер фу зии 0,5 сут-1 тем пе ра ту ру сни жа ли до 34°.

С по мо щью пе ри ста ль ти че ских на со сов, рас -
по ло жен ных на бло ке управ ле ния био ре ак то ром,
осу ще ст в ля ли не пре рыв ную по да чу све жей пи та те -
ль ной сре ды и от бор бес кле точ но го пер фу за та и
сус пен зии кле ток. Кон т роль пер фу зии вел ся с по -
мо щью двух ве со вых плат форм Mid rics (Sar to ri us).

Про ток пи та те ль ной сре ды и от бор пер фу за та 
вклю ча ли че рез 48 ч по сле ино ку ля ции сре ды в био -
ре ак то ре. Ско рость пер фу зии уве ли чи ва ли ли ней -
но от 0 до 1,0 сут–1 с раз лич ным уско ре ни ем —
0,1 сут–2, 0,15 сут–2 и 0,25 сут–2. В каж дом про цес се
ку ль ти ви ро ва ния за сут ки до до сти же ния мак си ма -
ль ной ско ро сти пер фу зии на чи на ли от бор кле точ -
ной сус пен зии (бли динг) на уров не 0,1 сут–1. Ку ль -
ти ви ро ва ние пре кра ща ли че рез 22 дня.

Опре де ле ние кон цен т ра ции и жиз не спо соб -
но сти кле ток, а так же их сред не го диа мет ра про во -
ди ли с по мо щью ав то ма ти че ско го счет чи ка кле -
ток Co un tess (In vit ro gen, США). Кон цен т ра цию
глю ко зы и лак та та в КЖ из ме ря ли на ана ли за то ре
Bi o Sen C-li ne (EKF-Di ag nos tic, Гер ма ния). Кон т ро ль -
ное из ме ре ние рН про во ди ли не по сред ст вен но по -
сле от бо ра про бы на рН-мет ре Se ve nE a sy S20 (Met -
tler To le do, Швей ца рия).

Кон цен т ра цию ан ти тел в ку ль ту ра ль ной
жид ко сти опре де ля ли пу тем вы де ле ния це ле во го
бел ка на аф фин ном сор бен те Mab Se lect (GE He al t -
h ca re, Шве ция) и из ме ре ния его ко ли че ст ва на
спек тро фо то мет ре Bi oP ho to me ter Plus (Ep pen dorf, 
Гер ма ния) при дли не вол ны 280 нм с ис по ль зо ва -
ни ем рас чет но го ко эф фи ци ен та эк стин к ции.

Ана лиз про фи ля гли ко зи ли ро ва ния це ле во -
го бел ка про во ди ли с ис по ль зо ва ни ем cи с те мы
ВЭЖХ Al li an ce e2695 (Wa ters, США) с де тек то ром
Mul ti  Flu o rec sen ce De tec tor 2475 (Wa ters) на ко лон -
ке TSKgel Ami de-80 (To soh Cor po ra ti on, Япо ния). 

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

В на шем ис сле до ва нии мак си ма ль ная ско -
рость пер фу зии была огра ни че на зна че ни ем 1,0 сут–1.
Уве ли че ние ско ро сти про то ка пи та те ль ной сре ды
до вер х не го пре де ла вели с тре мя раз ны ми уско ре -
ни я ми: 0,25 сут–2 (про цесс № 1), 0,15 сут–2 (про -
цесс № 2) и 0,1 сут–2 (про цесс № 3). Гра фи че ски из -
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ме не ния ско ро сти пер фу зии в ходе эк с пе ри мен та ль -
ных про цес сов пред став ле ны на рис. 1.

В ходе про цес са № 1 на блю да ли наи бо ль -
шую ско рость ро с та кле ток с до сти же ни ем пика
их кон цен т ра ции на се дь мые сут ки (рис. 2, a). За -
тем была от ме че на рез кая оста нов ка про ли фе ра -
ции, за ко то рой по сле до ва ло ча с тич ное вы мы ва -
ние кле ток за счет не пре рыв но го от бо ра сус пен -
зии. Од но вре мен но сни жа лась жиз не спо соб ность 
ку ль ту ры (до 82%, см. рис. 2, b). При чи ной та ко го
по ве де ния, как пра ви ло, яв ля ет ся ли ми ти ро ва ние
по од но му из ком по нен тов пи та те ль ной сре ды, ве -
ро ят нее все го, не за ме ни мой ами но кис ло те [10].
Не об хо ди мо под чер к нуть, что бли динг, на чав ший -
ся за сут ки до до сти же ния мак си ма ль ной ско ро -
сти про то ка сре ды, ока зал ся не эф фек тив ным и не
пред от вра тил ли ми ти ро ва ние ро с та ку ль ту ры. Та -
ким об ра зом, сти му ли ро ва ние ме та бо лиз ма рас ту -
щих кле ток при из бы точ ном уско ре нии пер фу зии
при ве ло к ис то ще нию клю че вых ком по нен тов пи -
та те ль ной сре ды и не га тив ным по след ст ви ям для
про ли фе ра ции и вы жи ва е мо сти кле ток.

Сто ит от ме тить, что за счет вы мы ва ния кле -
ток и бы ст ро го сня тия пи та те ль ных огра ни че ний
от ми ра ние ку ль ту ры в про цес се № 1 ока за лось об -
ра ти мым и че рез 9 сут нор ма ль ный рост и про дук -
тив ность кле ток вос ста нав ли ва лись (см. рис. 2, a, d).
Од на ко пе ри од вос ста нов ле ния, на наш взгляд, яв -
ля ет ся до во ль но дли те ль ным и сни жа ет об щую
эф фек тив ность про цес са ку ль ти ви ро ва ния.

В ходе про цес сов № 2 и № 3 на блю да лась бо -
лее низ кая ско рость ро с та кле ток на на ча ль ных эта -
пах (на чи ная с тре ть их су ток) и от сут ст вие ли ми ти -
ро ва ния ком по нен та ми пи та ния. Жиз не спо соб ность
ку ль ту ры оста ва лась вы со кой в те че ние все го вы ра -
щи ва ния. До ше с тых су ток ди на ми ка ро с та кле ток
в двух про цес сах не раз ли ча лась (см. рис. 2, a).
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Рис. 1. Ди на ми ка ско рос ти про то ка сре ды при раз лич -
ных зна че ни ях ус ко ре ния пер фу зии

Fig. 1. Dynamics of medium flow at various perfusion
accelerations

Рис. 2. Кри вые рос та (a) и жиз нес по соб нос ти (b) кле -
ток, из ме не ния удель ной ско рос ти пер фу зии (c) и про дук тив -
нос ти куль ту ры (d) при раз лич ных зна че ни ях ус ко ре ния пер -
фу зии

Fig. 2. Curves of cell growth (a) and viability (b),
changing of specific perfusion rate (c) and culture productivity
(d) at various perfusion accelerations 



На чи ная с се дь мых су ток было от ме че но
за мед ле ние ско ро сти про ли фе ра ции кле ток (до
0,1 сут–1) в про цес се с наи мень шим уско ре ни ем
пер фу зии. Од но вре мен но с этим клет ки на ча ли
уве ли чи ва ть ся в объ е ме. В те че ние сле ду ю щих
шес ти су ток их объ ем в сред нем уве ли чил ся в
2—2,5 раза (табл. 1). В то же время жиз не спо соб -
ность со хра ня лась на вы со ком уров не (выше 96%),
а уде ль ная про дук тив ность (то та ль ная про дук тив -
ность, от не сен ная к кон цен т ра ции кле ток) уве ли -
чи ва лась в 1,7—2 раза по от но ше нию к кон т ро лю
(не рас ту щие клет ки). При этом уде ль ная ско рость 
пер фу зии к во сь мым сут кам вы ров ня лась у всех
трех про цес сов (см. рис. 2, с). Мож но сде лать вы -
вод, что при од ной и той же УСП клет ки мо гут де -
мон ст ри ро вать крат но раз ли ча ю щу ю ся уде ль ную

про дук тив ность, обу слов лен ную не ки ми ме та бо -
ли че ски ми сдви га ми, про ис хо дя щи ми на эта пе на -
коп ле ния био мас сы. Мож но так же пред по ло жить, 
что ме та бо ли че ский сдвиг за тра ги ва ет не то ль ко
ко ли че ст вен ную сто ро ну про дук ции бел ка, но и
ка че ст во це ле вой мо ле ку лы. Дей ст ви те ль но, про -
ве ден ное нами ис сле до ва ние про фи ля гли ко зи ли -
ро ва ния бел ка, ко то рый на кап ли ва ют ги пер т ро фи -
ро ван ные клет ки, по ка за ло уме нь ше ние сте пе ни
фу ко зи ли ро ва ния гли коп ро те и на за счет уве ли че -
ния доли гли ка нов G0 и Man5 (рис. 3).

Как из ве ст но, ча с тич ное или пол ное де фу ко -
зи ли ро ва ние IgG1 мо жет уве ли чи вать ан ти те ло за -
ви си мую кле точ ную ци то ток сич ность (ADCC) це -
ле вой мо ле ку лы и быть не же ла те ль ным для бо ль -
шин ст ва те ра пев ти че ских мо но кло на ль ных ан ти -
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Та б ли  ца  1
Tab le  1

Ди на ми ка сред не го диа мет ра и те о ре ти че ско го объ е ма кле ток при раз лич ных зна че ни ях 
уско ре ния пер фу зии (в скоб ках)
Dy na mics of mean size and the o re ti cal vo lu me of cells at va rio us per fu si on ac ce le ra ti ons 
(in brac kets)

Вре мя
ку ль ти ви ро ва -

ния, сут

Time
of cul tu ring,

day

Про цесс № 1 (0,25 сут–2)

Pro cess no.1 (0.25 day–2)

Про цесс № 2 (0,15 сут–2)

Pro cess no. 2 (0.15 day–2)

Про цесс № 3 (0,10 сут–2)

Pro cess no. 3 (0.1 day–2)

Сред ний
диа метр

клет ки, мкм

Cell mean
di a me ter, 

Те о ре ти че ский
объ ем клет ки,

пл

The o re ti cal
vo lu me, pL

Сред ний
диа метр

клет ки, мкм

Cell me an
di a me ter, 

Те о ре ти че ский
объ ем клет ки,

пл

The o re ti cal
vo lu me, pL

Сред ний
диа метр

клет ки, мкм

Cell me an
di a me ter, 

Те о ре ти че ский
объ ем клет ки,

пл

The o re ti cal
vo lu me, pL

0 10,9 0,68 10,2 0,56 10,5 0,61

2 10,5 0,61 9,7 0,48 10,3 0,57

4 10,3 0,57 10,0 0,52 11,1 0,72

6 10,7 0,64 10,1 0,54 11,2 0,74

8 10,1 0,54 10,3 0,57 11,8 0,86

10 10,1 0,54 10,6 0,62 12,4 1,00

12 10,5 0,61 11,1 0,72 13,0 1,15

14 11,0 0,70 11,1 0,72 13,4 1,26

16 11,1 0,72 11,3 0,76 13,5 1,29

18 11,3 0,76 11,0 0,70 13,9 1,41

20 11,3 0,76 11,4 0,78 14,0 1,44

22 11,4 0,78 11,9 0,88 14,1 1,47



тел [11—13]. Уве ли че ние со дер жа ния вы со ко -
ман ноз но го гли ка на Man5, кро ме того, мо жет из -
ме нять фар ма ко ки не ти ку гли коп ро те и на, уме нь -
шая пе ри од его по лу вы ве де ния из плаз мы кро ви
че ло ве ка. В про цес се с наи мень шим уско ре ни -
ем пер фу зии доля гли ка на G0, не со дер жа ще го
фу ко зу, вы рос ла по ходу ку ль ти ви ро ва ния бо лее
чем в 6 раз (с 0,9% до 5,5%), Man5 — бо лее чем в
5 раз (с 1,3 до 7,5%) (см. рис. 3). Та ким об ра зом, в
ходе про цес са с наи мень шим уско ре ни ем пер фу -
зии как ми ни мум один кри ти че ский па ра метр ка -
че ст ва про ду ци ру е мо го бел ка пре тер пе ва ет из ме -
не ние, ко то рое мо жет ока зать не га тив ное вли я ние
на эф фек тив ность и бе зо пас ность по лу ча е мо го
пре па ра та.

В про цес се № 2 не на блю да лось от кло не -
ний от нор ма ль но го те че ния ку ль ти ви ро ва ния. На
12-й день ку ль ту ра всту пи ла в ста ци о нар ную
фазу, в те че ние ко то рой ско рость ро с та, жиз не спо -
соб ность и про дук тив ность кле ток (см. рис. 2), а
так же ка че ст во бел ка (см. рис. 3) не пре тер пе ва ли
се рь ез ных из ме не ний.

Если вер ну ть ся к уде ль ной ско ро сти пер фу -
зии, ко то рая ока зы ва ет наи бо ль ший эф фект на по -
ве де ние ку ль ту ры кле ток в те че ние ста ци о нар ной
фазы ку ль ти ви ро ва ния, то мож но от ме тить, что
во всех трех про цес сах с се дь мо го по де ся тый
день УСП на хо ди лась при мер но на од ном уров не 
(20±2 пл/кл/сут ки). При этом ха рак те ри сти ки ро с -
та кле ток на дан ном от рез ке кар ди на ль но раз ли ча -
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Рис. 3. От но си тель ное со дер жа ние N-связанных гли -
ка нов G0 и Man5 в Fc-домене про ду ци ру е мо го бел ка при раз -
лич ных зна че ни ях ус ко ре ния пер фу зии

Fig. 3. Relative content of N-bound glycans G0 and
Man5 in Fc-domain of produced protein at various perfusion
accelerations

Та б ли  ца  2
Tab le  2

От но си те ль ное со дер жа ние не ко то рых N-свя зан ных гли ка нов (%) в Fc-до ме не про ду ци ру е мо го
бел ка в ходе ку ль ти ви ро ва ния при раз лич ных зна че ни ях уско ре ния пер фу зии (в скоб ках)
Re la ti ve con tent of some N-bo und gly cans, %, in Fc-do ma in of pro du ced pro te in du ring cul ti va ti on 
at va rio us per fu si on ac ce le ra ti on ra tes (in brac kets)

Гли кан

Gly can

Про цесс № 1 (0,25 сут–2)

Pro cess no.1 (0.25 day–2)

Про цесс № 2 (0,15 сут–2)

Pro cess no.2 (0.15 day–2)

Про цесс № 3 (0,10 сут–2)

Pro cess no.3 (0.10 day–2)

6-е сут ки

6th day

10-е сут ки

10th day

14-е сут ки

14th day

6-е сут ки

6th day

10-е сут ки

10th day

14-е сут ки

14th day

6-е сут ки

6th day

10-е сут ки

10th day

14-е сут ки

14th day

G0F 74,0 68,7 73,5 75,3 77,0 76,6 70,3 70,2 68,1

G1F 15,1 18,3 17,7 17,9 9,9 9,5 16,2 7,1 6,5

G2F 1,4 1,8 1,6 1,7 1,2 1,1 1,5 0,4 0,3

G0 0,8 1,3 2,8 0,7 1,4 1,7 0,9 4,1 5,5

Man5 1,0 2,6 3,0 1,1 2,0 3,2 1,3 5,9 7,5



лись (см. рис. 2), что сви де те ль ст ву ет о ре ша ю щем
вли я нии на ха рак тер ро с та кле ток пер вых дней пер -
фу зии. Бо лее того, для про цес са № 2 на про тя же -
нии 6 сут (с 4-го по 10-й день ку ль ти ви ро ва ния) ха -
рак тер на бо лее вы со кая уде ль ная ско рость пер фу -
зии, чем для про цес са № 1. Не смот ря на это, ско -
рость ро с та кле ток в про цес се № 1 была су ще ст вен -
но выше. По всей ве ро ят но сти, ре ша ю щее вли я ние 
на ско рость про ли фе ра ции ку ль ту ры в дан ном слу -
чае ока за ли мо мент вклю че ния пер фу зии и на ча ль -
ная ско рость про то ка сре ды. Из ска зан но го ясно,
что при оп ти ми за ции на ча ль но го эта па пер фу зи он -
но го про цес са наи бо лее пер с пек тив ным вход ным
па ра мет ром яв ля ет ся уско ре ние пер фу зии. Ис по ль -
зо ва ние же в ка че ст ве вход но го па ра мет ра уде ль ной 
ско ро сти пер фу зии мо жет при во дить к не ста би ль -
ным ре зу ль та там и, кро ме того, этот па ра метр яв ля -
ет ся тех ни че ски бо лее слож ным, по ско ль ку тре бу -
ет спе ци а ль но го устрой ст ва для опре де ле ния кон -
цен т ра ции кле ток в ре жи ме ре а ль но го вре ме ни.

Та ким об ра зом, в ре зу ль та те про ве ден ных
ис сле до ва ний было вы яв ле но, что ре жим про то ка
пи та те ль ной сре ды на на ча ль ном эта пе пер фу зи он -
но го про цес са мо жет су ще ст вен но вли ять на
основ ные па ра мет ры ро с та и про дук тив но сти ку ль -
ту ры кле ток СНО и осно во по ла га ю щие свой ст ва
про ду ци ру е мо го бел ка.

Не до ста точ но бы ст рое уве ли че ние ско ро сти
пер фу зии при во дит к ме та бо ли че ским пе ре стро е -
ни ям клет ки, сни жа ю щим ее про ли фе ра тив ные ха -
рак те ри сти ки и од но вре мен но уве ли чи ва ю щим
уде ль ную про дук тив ность ку ль ту ры. Ка че ст во це -
ле во го ре ком би нан т но го бел ка (уро вень фу ко зи ли -
ро ва ния и со дер жа ние гли ка нов) при этом зна чи те ль -
но из ме ня ет ся, что мо жет при ве с ти к сни же нию
эф фек тив но сти и бе зо пас но сти ле кар ст вен но го
пре па ра та. Сто ит от ме тить, что жиз не спо соб -
ность ку ль ту ры оста ет ся ста би ль но вы со кой в те -
че ние все го про цес са ку ль ти ви ро ва ния. 

Слиш ком бы ст рое уве ли че ние ско ро сти пер -
фу зии под дер жи ва ет вы со кую уде ль ную ско рость
ро с та ку ль ту ры в те че ние все го эта па на коп ле ния
био мас сы, в свя зи с чем при до сти же нии мак си ма -
ль ной ско ро сти про то ка клет ки не успе ва ют пе ре -
стро ить свой ме та бо лизм и их кон цен т ра ция пре -
вы ша ет пре де ль ную для дан ной пи та те ль ной сре -
ды, вслед ст вие чего рост кле ток ока зы ва ет ся ли ми -
ти ро ван ным по од но му или не ско ль ким ком по нен -
там. Это, в свою оче редь, при во дит к рез ко му па де -
нию жиз не спо соб но сти кле ток, раз ба лан си ров ке
про цес са и дли те ль но му пе ри о ду вос ста нов ле ния
ку ль ту ры. Это вос ста нов ле ние мо жет за ни мать не -
ско ль ко су ток, что не га тив но от ра жа ет ся на тех ни -
ко-эко но ми че ских ха рак те ри сти ках про цес са.

По ско ль ку по ве де ние кле ток во время на ча -
ль но го эта па пер фу зи он но го про цес са яв ля ет ся
спе ци фич ным для каж до го кло на, а так же си ль но
за ви сит от ис по ль зу е мой пи та те ль ной сре ды и фи -
зи че ских па ра мет ров ку ль ти ви ро ва ния, оп ти ми за -
ция уско ре ния пер фу зии дол жна осу ще ст в ля ть ся
для каж до го раз ра ба ты ва е мо го про цес са ин ди ви -
ду а ль но.

По лу че но 07.07.16

ЛИ ТЕ РА ТУ РА

1. Hu, W.S. Lar ge-sca le mam ma li an cell cul tu re / W.S. Hu, J.G.
Aunins // Curr. Opin. Bi o tec h nol. — 1997. —V. 8 — P.
148—153.

2. Ozturk, S.S., Op ti mi za ti on of High Cell Den si ty Per fu si on Bi -
o re ac tors: Cell Cul tu re Tec h no lo gy for Phar ma ce u ti cal and
Cell-Ba sed The ra pi es [Eds. S.S. Ozturk, W.S. Hu]. — New
York: Ta y lor & Fran cis, 2006. — P. 387—416.

3. Clin c ke, M.-F. Very High Den si ty of CHO Cells in Per fu si on
by ATF or TFF in WAVE Bi o re ac tor. Part I. Ef fect of Cell
Den si ty on the Pro cess / M.-F. Clin c ke, C. Mol le ryd, Y.
Zhang, E. Lin d s kog, K. Walsh, V. Chot teau // Bi o tec h nol.
Progr. — 2013. — V. 29. — N. 3. — P. 754—767.

4. Kon s tan ti nov, K. The “Push-to-Low” ap pro ach for op ti mi za -
ti on of high-den ci ty per fu si on cul tu res of ani mal cells / K.
Kon s tan ti nov, C. Go u dar, M. Ng, R. Me ne ses, J. Thrift, S.
Chup pa, C. Ma tan gu i han, J. Mic ha els, D. Na veh // Adv. Bi -
oc hem. Eng./Bi o tec h nol. — 2006. — 101. — P. 75—98. 

5. Dalm, M. Ef fect of Feed and Ble ed Rate on Hyb ri do ma Cells
in an Aco us tic Per fu si on Bi o re ac tor: Part I. Cell Den si ty, Vi a -
bi li ty and Cell-Cyc le Dis t ri bu ti on / M. Dalm, S. Cu ij ten, W.
van Grun s ven, J. Tram per, D. Mar tens // Bi o tec h nol. Bio eng.
— 2004. — V. 88 — P. 547—557.

6. Ozturk, S.S. En gi ne e ring Chal len ges in High Den si ty Cell Cul -
tu re Sys tems // Cy to tec h nol. — 1996. — V. 22. — P. 3—16.

7. Me uw ly, F. Op ti mi za ti on of the me di um per fu si on rate in a
pac ked-bed bi o re ac tor char ged with CHO cells / F. Me uw ly,
U. von Stoc kar, A. Ka do u ri // Cy to tec h nol. — 2004. — V.
46(1) — P. 37—47. 

8. Zeng, A.-P. Mo del si mu la ti on and ana ly sis of per fu si on cul tu re
of mam ma li an cells at high cell den ci ty / A.-P. Zeng, W.-D.
Dec k wer // Bi o tec h nol. Prog. — 1999. — V. 15 — P. 373—382.

9. Flet c her T. De sig ning cul tu re me dia for re com bi nant pro te in
pro duc ti on: A ra ti o nal ap pro ach / T. Flet c her // Bi oP ro cess
In ter na ti o nal — 2005. — V. 3 — P. 30—36.

10. Du ar te, T. Me ta bo lic res pon ses of CHO cells to li mi ta ti on of
key ami no acids / T. Du ar te, N. Ca rin has, L. Bar re i ro, M. Car -
ron do, P. Al ves, A. Te i xe i ra //Bi o tec h nol. Bio eng. — 2014.
— V. 111(10) — P. 2095—2106.

11. Hamm, M. Cha rac te ri za ti on of N-Lin ked Gly co sy la ti on in a
Mo no clo nal An ti bo dy Pro du ced in NS0 Cells Using Ca pil la -
ry Elec t rop ho re sis with La ser-In du ced Flu o res cen ce De tec ti -
on / M. Hamm, Y. Wang, R. Rus tan di // Phar ma ce u ti cals (Ba -
sel). — 2013. — V. 6 — N. 3. —  P. 393—406.

66 Биотехнология, 2016, Т. 32, № 4

 МО РО ЗОВ и др.



12. Hos sler, P. Op ti mal and Con sis tent Pro te in Gly co sy la ti on in
Mam ma li an Cell Cul tu re / P. Hos sler, S.F. Khat tak, Z.J. Li //
Gly co bi ol. — 2009. — V. 19 — N. 9. — P. 936—949.

13. Yu, M. Pro duc ti on, cha rac te ri za ti on and phar ma co ki ne tic pro -
per ti es of an ti bo di es with N-lin ked man no se-5 gly cans / M.
Yu, D. Brown, C. Reed, S. Chung, J. Lut man, E. Ste fa nich, A. 
Wong, J.P. Step han, R. Bay er // MAbs. — 2012. — V. 4  —
N. 4. —  P. 475—487.

A.N. MO RO ZOV*, Z.V. ZA KHA ROV, R.A. KOC HE LA BOV,
D.V. TY U PA, A.V. ISER KA POV, R.I. FAR SI E VA, 
and M.A. SMO LOV

The In ter na ti o nal Bi o tec h no lo gy Cen ter Ge ne ri um LLC, 601125, 
Vol gin s ky settl., Pe tus hin s kii re gi on, Vla di mir s kaya ob last Rus sia

e-ma il: mo ro zov@ib c ge ne ri um.ru

Op ti  mi za t i  on of Per  fu si  on Ra te  Ac ce -
le ra  ti  on is a  Key Sta  ge in De ve lop ment of
Hig h  ly  P ro duc t i  ve  Pe r fu  si  on Cul t i  va  t i  on of
CHO Cells

The in f lu en ce of per fu si on rate at the ear ly pha se of con ti -
nuo us cul ti va ti on on growth cha rac te ris tics of CHO cells pro du -

cing the the ra pe u tic IgG1 and on the gly can pro fi le of the pro du -
ced MAb has been exa mi ned. It was es tab lis hed that non-op ti mal
per fu si on ac ce le ra ti on va lu es ca u sed some de vi a ti ons from the
nor mal tran si ti on of the cell cul tu re to a ste a dy-sta te pha se of the
pro cess. For exam p le, an ex ces si ve ac ce le ra ti on rate re sul ted in
ex ce e ding the ma xi mum cell con cen t ra ti on that can be sup por ted
by cell cul tu re me di um. The cell growth was the re fo re li mi ted and 
the ir vi a bi li ty dra ma ti cal ly dec re a sed. The fur t her re co ve ry of
growth and vi a bi li ty took a few days and re du ced the eco no mic
ef fi ci en cy of the pro cess. Too low per fu si on ac ce le ra ti on rate ca u -
sed me ta bo lic mo di fi ca ti ons in cell cul tu re that af fec ted its spe ci -
fic pro duc ti vi ty and the qu a li ty of the syn t he si zed pro te in. In part -
icu lar, we ob ser ved the dec re a se in the tar get MAb fu co sy la ti on
that co uld have a ne ga ti ve ef fect on the pro te in sa fe ty pro fi le. In
ad di ti on, the pro li fe ra ti on rate slo wed down and cell vo lu me in c -
re a sed by 2—2.5 ti mes.

Key words: bi o re ac tor, CHO cells, gly co sy la ti on, op ti mi -
za ti on, per fu si on, per fu si on ac ce le ra ti on.
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