
Тех но ло гия по лу че ния ре ком би нан т но го
тка не во го ак ти ва то ра плаз ми но ге на (рТАП) в клет -
ках СНО су ще ст ву ет уже не ско ль ко де ся ти ле тий
и за ни ма ет круп ный сег мент био тех но ло ги че ско -
го рын ка [1]. Пре и му ще ст ва ми рТАП, по лу ча е мо -
го в клет ках СНО, яв ля ют ся воз мож ность его про -
из вод ст ва в бо ль ших объ е мах и уде шев ле ние пре -
па ра та. рТАП эк с п рес си ру ет ся в клет ках СНО в од -
но- и двух це по чеч ной фор ме и мо жет об ла дать
дву мя ти па ми гли ко зи ли ро ва ния [2]. Дан ные па ра -
мет ры ка че ст ва влия ют на фар ма ко ки не ти ку и ак -
тив ность пре па ра та и рег ла мен ти ро ва ны в со от -
вет ст ву ю щей мо но гра фии Ев ро пей ской фар ма ко -
пеи [3]: со дер жа ние од но це по чеч ной фор мы в суб -
стан ции рТАП дол жно со став лять не ме нее 60%;

со дер жа ние мо ле кул с пер вым и вто рым ти пом
гли ко зи ли ро ва ния дол жно ва рь и ро вать в пре де -
лах 45—65% и 35—55%, со от вет ст вен но. Дан ные
па ра мет ры ка че ст ва рТАП обес пе чи ва ют ся преж -
де все го усло ви я ми ку ль ти ви ро ва ния, и по э то му
раз ра бот ка со от вет ст ву ю щей тех но ло гии для по -
лу че ния бо ль ших объ е мов оте че ст вен но го пре па -
ра та рТАП, удов лет во ря ю ще го со вре мен ным тре -
бо ва ни ям ка че ст ва, яв ля ет ся ак ту а ль ной за да чей.

Тех но ло гия ком мер че ско го про из водствa
рТАП, раз ра бо тан ная ком па нией Ge nen tech (в на -
сто я щий мо мент ли це нзия на про из вод ст во при -
над ле жит ком па нии Bo e hrin ger In gel he im), осно ва -
на на пе ри о ди че ском про цес се ку ль ти ви ро ва ния
сус пен зи он ной ку ль ту ры ре ком би нан т ных кле ток
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СНО с ам п ли фи ци ро ван ным ге ном рТАП в ста ль -
ных био ре ак то рах объ е мом до 10000 л [4]. Для
уме нь ше ния объ е ма био ре ак то ра и по вы ше ния
про дук тив но сти было пред ло же но ку ль ти ви ро ва -
ние про ду цен та рТАП в ре жи ме пер фу зии. Пер фу -
зи он ное ку ль ти ви ро ва ние ад ге ран т ных ли ний СНО
осу ще ст в ля ли с по мо щью мик ро но си те лей из же -
ла ти на, дек ст ра на [5] и мик ро но си те лей с кол ла ге -
но вой мат ри цей [4]. При ме ня лись так же пер фу зия 
на по лых во лок нах и ка ме ры с ке ра ми че ским мат -
рик сом для им мо би ли за ции кле ток. Од на ко эти ме -
то ды ку ль ти ви ро ва ния не на шли при ме не ния в
про мыш лен но сти [4].

Бо лее успеш ным ока за лось пер фу зи он ное
ку ль ти ви ро ва ние с ис по ль зо ва ни ем спин фи ль тров. 
Плот ность ку ль ту ры при ско ро сти пер фу зии 4 объ е -
ма ре ак то ра в сут ки со став ля ла 10 млн. кл/мл, в
то время как при пе ри о ди че ском про цес се то ль ко
2 млн. кл/мл; при этом во вто ром слу чае про дук -
ция рТАП была в 15—18 раз выше, чем в пер вом
[4]. По яв ле ние пер фу зи он ной си с те мы ATF сде ла -
ло воз мож ным ку ль ти ви ро ва ние сус пен зи он ных
ку ль тур в ре жи ме пер фу зии в со вре мен ных од но -
ра зо вых био ре ак то рах объ е мом до 1000 л.

Це лью на сто я щей ра бо ты бы ла раз ра бот ка
тех но ло ги че ско го про цес са вы со ко эф фек тив но го
про мыш лен но го ку ль ти ви ро ва ния про ду цен та рТАП 
c ис по ль зо ва ни ем пер фу зи он ной си с те мы ATF
для по лу че ния оте че ст вен но го пре па ра та, со от вет -
ст ву ю ще го Ев ро пей ской фар ма ко пее по уде ль ной
ак тив но сти, со дер жа нию од но- и двух це по чеч ной
фор мы и про фи лю гли ко зи ли ро ва ния.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ра бо те был ис по ль зо ван клон СНО 1F8 —
про ду цент рТАП, опи сан ный в па тен те [6]. Ла бо -
ра тор ное ку ль ти ви ро ва ние кло на про во ди ли в био -
ре ак то ре Bi os tat Bplus (Sar to ri us Ste dim Bi o tech,
Гер ма ния) объ е мом 3 л и пер фу зи он ной си с те ме
ATF2 (Rep li gen, США) при тем пе ра ту ре 37°, ско -
ро сти пе ре ме ши ва ния 250 об/мин в пи та те ль ной
сре де SFM4CHO (GE, США). Стар то вая кон цен т -
ра ция кле ток со став ля ла 0,3 млн. кл/мл. Пер фу зию
на чи на ли на 72-м ча су ку ль ти ви ро ва ния. В хо де
про цес са опре де ля ли кон цен т ра цию кле ток (в счет -
ной ка ме ре Фук са-Ро зен та ля), жиз не спо соб ность
ку ль ту ры (ме то дом иск лю че ния кра си те ля три па -
но во го си не го), кон цен т ра цию глю ко зы и лак та та
на ана ли за то ре Bi o sen C-li ne EKF-Di ag nos tic, кон -
цен т ра цию и ак тив ность рТАП (см. ни же). Со дер -
жа ние О2 и СО2 в КЖ кон т ро ли ро ва ли пу тем по да -
чи этих га зов в био ре ак тор, под дер жи вая их дав ле -
ние на уров не 7020 мм. рт. ст. и 6020 мм. рт. ст., со -

от вет ст вен но. Ку ль ти ви ро ва ние в объ е ме 100 л про -
во ди ли в од но ра зо вом био ре ак то ре SUB 100 Hyc lo -
ne (Ther mo Sci en ti fic, США) и пер фу зи он ной си с те -
ме ATF6 (Rep li gen, США).

Кон цен т ра цию рТАП в пер фу за те опре де ля -
ли ме то дом ИФА с ис по ль зо ва ни ем на бо ра As sa y -
Sen se Hu man tPA Chro mo ge nic Ac ti vi ty kit (no. СТ
1001, As sa yP ro, США); ак тив ность рТАП — ме то -
дом ли зи са фиб ри но во го сгу ст ка со глас но [3]. Со -
дер жа ние од но- и двух це по чеч ной фор мы мо но ме -
ра из ме ря ли с по мо щью ГФ-ВЭЖХ (Al li an ce e2695
(Wa ters, США), TSK gel G3000SW 7,5600 мм).
Про филь гли ко зи ли ро ва ния рТАП ана ли зи ро ва ли 
ме то дом ВЭЖХ (Al li an ce e2695 (Wa ters), TSK gel
Ami de-80, 1502,0 мм). Для из в ле че ния оли го са ха -
ри дов ис по ль зо ва ли фер мен та тив ную об ра бот ку
рТАП пеп тид-N-гли ко зи да зой F. Для по вы ше ния
чув ст ви те ль но сти ме то да пе ред ВЭЖХ- ана ли зом
про во ди ли де ри ва ти за цию оли го са ха ри дов пу тем
вве де ния флу о рес ци ру ю щей In s tan tAB® груп пы
(Pro Zy me, США) в со от вет ст вии с ре ко мен да ци я -
ми про из во ди те ля.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Под бор сре ды и ре жи ма пер фу зии

Для под бо ра оп ти ма ль ной сре ды ку ль ти ви -
ро ва ния про во ди ли вы ра щи ва ние кло на СНО 1F8
с раз лич ны ми до бав ка ми. В про цес се ку ль ти ви ро -
ва ния опре де ля ли кон цен т ра цию кле ток, жиз не -
спо соб ность ку ль ту ры и про дук тив ность. Луч шие 
по ка за те ли бы ли по лу че ны на сре де SFM4CHO с
до бав ле ни ем 15% Cell Bo ost 1 (GE). Ку ль ту ра до -
сти га ла зна чи те ль ной плот но сти кле ток (рис. 1,
А) и со хра ня ла вы со кую жиз не спо соб ность (см.
рис. 1, В), что по зво ля ло до стичь вы со кой кон цен -
т ра ции рТАП в пер фу за те (см. рис. 1, С).

Для по лу че ния суб стан ции це ле во го бел ка с 
со дер жа ни ем од но це по чеч ной фор мы не ме нее
60% и уде ль ной ак тив но стью 565105 тыс. МЕ/мг 
рТАП бы ли ис сле до ва ны раз лич ные ре жи мы пер -
фу зии. За ви си мость со дер жа ния од но це по чеч ной
фор мы от крат но сти пер фу зии по ка за на на рис. 2.
Эф фект уве ли че ния крат но сти пер фу зии на ка че -
ст во це ле во го про дук та свя зан с по вы ше ни ем ско -
ро сти вы ве де ния рТАП из ре ак то ра и с ро с том
жиз не спо соб но сти ку ль ту ры, так как, ско рее все -
го, имен но внут ри кле точ ные про те а зы, вы де ля ю -
щи е ся при ли зи се кле ток, рас щеп ля ют од но це поч -
ную мо ле ку лу рТАП с об ра зо ва ни ем двух це по чеч -
ной фор мы. 
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Рис. 1. Куль ти ви ро ва ние кле ток кло на СНО 1F8 на сре де SFM4CHO с раз лич ны ми до бав ка ми: a — кон цен т ра ция кле -
ток; b — жиз нес по соб ность куль ту ры; c — кон цен т ра ция рТАП в пер фу за тах

Fig. 1. Culturing of CHO clone cells in SFM4CHO medium with various additives: a, cell concentration; b, culture viability; and 
c, concentration of rTPA in perfusates

Рис. 2. Со дер жа ние од но це по чеч ной фор мы в суб -
с тан ции рТАП при раз лич ных ре жи мах пер фу зии

Fig. 2. Content of single-strand form in rTPA
substance at various perfusion regimes: red, perfusion rate of
0.5 reactor volume/day; blue, perfusion rate of 0.25 reactor
volume/day



Бы ло про ве де но мас ш та би ро ва ние про цес -
са ку ль ти ви ро ва ния (па ра мет ров пер фу зии) от ра -
бо че го объ е ма ре ак то ра 3 л до объ е ма 100 л. Уста нов -
ле но, что про дол жи те ль ность про цес са, кон цен т ра -
ция це ле во го бел ка в пер фу за те и ку ль ту ра ль ные
по ка за те ли ис ход но го про цес са пол но стью вос -
про из во ди лись в мас ш та би ро ван ном про цес се
(табл. 1, рис. 3). При пе ре хо де от пер фу зи он ной си -
с те мы ATF2 (3-л ре ак тор) к ATF6 (100-л ре ак тор)
основ ны ми яв ля лись сле ду ю щие пе ре мен ные ха -
рак те ри сти ки: по ток КЖ че рез од но во лок но мем б ра -
ны (опре де ля ет гид ро ди на ми че ские усло вия и ве -
ли чи ну ме ха ни че ско го воз дей ст вия на клет ку), по ток 

фи ль тра та че рез еди ни цу по вер х но сти мем б ра ны
(от ра жа ет на груз ку на фильтр и по тен ци а ль ный
срок его ра бо то спо соб но сти) и вре мя пре бы ва ния
клет ки в си с те ме ATF (по ка зы ва ет, как дол го клет -
ки на хо дят ся за пре де ла ми био ре ак то ра, и опре де -
ля ет ся объ ем ным рас хо дом си с те мы ATF и со от но -
ше ни ем меж ду объ е мом диа фраг мен но го на со са и 
об щим объ е мом си с те мы ATF). Эти па ра мет ры бы -
ли опре де ле ны в мо де ль ном про цес се на ATF2 и
вос про из ве де ны в про цес се с ATF6 (табл. 2). Ис хо -
дя из дан ных, по лу чен ных при мас ш та би ро ва нии
ре ак то ра от 3 л до 100 л и учи ты вая рав ную дли ну
во ло кон пер фу зи он ных си с тем ATF2-6-10, при да ль -
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Та б ли  ца  1

Tab le 1

Вы ход ные па ра мет ры про цес са ку ль ти ви ро ва ния при раз лич ном ра бо чем объ е ме ре ак то ра
Out put pa ra me ters of cul tu ring in re ac tors of va rio us vo lu mes

Па ра метр
Pa ra me ter

Объ ем, л
Vo lu me, L

3 100 

Мак си маль ная кон цен т ра ция кле ток, 106 кл/мл 
Maximum cell concentration,  106 cell/mL

17±2 16±2

Жиз нес по соб ность в пос лед ние сут ки про цес са, %
Viability on the last day of culturing, %

86±5 84±5

Про дол жи тель ность про цес са, ч
Time of culturing, h

456±24 456±24

Удель ная ак тив ность це ле во го бел ка, тыс. МЕ/мг рТАП
Specific activity of target protein, 103 U/mg rTPA

610±40 600±40

Рис. 3. Кон цен т ра ция рТАП в пер фу за те при куль -
ти ви ро ва нии в пер фу зи он ной сис те ме боль шо го (ATF6)
и ма ло го (ATF2) объ е ма

Fig. 3. Concentration of rTPA in perfusate during
cultivation in large- (ATF6, red) or small-volume (ATF2,
blue) perfusion system



ней шем мас ш та би ро ва нии про -
цес са ку ль ти ви ро ва ния от объ е ма
100 л до 1000 л бу дут уста нов ле -
ны ука зан ные зна че ния па ра мет -
ров ра бо ты си с те мы ATF.

Про ве де но ис сле до ва ние
про фи ля гли ко зи ли ро ва ния рТАП, 
по лу чен но го в ма лом и бо ль шом
объ е ме. В обо их слу ча ях по ка за -
но со от вет ст вие ха рак те ри стик
по лу чен но го ре ком би нан т но го бел -
ка и ком мер че ско го пре па ра та
Аль теп ла зе (Bo e hrin ger In gel he im)
(рис. 4) по со дер жа нию основ ных
гли ка нов.

Та ким об ра зом, раз ра бо -
тан и мас ш та би ро ван пер фу зи он -
ный про цесс ку ль ти ви ро ва ния
кло на СНО 1F8 — про ду цен та
рТАП. Це ле вой бе лок, по лу ча е -
мый в про цес се, со от вет ст ву ет
тре бо ва ни ям Ев ро пей ской фар ма -
ко пеи по уде ль ной ак тив но сти,
со дер жа нию од но це по чеч ной фор -
мы и про фи лю гли ко зи ли ро ва -
ния. Раз ра бо тан ный про цесс по -
зво ля ет по лу чать за один про из -
вод ст вен ный цикл в био ре ак то ре 
объ е мом 100 л око ло 38 ± 3 г
рТАП, что со от вет ст ву ет 750 до -
зам пре па ра та.

По лу че но 21.07.16
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Та б ли  ца  2
Tab le  2

Из ме не ние основ ных па ра мет ров про цес са при пе ре хо де от пер фу зи он ной си с те мы ATF2 
к си с те ме ATF6
Chan ging of ba sic pa ra me ters of pro cess du ring the tran si ti on from ATF2 to ATF6 per fu si on sys tem

Па ра метр
Pa ra me ter ATF2 ATF6

Про из во ди тель ность, л пер фу за та/сут
Productivity, L perfusate/day

1,5 50,0

По ток КЖ че рез одно во лок но, мл/мин
CL flow through a fiber, mL/min

12,0 12,0

По ток филь т ра та че рез еди ни цу по вер х нос ти мем б ра ны, л/м2/ч
Filtrate flow through a unit of membrane surface, L/m2/h

3,79 3,79

Вре мя пре бы ва ния клет ки в сис те ме ATF, с
Time of occurrence of a cell in ATF system, s

28,5 32,5

Рис. 4. Про филь гли ко зи ли ро ва ния рТАП, про из ве ден но го в объ е ме 3 л (ро -
зо вая и зе ле ная кри вые) и 100 л (си няя и крас ная кри вые), в срав не нии с со от вет с т -
ву ю щи ми по ка за те ля ми для пре па ра та Аль теп ла зе (чер ная кри вая)

Fig. 4. Glycosylation profile of rTPA obtained in 3-L (pink and green curves)
and 100-L (blue and red curves) reactor in comparison with corresponding
characteristics of Alteplase preparation (black curve)
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De ve lop ment of  a  Met hod  for In  dus t  ri  -
a l Cul t i  va  ti  on of  a  Pro du cer  of Hu man Re -
com bi nant Tis sue Plas mi no gen  Ac t i  va tor

An in dus t ri al per fu si on met hod for cul tu ring of the CHO
1F8 cell line, a pro du cer of hu man re com bi nant tis sue plas mi no -
gen ac ti va tor, has be en de ve lo ped. It per mits to ob ta in a pro duct
that me ets the re qu i re ments of the Euro pe an Phar ma co poeia in
res pect of spe ci fic ac ti vi ty, con tent of the sin g le-strand form and
gly co sy la ti on pro fi le. The sug ges ted met hod ma kes it po ssib le to
ob ta in 383 g rTPA, or 750 do ses of drug per cyc le in a 100-L bi -
o re ac tor.

Key words: hu man re com bi nant tis sue plas mi no gen ac ti -
va tor, CHO cell line, per fu si on.
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