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Производство терапевтических моноклональ-
ных антител (моноАТ) – один из наиболее бы-
стро развивающихся сегментов современной 
биотехнологии [1‒3]. моноАТ применяют для 
лечения широкого спектра заболеваний: онколо-
гических [4, 5], аутоиммунных [6, 7] и вирусных 
[8].  Абсолютное большинство моноАТ произво-
дятся в суспензионных клетках яичников китай-
ского хомячка (CHO) [9‒11], однако довольно ча-
сто также используются клетки мышиной миело-
мы Sp2/0 [5, 9] и NS0 [12, 13].

Поскольку моноАТ применяются в высо-
ких дозировках (десятки и сотни миллиграмм на 
дозу), для их производства используются большие 
биореакторы STR (Stirred Tank Reactors) с меха-
ническими перемешивающими элементами. Они 

обеспечивают более простое масштабирование, 
чем биореакторы других конструкций, например 
волновые. Кроме того, в них проще достичь высо-
кой эффективности массообмена в объемах более 
100‒200 л [11, 14, 15].

Основной недостаток биореакторов STR-ти-
па – довольно жесткое механическое воздействие 
на клетки со стороны лопастей мешалки и пу-
зырьков воздуха, прикрепляющихся к клеткам и 
создающих локальные перепады давления вблизи 
них [16‒18]. Лопание пузырьков на границе раз-
дела двух фаз ‒ жидкости и газа ‒ вызывает у кле-
ток сильный стресс, вплоть до их лизиса [19‒21].

Для минимизации негативных эффектов в ра-
боте биореакторов используют особый тип ме-
шалки со скоростью вращения, обеспечивающей 
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эффективное и малотравматичное перемешива-
ние. Так, наиболее подходящей для эукариотиче-
ских клеток считается мешалка «морской винт» 
[18, 20]. Действенным способом снижения стрес-
са клеток при перемешивании служит добавление 
в среду протекторов на основе детергентов, таких 
как Pluronic F-68 [17]. Pluronic F-68 (другие торго-
вые названия Poloxamer 188, Kollifor P 188) пред-
ставляет собой полимер, состоящий из трех мо-
номерных блоков. Он обеспечивает снижение по-
верхностного натяжения на границе раздела фаз 
жидкость‒газ, что уменьшает взаимодействие 
между клетками и пузырьками воздуха/кислоро-
да, и тем самым защищает клетки от механиче-
ского стресса [22, 23].

В литературе описаны также и другие стра-
тегии для минимизации влияния стрессора на 
клетку: подача газов через поверхность культу-
ральной жидкости (КЖ), использование биоре-
акторов классической цилиндрической формы, 
но без механических мешалок, каскадная регуля-
ция скорости перемешивания и подачи газов, вы-
бор размера пузырьков [11, 24]. В большинстве 
случаев эти подходы позволяют решить пробле-
му или, если условия эксперимента позволяют, 
клеточные линии заменяют культурами, более 
устойчивыми к стрессу.

Однако существуют клеточные линии, осо-
бенно чувствительные к гидродинамическому 
стрессу, и стандартные способы его минимиза-
ции для них неэффективны. Ситуация осложня-
ется, в случае, когда использование таких кле-
точных линий крайне оправданно, например по 
показателям продуктивности или качеству произ-
водимого белка.

В настоящем исследовании была использова-
на суспензионная клеточная линия CHO, проду-
цент моноклонального антитела субкласса IgG1. 
Она обладала повышенной чувствительностью 
к гидродинамическому стрессу: при ее культи-
вировании в биореакторах разных типов отмеча-
лось производство высоких концентраций лакта-
та, низкая скорость роста и быстрое падение жиз-
неспособности. Данные свойства малопригодны 
для промышленного производства. Для реше-
ния проблемы предложено использовать обрат-
ную стратегию ‒ не подбор условий культивиро-
вания под клеточную линию, а адаптацию клеток 
к стрессовым факторам, возникающим в биореак-
торе STR-типа.

Цель настоящего исследования ‒ адаптация 
клеточной линии СНО к гидродинамическому 
стрессу в процессе культивирования в STR-био-

реакторе с последующим отбором высокопродук-
тивных клонов из адаптированных клеток и опти-
мизацией их культивирования. 

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Получение клона-продуцента 
Клон А26 был получен трансфецировани-

ем генетических конструкций, содержащих гены 
легкой и тяжелой цепи моноАТ, в клетки суспен-
зионной линии CHO-S (Invitrogen, США). Для от-
бора стабильных клеточных линий использовался 
метод предельных разведений. Для создания кле-
точной линии использовалась схема, аналогичная 
описанной для клеток линии CHO-S в работе [25].

Размораживание клеток 
Оттаивание клеточной суспензии осущест-

вляли в водяной бане при температуре 37 °С. 
 Полностью размороженную суспензию кле-
ток отмывали от криопротектора диметилсуль-
фоксида (ДМСО) центрифугированием в среде 
BalanCD Growth A (Irvine Scientific, США) в те-
чение 5 мин при 200× g и комнатной температу-
ре. Осадок клеток суспендировали в 5 мл культу-
ральной среды BalanCD Growth A, содержащей 
4 мМ аланил-глутамина (Life Technologies,), и пе-
реносили во флакон площадью 25 см2, культиви-
ровали в течение 1-2 сут при температуре 37 °С и 
5%-ном содержании СО2.

Замораживание клеток 
Клеточную суспензию с плотностью 

(3‒6)∙106 кл./мл центрифугировали в течение 
5 мин при 200×g и комнатной температуре. Кле-
точный осадок ресуспендировали в среде для за-
мораживания ‒ BalanCD Growth A с добавлением 
10% ДМСО ‒ до плотности 5,0∙106 кл./мл и раз-
ливали по 1,0 мл в криопробирки объемом 1,2 мл. 
Криопробирки инкубировали при температу-
ре ‒80 °С в течение 24 ч и далее помещали в крио-
хранилище на долгосрочное хранение при темпе-
ратуре жидкого азота (‒196 °С).

Культивирование клеток
Стационарное культивирование осущест-

вляли в планшетах, помещенных в СО2-инкуба-
тор при температуре 37 °С, содержании СО2 5% 

и влажности 90%. Посевная плотность состав-
ляла 0,3∙106 кл./мл, объем культивирования для 
96-луночных планшетов составлял 100‒200 мкл, 
для 24-луночных – 400‒500 мкл, для 6-луноч-
ных – 1-2 мл. Использовали  бессывороточную 
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 питательную среду BalanCD Growth A (Irvine 
Scientific, США), с добавлением 4 мМ аланил-глу-
тамина (Life Technologies).

Культивирование с перемешиванием про-
водили в колбах Эрленмейера объемом 125 мл 
(Corning, США) на шейкере в СО2-инкубаторе 
Multitron Cell (Infors, Швейцария) с частотой вра-
щения 125  об / мин в атмосфере 5% СО2, при тем-
пературе 37 °С и влажности 75%. Пересев кле-
ток осуществляли каждые 2-3 дня до плотности 
0,3∙106  кл. / мл, объем культивирования составлял 
20‒25 мл.  Использовали бессывороточную пита-
тельную среду BalanCD Growth A (Irvine Scientif-
ic), с добавлением 4 мМ аланил-глутамина (Life 
Technologies).

Характеристика клеток
Подсчет числа клеток и анализ их жизнеспо-

собности осуществляли после окрашивания три-
пановым синим (Panreac, Испания) на счетчике 
клеток TC10 (Bio-Rad, США) с использованием 
одноразовых слайдов 

Для оценки продуктивности использовали три 
параметра: скорость роста, время удвоения кле-
ток, специфическую (удельную) продуктивность.

Скорость роста (μ) рассчитывали по следую-
щей формуле:

μ = (ln NH – ln NI)/ (tH – tI),

где NH – общее число жизнеспособных клеток на 
момент измерения; NI – общее число инокулиро-
ванных жизнеспособных клеток; tH – время изме-
рения; tI – время инокуляции.

Время удвоения клеток (Т) рассчитывали со-
гласно формуле:

Т = ln (2)/ μ

Специфическую (удельную) продуктивность – 
pcd (пг/кл. день) оценивали за определенный интер-
вал времени роста клеток, используя формулу:

                                                               ,

где P0 и Pn – концентрации целевого белка в КЖ 
в начальный момент (при засеве) и на последний 
день культивирования [26], CD0 и CDn – клеточ-
ная плотность при засеве и на последний день 
культивирования

Приготовление инокулята клеток 
Инокулят для засева биореакторов осущест-

вляли в колбах Эрленмейера объемом 250 мл 
(Corning) на шейкере-СО2-инкубаторе Multitron  

Cell (Infors) с частотой вращения 125  об / мин в ат-
мосфере 5% СО2, при температуре 37 °С и влаж-
ности 75%. Посевная плотность составляла 
0,5∙106 клеток/мл, объем культивирования – 50 мл, 
наращивание клеток проводили в течение 3–4 сут. 
Объем инокулята составлял 1/10 часть от объема 
культивирования в засеваемом биореакторе.

Продукция целевого белка 
Работу проводили в двух биореакторах: стеклян-

ном автоклавируемом биореакторе Applikon с сосу-
дами объемом 3 и 7 л (рабочий объем 1‒2 и 3‒5 л, 
соответственно) и волновом биореакторе Appliflex 
(рабочий объем 3‒5 л). Использовались следующие 
параметры процесса (если не указано иного): тем-
пература 37±1 оС, концентрация растворенного кис-
лорода 50±10%, рН 7,1±0,2. В биореакторе Applikon 
перемешивание осуществлялось мешалкой типа 
«морской винт» диаметром 100 мм, скорость вра-
щения мешалки составляла 70‒90  об / мин. В биоре-
акторе Appliflex перемешивание клеточной суспен-
зии в одноразовом мешке проводили с помощью 
качаний платформы с частотой 25 раз/мин и углом 
наклона 8º. Для аэрации в биореакторе Applikon ис-
пользовали барботер с размером отверстий 1 мм, 
скорость потока газов составляла до 1  л / мин. Для 
аэрации в биореакторе Appliflex применяли пода-
чу смеси газов в воздушное пространство над жид-
костью со скоростью  0,2–0,5 л/мин. Регуляцию рН 
во всех случаях осуществляли в автоматическом ре-
жиме с помощью подачи углекислого газа и 0,5 M 
бикарбоната натрия. 

В культивировании использовалась среда 
BalanCD Growth A, в которую добавляли по 5% 
подпитки BalanCD CHO Feed 2 (Irvine Scientific) 
на третий и все последующие дни. Начиная с 3-го 
дня, ежедневно осуществляли подсчет клеток на 
автоматическом счетчике, проводили измерение 
концентрации глюкозы и лактата в культураль-
ной жидкости с помощью анализатора Accutrend 
Plus в комплекте с тест-полосками (Roche, Швей-
цария). При снижении в КЖ уровня глюкозы ме-
нее 2 г/л концентрацию ее доводили до 5 г/л с по-
мощью раствора глюкозы 200 г/л.

Адаптация клеток к биореактору
Процесс адаптации проходил в течение двух 

циклов культивирования. Объем заполнения сосу-
да в каждом цикле составлял 0,8 (в начале про-
цесса) и 1,0 л (после добавления подпиток).

В первом цикле клеточную линию А26 засева-
ли в сосуд объемом 3 л биореактора Applikon ис-
ходной клеточной плотностью 1,5∙106 кл./мл в 1 л 
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 питательной среды BalanCD Growth A, содержа-
щей 5 мг/л селективного антибиотика бластициди-
на (Life Technologies). В первые сутки культивиро-
вания устанавливали скорость вращения мешалки 
80 об/мин, которую затем повышали каждые 2 сут 
на 20 об/мин и доводили до 160  об / мин. На 9-е сутки 
при снижении жизнеспособности клеток менее 80% 
культивирование останавливали. Культуру клеток 
из биореактора отсевали в колбу объемом 125 мл и 
продолжали культивирование с селективным анти-
биотиком в течение трех пассажей до достижения 
жизнеспособности более 95%. Полученную культу-
ру использовали для второго цикла адаптации.

Исходные условия были аналогичны первому 
циклу адаптации, за исключением скорости пере-
мешивания, которую устанавливали на 120  об / мин 
и повышали на 30 об/мин каждые 2 сут до достиже-
ния 240 об/мин на 8-е сутки. На 10-е сутки культи-
вирования жизнеспособность клеток снизилась до 
83%, и культивирование было остановлено. Жиз-
неспособность культуры восстанавливали в кол-
бах с антибиотиком, как описано выше. Адаптиро-
ванной культуре присвоили наименование А26а. 
Клетки замораживали в среде BalanCD Growth A, 
содержащей 5 мг/л бластицидина и 10% ДМСО. 

Отбор клонов 
Для отбора клонов адаптированных клеток ис-

пользовали метод предельных разведений в 96-лу-
ночных планшетах. За одни сутки до проведения 
предельных разведений клетки клона А26а засе-
вали в колбу объемом 250 мл в клеточной плот-
ности 0,4∙106 кл./мл. Готовили суспензию клеток 
с плотностью 2,5 кл./мл в среде следующего со-
става: среда BalanCD Growth A с 5 мг/л бластици-
дина и 2 г/л рекомбинантного альбумина человека 
(Sigma, США), содержащая 20% кондициониро-
ванной среды (среда после суточного роста кле-
ток, полученная центрифугированием клеточной 
суспензии при  500 × g и последующей фильтра-
ции супернатанта через фильтр с диаметром пор 
0,22 мкм).  Суспензию разливали по 0,2 мл в лунки 
96-луночных планшетов в конечной концентрации 
0,5  кл. / лунку. Всего было использовано 40 план-
шетов. Планшеты помещали в CO2-инкубатор для 
культивирования в атмосфере 5% СО2 при темпе-
ратуре 37 °С и влажности 95% в течение 20‒25 сут. 
Начиная с 10-х суток контролировали рост кле-
ток в лунках под микроскопом  CKX-41 (Olympus, 
Япония), отмечая лунки, в которых наблюдался 
рост от одной клетки. По достижении 80‒100% 
конфлюэнтности индивидуальные клоны перено-
сили в новые 96-луночные планшеты. Через 5 сут 

анализировали пробы КЖ на наличие антитела ме-
тодом ИФА. Клоны, показавшие наибольшую про-
дуктивность при культивировании в 96-луночных 
планшетах, последовательно переносили в 24-лу-
ночные планшеты с 500 мкл селективной среды и 
затем в 6-луночные планшеты с 1 мл среды и куль-
тивировали в течение 4‒5 сут во обоих случаях. 
Далее клоны переносили в колбы объемом 125 мл 
для суспензионного культивирования. 

Адаптация клеток к новым средам 
В день очередного субкультивирования пере-

носили суспензию клеток в смесь равных объемов 
старой и новой среды в плотности 0,5∙106  кл. / мл. 
На следующем пассаже переносили суспен-
зию полностью в новую среду в такой же плот-
ности. После этого проводили не менее четы-
рех пассажей в новой среде с плотностью засева 
0,3∙106  кл. / мл до стабилизации времени удвоения. 
Такая схема адаптации позволяла поддерживать 
высокую жизнеспособность культуры.

Цикл культивирования (ОК) в колбах  
с подпитками 

В экспериментах использовали среду SFM4CHO 
и набор подпиток CellBoost (CB) (Hyclone, США), 
подпитки FMS3 и U-feeds (Amimed, Швейцария), 
среду ActiCHO SM и набор подпиток ActiCHO Feed 
A/B (ACFA + ACFB) (GE Healthcare, США), среду 
CellVento 210 с набором подпиток CellVento Feed-
210 и Cys/Tyr (Merck, США), среду Ex-Cell с под-
питкой Ex-Cell Feed (Sigma), подпитки EfficientFeed 
С (EFС) (Life Technologies) и BalanCD Feed 2 (BF2).

Цикл осуществляли в колбах объемом 125 мл 
и установках шейкера-СО2-инкубатора, указанных 
выше. Ежедневно, начиная с 3-го дня, определяли 
клеточную плотность и жизнеспособность и измеря-
ли концентрацию глюкозы в культуральной жидко-
сти с помощью анализатора Accutrend Plus (Roche). 
При необходимости добавляли глюкозу до концен-
трации 5 г/л вместе с подпиткой. Также на 7-е и 
10-е сутки культивирования определяли концентра-
цию лактата с использованием того же анализатора. 
Цикл культивирования завершали при падении жиз-
неспособности клеток ниже 70%. Оценку концен-
трации антитела в КЖ осуществляли с помощью на-
бора для иммуноферментного анализа (ИФА) «Sera-
mun Human IgG kit» (Serazyme, Германия).

SDS-ПААГ-электрофорез
В восстанавливающих условиях проводи-

ли SDS-ПААГ-электрофорез образцов КЖ, ото-
бранных на последние сутки культивирования 
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в STR-биореакторе. Для получения электрофо-
реграммы использовали стандартную методику 
Лэммли, 12,5%-ный ПААГ с последующим окра-
шиванием Кумасси-R250.

Получение и анализ гликанов антител
Для анализа гликанов антител использовали 

элюаты, полученные в результате очистки КЖ на 
аффинном сорбенте MabSelect SuRe LX (GE Health-
care, США). Элюаты обессоливали, после чего про-
водили дегликозилирование антител с помощью 
N-гликозидазы F (Roche). Отщепленные гликаны 
предварительно разделяли на колонке с сорбен-
том YMC-Triart Diol-HILIC (YMC, Япония), под-
ключенной к хроматографу 1260 Infinity (Agilent, 
США). Гликаны подвергали электрораспылитель-
ной ионизации с разделением и детекцией полу-
чившихся ионов в масс-анализаторе Bruker Maxis 
Impact (QqTOF, Германия). Обработку данных про-
водили в программе Bruker Data Analysis 4.1.

Анализ заряженных форм антитела осущест-
вляли методом обращено-фазовой ВЭЖХ на си-
стеме UltiMate 3000 (Dionex, США) с использова-
нием ионообменной колонки YMC-BioPro (YMC). 
 Анализ проводили при температуре 25 °С, элюи-
рующиеся с колонки компоненты детектировали с 
помощью УФ-детектора при длине волны 280 нм.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Рост или гибель клеточных линий на основе 

CHO всегда зависит в той или иной степени от ме-
ханического воздействия на клетки [16, 20]. При-
ведем конкретные примеры излишней клеточной 
чувствительности.

Клеточная линия А26, экспрессирующая 
 моноАТ, обладала оптимальной для клеток СНО 
скоростью роста в колбах (время удвоения со-
ставляло 22±3 ч). На подобранной комбинации 
среды и подпитки (BalanCD Growth A и BalanCD 
Feed 2) максимальная клеточная плотность дости-
гала 16,7∙106 кл./мл на 6‒8 сут (рис. 1а), при этом 
общая продуктивность, определенная методом 
ИФА, составляла 0,6 г/л среды. Однако при куль-
тивировании в биореакторах разных типов откло-
нения от этих показателей были значительными. 

На рис. 1a приведена типичная кривая ро-
ста клеток в стеклянном биореакторе STR-типа. 
Первые 2–3 дня клетки демонстрировали выра-
женную лаг-фазу. С 4-го по 7-й дни наблюдался 
активный рост клеток и потребление ими пита-
тельных веществ, что сопровождалось при этом 
выработкой сравнительно большого количества 
лактата (до 4,2 г/л), (рис. 1b). Данный факт обу-
словливал торможение клеточного роста из-за со-
путствующего повышения осмолярности среды. 
В волновом биореакторе наблюдалось аналогич-
ное поведение клеток, за исключением лаг-фазы, 
которая была менее выражена (данные не приве-
дены). Представляет интерес тот факт, что жизне-
способность клеток в биореакторах практически 
не отличалась от таковой в колбах на соответству-
ющий день культивирования. Из этого наблюде-
ния можно сделать вывод, что условия культиви-
рования в биореакторах являются хоть и не опти-
мальными, но вполне переносимыми для клеток.

В ходе дальнейших экспериментов в био-
реакторах разных типов не удалось существен-
но улучшить характер роста культуры. При этом 
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Рис. 1. Анализ ростовых характеристик (a) и выработки лактата (b) клетками линии А26 при культивировании в сте-
клянном биореакторе STR-типа (кривые 1, 3, 5) и в колбах (кривые 2, 4, 6)

Fig. 1. Growth characteristics (a) and lactate production (b) by cell line A26 under STR bioreactor (curves 1, 3, 5) and shake-
flask cultivation (curves 2, 4, 6)
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оставались неясными причины такого различия в 
поведении клеток и влияющие на него факторы. 
Существенным являлся тот момент, что продук-
тивность процессов в биореакторах была в 4‒8 
раз ниже, чем в колбах (не более 0,1 г/л по дан-
ным ИФА). В связи с этим технология культиви-
рования с такими характеристиками роста и про-
дуктивности клеточной линии в промышленном 
производстве оказывалась нерентабельной.

Следует отметить, что за время использования 
STR-биореакторов для культивирования разных 
суспензионных клеточных линий на основе CHO 
подобное поведение клеточных линий отмечалось 
авторами впервые [27]. Вероятнее всего, оно дик-
товалось именно свойствами клеточной линии, а 
не настройками биореакторов или параметрами 
процессов, которые были вполне стандартными.

Исходя из полученных результатов, было выдви-
нуто предположение, что критичным для клеточной 
линии А26 мог быть характер перемешивания в био-
реакторе и возникающие при этом гидродинамиче-
ские нагрузки на клетки. Поскольку чувствительная 
к подобного рода нагрузкам клеточная линия А26, 
не подходила для эффективного и рентабельного 
промышленного производства, но при этом обеспе-
чивала хороший выход целевого продукта в колбах, 
было решено провести ее доработку.

Идея заключалась в том, чтобы воспользовать-
ся природной изменчивостью клеток СНО [28, 29] 
и провести их адаптацию непосредственно в ходе 
культивирования в биореакторе. Поскольку пред-
полагалось, что главным стрессовым фактором 
для клеток является механическое воздействие 
мешалки, то скорость ее вращения в процессе 
культивирования увеличивали постепенно, а сни-
жение жизнеспособности клеток постоянно кон-
тролировали. Другой возможный травмирующий 
фактор – пузырьки газов, которые всегда присут-
ствуют в процессе культивирования в большом 
количестве, поэтому увеличивать интенсивность 
подачи газов в биореактор в проводимых экспери-
ментах посчитали нецелесообразным.

Адаптация клеток к перемешиванию  
в биореакторе типа STR

Было проведено два последовательных про-
цесса культивирования в биореакторе Applikon с 
сосудом объемом 3 л на среде BalanCD Growth A 
с подпиткой BalanCD Feed 2. Процессы культиви-
рования имели некоторые принципиальные осо-
бенности, которые учитывали повышенную чув-
ствительностью клеток  к гидродинамическому 
стрессу и быстрое снижение жизнеспособности. 

Большая скорость роста клеток в услови-
ях селективного давления не ожидалась, поэто-
му клеточная плотность при засеве составляла 
(1,0‒2,0)∙106 кл./мл.  Начало обоих процессов адап-
тации характеризовалось щадящими в плане ги-
дродинамического стресса для клеток настройками 
биореактора ‒ минимальная скорость перемешива-
ния (60 об / мин – в 1-м процессе, 120  об / мин – во 
2-м процессе), аэрация чистым кислородом, которая 
меньше всего травмирует клетки, барботер с круп-
ными отверстиями. Затем скорость перемешивания 
повышали таким образом, чтобы жизнеспособность 
клеток достигла уровня 85±5%. После снижения 
жизнеспособности ниже 70% процесс останавли-
вали. В обоих процессах использовалась питатель-
ная среда BalanCD Growth A со сниженной концен-
трацией глюкозы (5 г/л вместо 10 г/л), чтобы умень-
шить продукцию лактата. Важным фактом также 
являлось сохранение продуктивности клеточной ли-
нии, для этой цели в среду добавлялся селективный 
антибиотик, бластицидин, в концентрации 5 мг/л. 
Кривые роста клеток и их жизнеспособности в ходе 
двух раундов адаптации представлены на рис. 2.

Первый процесс культивирования был оста-
новлен на 9-е сут при скорости перемешива-
ния 160 об/мин Жизнеспособность клеток от на-
чального уровня 97% снизилась к концу процес-
са до 64%, что говорит об эффективной селекции 
при скорости перемешивания 140‒160 об / мин 
(рис. 2а).  После завершения первого процес-
са адаптации клетки из биореактора перенесли в 
колбы объемом 125 мл и культивировали в тече-
ние пяти пассажей, до того момента, пока их жиз-
неспособность не повысилась до 95%. В процессе 
восстановления жизнеспособности клеток исполь-
зовали питательную среду с 5 мг/л бластицидина 
для поддержания продуктивности. Восстановлен-
ные в колбах клетки использовали во втором про-
цессе адаптации в биореакторе в тех же условиях.

Второй процесс был начат при скорости пере-
мешивания 120 об/мин и продолжался в течение 
10 сут, максимальная скорость в конце культиви-
рования составила 240 об/мин. Несмотря на более 
высокую скорость перемешивания, в течение всего 
процесса скорость роста клеток, клеточная плот-
ность и жизнеспособность были выше таковых в 
первом раунде адаптации (рис. 2b). По наблюдае-
мому поведению клеток было видно, что первый 
процесс адаптации в биореакторе был решающим, 
и селекция клеток прошла успешно. Поэтому при 
скорости 240 об/мин процесс был остановлен, 
не дожидаясь снижения жизнеспособности, по-
скольку достигнутая  скорость  перемешивания 
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была  более чем достаточна для последующих про-
цессов культивирования.  Клетки из биореактора 
были перенесены в колбы, где культивировались 
в течение двух пассажей до восстановления жиз-
неспособности выше 95%, после чего из них был 
приготовлен клеточный банк. Адаптированные к 
условиям перемешивания в реакторе клетки полу-
чили наименование А26а.

Таким образом, после двух циклов адаптации 
из исходной клеточной линии был отобран пул кле-
ток, предположительно, выдерживающий высокие 
гидродинамические нагрузки. Безусловно, он отли-
чался от исходной клеточной линии как фенотипи-
чески, так и генетически. Необходимо было срав-
нить основные параметры клеточной линии до и 
после адаптации: культуральные характеристики, 

включая чувствительность к перемешиванию, а так-
же удельную продуктивность в расчете на клетку.

Все эти параметры исследовали путем одновре-
менного культивирования исходной и результиру-
ющей (адаптированной) клеточной линии в колбах 
объемом 125 мл и в биореакторе со стеклянным со-
судом объемом 3 л (объем наполнения 1,5 л). При 
этом в биореакторе устанавливали постоянную 
скорость вращения мешалки 150  об / мин. Другие 
параметры проведения процессов (состав среды, 
схема внесения подпитки, рН, концентрация рас-
творенного кислорода) были идентичны таковым в 
ранее проводимых процессах культивирования.

Кривые роста адаптированных клеток в кол-
бах и биореакторе в сравнении с контрольной 
культурой без адаптации приведены на рис. 3. 

Рис. 2. Показатели адаптации клеточной линии А26 к культивированию в биореакторе STR-типа: a ‒ первый цикл, 
b ‒ второй цикл адаптации. 1 ‒ кривая роста; 2 ‒ кривая жизнеспособности

Fig. 2. Performance of A26 cell line adaptation to STR bioreactor cultivation: a ‒ first cycle, b ‒ second cycle. 1 ‒ growth 
curve, b – viability

Рис. 3. Сравнение основных параметров исходной (А26) и адаптированной (А26а) клеточных линий. а ‒ кривые ро-
ста линий А26 (1, 3) и А26а (2, 4) при культивировании в колбах (1, 2) и в стеклянном биореакторе (3, 4); b ‒ нако-
пление лактата (1, 3) и целевого продукта (2, 4) при культивировании в биореакторе линий А26 (1, 2) и А26а (3, 4)

Fig. 3. Comparison of basic parameters of origin (A26) and adapted (A26a) cell lines. a – growth curves of A26 (1, 3) and 
A26a (2, 4) cell lines under shake-flask (1, 2) and STR cultivation (3, 4); b – lactate accumulation (1, 3) and aim protein 
production (2, 4) during STR cultivation of A26 (1, 2) and A26a (3, 4) cell lines
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Как видно из рис. 3а, при культивировании в кол-
бах адаптированная клеточная линия А26а обла-
дает худшими культуральными характеристика-
ми. Рассчитанная для линии А26а удельная про-
дуктивность на клетку, в сравнении с исходной 
клеточной линией А26, оказалась меньше.

При этом, произошло значительное улучше-
ние ростовых характеристик при культивирова-
нии в биореакторе: продолжительность процесса 
для клона А26а составила 17 сут, максимальная 
клеточная плотность – 17,2 млн кл./мл. Уровень 
лактата на 7-е сутки в биореакторе для адаптиро-
ванной клеточной линии оказался в 3,6 раза ниже, 
чем для неадаптированных клеток (1,6 г/л против 
3,9 г/л, соответственно) (рис. 3b). В итоге, общая 
продуктивность процесса в биореакторе состави-
ла 0,5 г/л среды, что сопоставимо с продуктивно-
стью, ранее получаемой для клона А26 в колбах. 

По итогам проведенного эксперимента мож-
но заключить, что использование адаптированной 
клеточной линии в производстве целевого антите-
ла является оправданным. 

Реклонирование адаптированных клеток
Важной характеристикой производственной 

клеточной линии, помимо высокой скорости ро-
ста и продуктивности, является стабильность экс-
прессии целевого белка. Для ее достижения был 
запланирован следующий этап исследования – ре-
клонирование адаптированных клеток. 

Как было показано выше, клеточная линия 
А26а имела более низкую удельную продуктив-
ность, чем исходная клеточная линия А26. По-ви-
димому, это объясняется тем, что в процессе адап-
тации с ней произошли разнонаправленные гене-
тические и фенотипические изменения, и клетки 
А26а на самом деле являлись не гомогенной ли-
нией, а пулом клеток с широким диапазоном па-
раметров. Поэтому для дальнейшего повышения 
продуктивности было решено провести повтор-
ное клонирование клеток А26а методом лимити-
рующих (предельных) разведений. 

На первом этапе клонирования клетки рос-
ли в 96-луночных планшетах в течение 17 сут, 
по истечении которых было обнаружено 64 коло-
нии. Каждая колония представляла собой потом-
ков от одной клетки, попавшей в лунку планше-
та. Для 64 выросших клонов был проведен пер-
вичный скрининг на продуктивность с помощью 
ИФА (данные не приведены), по результатам ко-
торого продукция целевого антитела была зафик-
сирована у 47 клонов. Эти клоны подвергались 
масштабированию каждые 4‒6 сут посредством 

последовательного пересева в 24-луночные, затем 
6-луночные планшеты и далее во флаконы площа-
дью 25 см2. Через 4 и 7 сут роста клеток в культу-
ральных флаконах были проведены еще две ста-
дии скрининга с помощью ИФА (данные не при-
ведены), в результате которых 15 субклонов были 
перенесены в колбы объемом 125 мл. 

Культивирование в колбах происходило в те-
чение 4 пассажей, на 4-м пассаже клетки были 
засеяны в колбы в плотности 0,3 млн кл./мл для 
проведения цикла продукции в замкнутом объе-
ме без подпиток (batch-культивирование) в тече-
ние 4 сут. Такой формат эксперимента является 
удобным инструментом для оперативной оценки 
продуктивных свойств свежеотобранных клонов 
[25]. Данные по продуктивности на 4-е сутки экс-
перимента в колбах, а также по времени удвоения 
клеток приведены в табл. 1.

По результатам проведенного эксперимен-
та было отобрано семь лидирующих вариантов 
клонов, обладающих оптимальной совокупно-
стью характеристик – временем удвоения не бо-
лее 25 ч и уровнем продукции антитела не менее 
5 мг/л. Для выбранных клонов был проведен цикл 
продукции в колбах объемом 125 мл в формате 
fed-batch (культивирование в замкнутом объеме 
с подпиткой). Была использована среда BalanCD 
Growth A с добавлением подпитки BalanCD Feed 
2: на 3, 5, 7-е сутки по 5%, на 9, 11, 13-е – по 10%, 
глюкоза в среде поддерживалась на уровне 5 г/л.

Результаты fed-batch-культивирования в кол-
бах приведены в табл. 1 и на рис. 4. Было показа-
но, что максимальную продуктивность обеспечи-
вают клоны В8 и В27. При этом клон В8 обладал 
более высокой скоростью роста и достигал боль-
шей клеточной плотности, однако, продуктив-
ность на последние сутки оказалась ниже, чем у 
клона В27.

Также сравнимой продуктивностью обладал 
В5, однако цикл его культивирования продолжал-
ся на трое суток меньше. 

На дальнейшем этапе исследований важным 
было провести оценку стабильности отобранных 
клонов-продуцентов, поскольку данная характе-
ристика является значимой для промышленно-
го использования клеточных линий. Стабильная 
клеточная линия должна иметь постоянный уро-
вень экспрессии целевого белка при культивиро-
вании в течение длительного срока, при этом в ге-
номе клеток не должны происходить перестрой-
ки (транслокации, рекомбинации, делеции и др.) 
[30]. Было решено провести оценку продуктив-
ности пяти отобранных клонов при пересевах в 
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течение 10 пассажей (около месяца непрерывно-
го культивирования). Клоны В5, В8 и В27, а так-
же В2 и В10 были выбраны по совокупности ха-
рактеристик (времени удвоения за 4 сут и продук-
тивности на последние сутки культивирования в 

эксперименте fed-batch), кроме того, их жизне-
способность была не менее 95% к началу экспе-
римента по оценке стабильности. 

На 3-м и 13-м пассажах все субклоны засе-
вали в плотности 0,3∙106 кл./мл в среду BalanCD 

Та бл и ц а  1 
Оценка ростовых и продуктивных свойств клонов, полученных методом предельных разведений,  
при культивировании в колбах объемом 125 мл
Growth and productivity evaluation of clones obtained by limited dilution method under 125 mL  
shake-flask cultivation

Номер клона
Batch-культивирование Fed-batch-культивирование

Tср сут, ч Продуктивность, мг/л Tср сут, ч Продуктивность, мг/л
В2* 22,3±0,2 5,9±0,4 22,6±0,6 122,3±17,1
В3 26,9±0,4 1,6±0,4 - -
В5 24,2±0,6 7,0±1,2 25,0±0,8 197,3±22,3
В7 25,5±0,7 5,6±1,3 24,1±0,5 105,2±16,6
В8 23,7±0,4 10,4±1,9 23,0±0,7 260,4±25,6
В10 21,9±0,8 6,2±0,6 22,8±0,4 137,4±18,0
В11 24,5±0,3 3,2±0,2 - -
В13 27,2±0,3 1,7±0,6 - -
В14 22,8±0,6 3,9±0,7 - -
В19 20,9±0,2 4,1±0,3 - -
В20 26,7±0,5 2,0±0,4 - -
В22 26,6±0,4 1,3±0,2 - -
В27 25,2±0,3 12,8±2,1 24,1±0,4 332,5±28,2
В28 23,8±0,4 7,3±0,8 25,5±0,7 99,0±12,6
В32 27,0±1,1 1,1±0,3 - -

Примечание: Tср ‒ среднее время удвоения клеток за 4 сут. Серой заливкой обозначены лидирующие варианты клонов, отобран-
ные на этапе batch-культивирования, которые затем использовались в эксперименте fed-batch-культивирования

Note: Leading clones selected at batch-culture sted and then used for fed-batch cultivation, are marked in grey
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Рис. 4. Сравнение скорости роста (a) и жизнеспособности (b) субклонов линии А26а по результатам fed-batch-куль-
тивирования в колбах. 1 ‒ клон В2; 2 – В28; 3 – В7; 4 – В10; 5 –В5; 6 – В27; 7 – В8

Fig. 4. Comparison of growth rate (a) and viability (b) of A26a subclones under fed-batch shake-flask cultivation. 1 – clone 
B2, 2 – clone B28, 3 – clone B7, 4 – clone B10, 5 – clone B5, 6 – clone B27, 7 – clone B8
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Growth A, на 4-й день культивирования измеряли 
клеточную плотность и концентрацию антитела 
с помощью ИФА. По этим данным рассчитывали 
среднюю удельную продуктивность в  пг / кл. / день 
(рис. 5). Потеря специфической продуктивности 
за 10 пассажей для 4 клонов составила 20‒30% от 
начального уровня. Только для субклона В27 за-
фиксировано наименьшее снижение продуктив-
ности за вышеозначенный срок культивирования 
(~15%), что свидетельствует в пользу стабильно-
сти отобранных клеток.

Таким образом, по сумме признаков – скоро-
сти роста, удельной и объемной продуктивности, 
а также стабильности экспрессии антитела в тече-
ние месяца непрерывного культивирования, был 
отобран клон В27. Дальнейшая задача заключа-
лась в подборе оптимальных условий его культи-
вирования для повышения продуктивности.

Оптимизация условий культивирования 
отобранного субклона

К моменту начала работ по оптимизации сред 
для клона В27 был накоплен большой объем ин-
формации о средах и подпитках, которые до этого 
не были использованы в работе с клеточной лини-
ей А26. Использованные в работе среды и подпит-
ки приведены в разделе «Условия эсперимента».

Предварительно была проведена адаптация 
клеток клона В27 к новым средам в течение 4 пас-
сажей. Суммарно в скрининге участвовало 20 ва-
риантов схем подпитки на 4 средах (табл. 2). Кон-
трольной схемой культивирования являлась среда 
BalanCD Growth A с подпиткой BalanCD Feed 2, 
которая была ранее использована во всех экс-
периментах. В ходе процесса при необходимо-

сти в колбы добавляли глюкозу до концентрации 
4‒6 г/л. Эксперимент завершали при снижении 
жизнеспособности ниже 70%, концентрацию ан-
титела в пробах измеряли с помощью ИФА.

Было показано, что культуральные характери-
стики и продуктивность могут быть существенно 
улучшены с помощью подбора состава и схемы 
введения подпиток. Как видно из представлен-
ных в табл. 2 данных, продолжительность про-
цесса культивирования во всех случаях состави-
ла не менее 11 сут, значение клеточной плотности 
достигло более 20 млн кл./мл для всех вариантов. 

Рис. 5. Оценка стабильности продуктивных свойств 
клонов, полученных методом предельных разве-
дений из адаптированной клеточной линии А26а. 
Светлые столбики ‒ начальный уровень продуктив-
ности; темные ‒ продуктивность через 10 пассажей

Fig. 5. Productivity evaluation of subclones, obtained 
by limited dilution method from adapted cell line A26a. 
Light graphs – starting productivity level; dark graphs – 
productivity at 10 passage

В2 В5 В8 В10 В27

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0

Номер клона

Уд
ел

ьн
ая

 п
ро

ду
кт

ив
но

ст
ь,

 п
г/

кл
./д

ен
ь

Т а б л и ц а  2
Схема культивирования клона В27 с подпитками в колбах

Scheme of fed-batch cultivation of B27 clone in shake-flasks

Среда Подпитки Схема внесения подпиток КПмакс,
млн кл./мл

T, 
сут

P,
мг/л

BalanCD 
Growth A

BF2 5% BF2 ‒ 3, 5, 7-й день; 
10% BF2 – 9, 11, 13-й день 20,1±1,7 13 448±33

FMS3 0,5X FMS3 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день 22,4±2,2 12 513±68
U-Feeds U-Feeds (1:4) ‒ 3‒11 дни 20,7±1,9 11 309±45

CB2/CB5 5% CB2 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день;
5% CB5 ‒ 4, 6, 8, 10-й день 25,0±3,1 12 525±73

SFM4CHO

BF2 + FMS3 5% BF2 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день; 0,5X 
FMS 3 ‒ 4, 6, 8,10-й день 21,2±2,4 15 607±86

U-Feeds U-Feeds (1:4) ‒ 3‒11 дни 25,6±2,6 14 504±39

CB1/CB6 5% CB1 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день;
5% CB6 ‒ 4, 6, 8, 10-й день 27,9±1,1 14 487±61
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Значение продуктивности на последние сутки 
культивирования в лучшем варианте оказалось в 
2,6 раза выше, чем в контроле (1180 мг/л против 
448 мг/л, соответственно).

Таким образом, любая из подобранных схем 
культивирования в колбах могла быть использова-
на для масштабирования процесса в биореакторе.

На заключительном этапе исследований для 
субклона В27 было проведено несколько процес-
сов культивирования в биореакторе (рабочий объ-
ем 5 л) с механическим перемешивающим эле-
ментом (Applikon). Была использована среда Acti 
CHO P с комплексной подпиткой ACFA+ACFB, 
схема ее внесения соответствовала описанной в 
табл. 2, данный вариант был использован как наи-
более экономически оправданный с точки зре-
ния организации производственного процесса. 
В биореакторе устанавливали постоянную ско-
рость вращения мешалки 120 об/мин и скорость 

подачи газов 1,2 л/мин, другие параметры прове-
дения процессов – температура, рН, концентра-
ция растворенного кислорода ‒ и их регуляция 
были идентичны ранее проводимым процессам 
культивирования.

На рис. 6 показаны усредненные культураль-
ные характеристики, уровень глюкозы и лактата в 
среде при культивировании клона В27 в биореак-
торе. Цикл культивирования, как и в колбах, про-
должался 17 сут. Максимальная клеточная плот-
ность в биореакторе примерно соответствовала 
таковой в колбах на аналогичной схеме подпитки 
(24,9 против 26,4 млн кл./мл) (рис. 6a). Выработка 
лактата клетками происходила плавно и достиг-
ла максимального значения 1,82 г/л на 8-е сутки, 
после чего было детектировано снижение лакта-
та уровня в среде (рис. 6b), что свидетельствовало 
о переключении метаболизма клеток с выработки 
лактата на его потребление. Продуктивность по 

Среда Подпитки Схема внесения подпиток КПмакс,
млн/мл

T, 
сут

P,
мг/л

SFM4CHO CB2/CB5 5% CB2 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день; 
5% CB5 ‒ 4, 6, 8, 10-й день 22,8±0,9 15 429±55

Acti CHO P

ACFA + ACFB
1,5 + 0,15% (ACFA+ ACFB) – 3‒7 
дни, далее повышение до 2+0,2% 
и 3+0,3% 

26,4±3,2 17 967±74

CB2/CB5 5% CB2 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день;
5% CB5 ‒ 4, 6, 8, 10-й день 22,7±1,5 13 530±44

U-Feeds U-Feeds (1:4) ‒ 3‒11дни 28,1±2,9 15 633±39
EFС 5% EFС ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день 23,3±3,0 13 402±57

CellVento 210

Feed-210 + Cys/
Tyr

2% Feed-210 – 3‒5 дни
4% Feed-210 – 6‒11 дни
0,1% Cys/Tyr – 3‒12 дни

35,6±3,3 19 1180±121

FMS3 0,5X FMS 3 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день 27,7±1,7 14 721±62

CB1/CB6 5% CB1 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день; 
5% CB6 ‒ 4, 6, 8, 10-й день 24,2±1,9 13 664±90

U-Feeds U-Feeds (1:4) ‒ 3‒11 дни 29,8±3,1 15 707±69

Ex-Cell СНО

Ex-Cell Feed 1 2% Ex-Cell Feed – 3‒6 дни,
4% Ex-Cell Feed ‒ 7‒11 дни 32,8±2,5 18 854±98

ACFA + ACFB
1,5 + 0,15% ACFA+B –3‒7 дни, 
далее повышение до 2+0,2% и 
3+0,3%

30,5±2,8 17 802±101

FMS3 0,5X FMS 3 ‒ 3, 5, 7, 9, 11-й день 27,0±2,2 15 637±65
U-Feeds U-Feeds (1:4) ‒ 3‒11-й дни 24,7±1,8 15 720±42

Примечание: КПмакс ‒ максимальная клеточная плотность; T ‒ продолжительность процесса; P ‒ продуктивность в КЖ на послед-
ние сутки. Серой заливкой обозначены наилучшие варианты комбинации среды и подпитки: CellVento 210 + комплексная под-
питка Feed-210 + Cys/Tyr; Acti CHO P + комплексная подпитка Acti Feed А/ Acti Feed В; Ex-Cell СНО + подпитка Ex-Cell Feed 1

Note: КПмакс – maximum cell density; T – duration of the process; P ‒ productivity in QL for the last day. Gray fill indicates the best 
options for the combination of nutrient medium and recharge: CellVento 210 + complex recharge CellVento Feed-210 + Cys/ Tyr;  
Acti CHO P + complex recharge Acti Feed A / Acti Feed B; Ex-Cell CHO + recharge Ex-Cell Feed 1

П р од о л ж е н и е  т а бл и ц ы  2 
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данным ИФА на 17-е сутки составила 980 мг/л, 
что сопоставимо с данными, полученными в кол-
бах. Выход целевого продукта в результате куль-
тивирования клона в биореакторе показан для 
промышленного производства.

На рис. 7 приведена электрофореграмма с об-
разцами КЖ, отобранными на последние сутки 
культивирования в биореакторе клона В27 (6) в 
сравнении с неадаптированным исходным кло-
ном А26 (5) (образцы КЖ наносили в лунки геля 
в одинаковой нагрузке). Как видно, соотношение 
экспрессии тяжелой и легкой цепей антитела со-
хранилось, при этом детектировано увеличение 
концентрации антитела в образце КЖ клона В27.

Важнейший результат заключительного этапа 
исследований состоял в сохранении ключевых па-
раметров, достигнутых в малом объеме: отобран-
ный методом предельных разведений клон В27 
сохранил свойства клеток адаптированных ранее 
к перемешиванию в биореакторе клеток А26а. 
Несмотря на тот факт, что от момента завершения 
адаптации клеточной линии А26 до получения 
окончательного субклона В27 прошло не менее 
30 клеточных делений, в течение которых клет-
ки культивировали в разных условиях (в много-
луночных планшетах, в культуральных флаконах, 
в колбах), у полученного клона не возникла чув-
ствительность к механическому воздействию, как 
у родительских клеток А26. 

Рис. 6. Усредненные культуральные характеристики (a), уровень глюкозы и лактата в среде (b) при культивировании 
клона В27 в биореакторе STR-типа в среде Acti CHO P. 1 ‒ клеточная плотность, 2 ‒ жизнеспособность, 3 ‒ уровень 
глюкозы; 4 ‒ уровень лактата в КЖ 

Fig. 6. Growth curve and viability (a), glucose and lactate production levels (b) of subclone B27 under STR bioreactor 
cultivation in Acti CHO P medium. 1 – cell density, 2 – viability, 3 – glucose level, 4 – lactate level

Рис. 7. Электрофореграмма (12,5% SDS-ПААГ) об-
разцов КЖ, отобранных на последние сутки культи-
вирования в STR-биореакторе. 1 – маркер молеку-
лярных масс, 2, 3, 4 – стандартный образец IgG1 че-
ловека, 0,6, 1,2 и 1,5 мкг, соответственно; 5 – КЖ 
клона А26 (1 мкл), 6 – КЖ клона В27 (1 мкл)

Fig. 7. Electrophoregramm (12,5 % SDS-PAGE) of cul-
ture media samples taken from last day of STR bioreac-
tor culture. 1 – molecular weight marker; 2, 3, 4 – stan-
dard human IgG1, 0,6, 1,2 and 1,5 µg, correspondingly; 
5 – clone A26 (1 µL), 6 – clone B27 (1 µL)
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Помимо исследования культуральных и про-
дуктивных свойств адаптированной клеточной 
линии важным являлось сравнение качества про-
изводимого ею антитела, с таковым у неадапти-
рованной клеточной линии. В качестве оценива-
емых характеристик антитела были выбраны гли-
козилирование (состав гликоформ) и содержание 
заряженных форм. Гетерогенность антител по 
гликозилированию объясняется разной длиной и 
составом олигосахаридных цепочек, присоединя-
емых к остаткам аспарагина-297, при этом угле-
водная часть в значительной мере определяет ста-
бильность, эффекторные функции молекулы и ее 
фармакокинетику [31, 32]. Помимо оценки глика-
нов было также проведено исследование содержа-
ния заряженных форм антитела, которые образу-
ются в результате процессов окисления, дезами-
дирования, изомеризации, сиалирования, а также 
отщепления остатков С-концевого лизина тяже-
лой цепи антитела [33‒35]. Результаты проведен-
ного сравнительного анализа гликанов и заряжен-
ных форм антитела, нарабатываемых клонами 
А26 и В27 (до и после адаптации, соответствен-
но), приведены в табл. 3.

Как видно из представленных в табл. 3 дан-
ных, основными детектированными гликоформа-
ми являются G0F и G1F(a,b), что является типич-
ным для клеток СНО [32, 36]. Различие в их содер-
жании для образцов КЖ, полученных из клеток до 
и после адаптации, составляет менее 15%. Не об-
наружено значительных отличий и в содержании 
минорных форм гликанов. Оценка заряженных 
форм проведена по параметру содержания щелоч-
ных изоформ, которые представляют собой мо-
лекулы антител с 0, 1 или 2 остатками лизина на 
С-концевых участках тяжелых цепей. Как видно, 

клетки после адаптации продуцируют антитела с 
меньшим содержанием щелочных форм, однако 
данный факт не является критическим для каче-
ства антитела и его фармакокинетики [37].

Таким образом, в ходе работы адаптация кле-
ток исходного клона А26 с последующим отбо-
ром клонов методом предельных разведений по-
зволила значительно улучшить характеристики 
и повысить эффективность процесса культиви-
рования, при этом не произошло значительно-
го изменения параметров качества антитела. 
 Полученные данные подтверждают высокую из-
менчивость клеточных линий на основе СНО. 
Даже клеточные линии, прошедшие многосту-
пенчатую селекцию, способны довольно легко 
менять свои фенотипические характеристики при 
изменении внешних условий. 

Предложенный подход, вероятно, применим 
к сложным клеточным линиям, так как достаточ-
но трудоемок и может несколько снижать продук-
тивность. Кроме того, результирующий пул кле-
ток более гетерогенен генетически по сравнению 
с исходной культурой, из-за возможных разнона-
правленных изменений генотипа, которые не всег-
да могут быть компенсированы селекцией с ан-
тибиотиком. Однако сильной стороной этого ме-
тода можно считать успешный исход при слабом 
росте клеток ‒ достаточно поместить их в иско-
мые условия, и та или иная адаптация произойдет. 
Высокую эффективность данного подхода во всех 
случаях, еще предстоит подтвердить в будущих 
исследованиях.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства образования и науки РФ в рамках государ-
ственного задания №595-00004-18 ПР.

Та бл и ц а  3 
Оценка содержания гликанов и щелочных форм антитела, выделенного из КЖ  
клонов A26 и В27 на последние сутки культивирования в STR-биореакторе 

Glycane and basic isorforms content of antibody isolated from A26 and B27 clone STR culture media

Гликоформа
Относительное содержание гликоформ, %
А26 В27

G0F 68,5 62,9
G1Fa+G1Fb 21,6 24,8
G2F 2,1 3,5
G0 6,0 5,9
G1a+G1b 1,8 1,9
Man5 – 1,0
Щелочные формы, % от общего 
числа заряженных форм 79,4 75,1
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Abstract–Using gradual two-step adaptation to the bioreactor (STR) conditions, a cell subpopulation of 
IgG1-producing CHO cell line that was insensitive to mechanical impact was selected. The limiting dilution 
method was used for the selection from the adapted cells of a clone, for which the target protein stable 
production was confirmed, and optimization and scaling-up of culturing were carried out. The cultivation 
of the selected clone in STR was characterized by maintaining the key growth parameters. The increase 
in the maximal cell density by 3.5 times, process duration by 4 days and productivity by about 9 times as 
compared to unadapted cells were observed. 
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