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Тип селекционного маркера и условия селекции являются одними из ключевых стадий при получе-
нии продуцентов, экспрессирующих рекомбинантные белки. Получение клеточных линий — проду-
центов афлиберцепта на основе клеток линии СНО и CHO-GS позволит сравнить и выявить наибо-
лее подходящий вариант клеточной линии для получения препарата. В результате работы получены 
по 10 моноклональных клеточных линий — продуцентов предполагаемого биоаналога афлиберцеп-
та на клеточных платформах СНО и СНО-GS. Продуктивность на 15 сут периодического культиви-
рования с подпиткой двух групп составила до 2,5 г/л. Наблюдали увеличение удельной клеточной 
продуктивности продуцентов с использованием платформы СНО-GS. Вывод: применение линии 
СНО-GS, ауксотрофной по глутамину, более предпочтительно, т. к. сравнимый выход целевого бел-
ка достигается при более низкой концентрации жизнеспособных клеток, что благоприятно скажется 
в дальнейшем на этапах очистки и выделения целевого белка.
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When creating cell lines expressing recombinant proteins, the type of selection marker and selection 
conditions are of essential importance. In this work, we aim to obtain and compare cell lines based on 
CHO and  CHO-GS as potential aflibercept producers to identify the most suitable cell line for obtain-
ing an  aflibercept biosimilar. As a result, 10 monoclonal cell lines-producers of a potential aflibercept 
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biosimilar were obtained based on СНО and CHO-GS cell platforms. In the two groups, the productivity 
on the 15th day of periodic cultivation with feeding achieved 2.5 g/L. The СНО-GS group showed an in-
crease in the specific cell productivity of aflibercept producers. The conclusion is made that the СНО-GS 
glutamine auxotroph line is a more preferable option. This cell line enables a comparable yield of target 
protein at lower concentrations of  viable cells, which has a favorable effect on further stages of purification 
and isolation of target protein.
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Введение
Тип селекционного маркера и условия 

селекции являются одними из ключевых 
факторов при получении продуцентов, 
экспрессирующих рекомбинантные белки. 
В биотехнологии для селекции продуцентов 
традиционно применяют экспрессионные 
векторы, содержащие гены, обеспечиваю-
щие клетке устойчивость к антибиотикам, 
например ген неомицин-фосфотрансфера-
зы, который позволяет трансфицированной 
клетке расти в присутствии антибиотика 
неомицина.

Вместе с тем существует ряд проблем 
применения селекции на основе антибио-
тиков:

1) антибиотики могут изменять экспрес-
сию гена клетки-хозяина, что может повли-
ять на продуктивность и/или качество про-
дукции [14];

2) могут подавлять рост клеточной куль-
туры и подавлять рост возможной контами-
нации во время разработки или производст-
ва препарата;

3) во время производства рекомбинантно-
го белка использование антибиотика может 
затруднить последующую очистку и вызо-
вет необходимость дополнительной ста-
дии очистки от его остаточных количеств, 
что приведет к удорожанию процесса со-
здания препарата в целом;

4) добавление селективного антибиотика 
в ростовую среду может привести к сниже-
нию высоких плотностей клеток и подавле-
нию жизнеспособности культуры;

5) наличие гена устойчивости к антиби-
отику может косвенно обусловить сниже-
ние количества экспрессируемого белка, 
поскольку даже в отсутствие селективно-
го агента ген будет транскрибироваться, 
тем самым способствуя дополнительному 
стрессовому состоянию клетки во время 
процесса секреции целевого белка [13];

6) бесконтрольное потребление/приме-
нение антибиотиков приводит к появлению 
резистентности/полирезистентности и но-
вых форм мутировавших бактериальных 
штаммов-контаминантов [7, 3].

По вышеуказанным причинам органы 
здравоохранения (FDA, EMEA, ВОЗ) уже 
рассматривают введение ограничений 
на использование антибиотиков во время 
разработки биофармпрепаратов даже на са-
мых ранних этапах и рекомендуют сводить 
к минимуму их использование, постепен-
но переходя на новые системы селекции 
и контроля качества [12].

Таким образом, можно предположить, 
что в скором времени к биофармацевти-
ческой отрасли будут применены новые 
стандарты производства рекомбинантных 
белковых препаратов, а именно: генно-
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инженерные конструкции должны быть 
полностью лишены генов устойчивости 
к антибиотикам в своей структуре. В связи 
с этим возникает задача по созданию кле-
точной линии, тип селекции которой не бу-
дет связан с антибиотикоустойчивостью [4].

Для соответствия современным требова-
ниям и биобезопасности разработки лекар-
ственных препаратов более рационально 
использовать систему селекции, основан-
ную на механизмах ауксотрофии и марке-
рах метаболического пути клетки-хозяина 
(метаболическая селекция).

Одной из самых популярных мише-
ней для создания ауксотрофных клеточ-
ных линий является глутаминсинтетаза. 
Глутаминсинтетаза (GS, EC 6.3.1.2) пред-
ставляет собой фермент, который играет 
важную роль в метаболизме клетки, ката-
лизируя образование глутамина из глутама-
та и аммиака.

Ранее использовали систему селекции, 
где продуцентов отбирают под действием 
L-метионинсульфоксимина (MSX). MSX 
представляет собой низкомолекулярный 
необратимый ингибитор ферментативной 
активности GS. Клетки, трансфицирован-
ные экзогенным геном GS и геном интереса, 
культивируются в присутствии возрастаю-
щих доз MSX для ингибирования активнос-
ти GS с целью отбора клонов, продуцирую-
щих целевой белок. Увеличение доз МSХ 
приводило к выживанию клеток, которые 
имели более высокое число интегрирован-
ных экспрессионных кассет, содержащих 
GS, включая ген интереса [10]. Из недо-
статков данной системы следует отметить 
увеличение сроков генерации клеточной 
линии с повышением содержания ингиби-
рующего агента МSХ, а также снижение 
продуктивности целевого белка при отмене 
давления MSX, что в совокупности будет 
приводить к нестабильности продуцентов 
в дальнейшем [5, 11].

Более перспективным приемом в разра-
ботке платформ для получения стабиль-

ных клеточных линий стало получение 
мутантов с подавлением экспрессии гена 
GS. Поскольку продуценты могут расти 
на среде без глутамина, это позитивно 
сказывается на всем процессе культивиро-
вания, поскольку снижается накопление 
в среде ионов аммония, которые могут быть 
токсичны для продуцентов [10].

Цель работы заключалась в получе-
нии клонов — продуцентов афлиберцепта 
с использованием двух клеточных линий: 
СНО и полученной в нашей лаборатории 
линии СНО-GS, ауксотрофной по глутами-
ну, для сравнения ростовых и продукцион-
ных характеристик полученных клеточных 
культур для двух групп, а также исследова-
ние преимуществ использования клеточ-
ной линии СНО-GS.

Афлиберцепт представляет собой ре-
комбинантный гибридный белок, со-
стоящий из фрагмента второго домена 
рецептора VEGFR1 и третьего домена ре-
цептора VEGFR2, ковалентно связанных 
с Fc-фрагментом IgG1 человека. Рецептор 
VEGF обладает тирозинкиназной активно-
стью и активируется сигнальным белком 
VEGF (от англ. Vascular endothelial growth 
factor — фактор роста эндотелия сосудов) 
[2]. Афлиберцепт действует как рецептор-
ловушка для лигандов: фактора роста эн-
дотелия сосудов-A (VEGF-A) и фактора ро-
ста сосудов плаценты (PIGF) за счет своего 
строения, тем самым предотвращая связыва-
ние этих лигандов с рецепторами эндотелия, 
VEGFR-1 и VEGFR-2. Строение белка обес-
печивает его связывание с большинством 
факторов роста сосудов: VEGF-A, VEGF-B 
и PIGF, обеспечивая при этом локальное 
замедление и/или торможение роста сосу-
дистой ткани. В конечном итоге действие 
препарата замедляет разрастание сосудов, 
что используется в офтальмологии для лече-
ния неоваскулярной возрастной дегенерации 
желтого пятна [8], различных типов отека 
желтого пятна и диабетической ретинопатии 
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[9], а также дополнительно в качестве про-
тивоопухолевого препарата при различных 
формах раковых заболеваний [16].

Таким образом, создание отечественных 
высокотехнологичных препаратов реком-
бинантных терапевтических белков, таких 
как афлиберцепт, на основе клеточной ли-
нии, ауксотрофной по глутамину СНО-GS, 
будет способствовать реализации государст-
венной политики по развитию биофармацев-
тической отрасли в Российской Федерации 
и программы импортозамещения.

Материалы и методы
Клеточная линия СНО
Линия СНО-К1 (получена из НИЦ  

«Курчатовский институт» — ГосНИИгене-
тика), далее — СНО была адаптирована 
к суспензионному культивированию в среде, 
не содержащей сыворотку или другие ком-
поненты животного происхождения. Клетки 
СНО культивировали в среде BalanCD Growh 
A (“FUJIFILM IRVINE SCIENTIFIC INC”, 
США) при 37°С, 5% CO2, влажности более 
75% в CO2-инкубаторе (“Sanyo”, Япония).

Клеточная линия СНО-GS
Адаптированные к бессывороточному 

культивированию клетки СНО-GS, ауксо-
трофные по глутамину, культивировали 
на среде BalanCD Growh A без использования 
L-глутамина при 37°С, 5% CO2, влажности бо-
лее 75% в CO2-инкубаторе (“Sanyo”, Япония).

Дизайн Zn fingers и сборка плазмид 
для нокаута глутаминсинтетазы
Работа по сборке плазмид, кодирую-

щих нуклеазы цинковых пальцев (ZFN, 
Zink Finger Nucleases) pFok+ex5, pFok-ex5, 
pFok+ex7, pFok-ex7 (табл. 1) для нокаута 
глутаминсинтетазы, проводилась аналогич-
но протоколу, описанному в [6]. Для этого 
последовательности цинковых пальцев 
для внесения разрывов в 5 и 7 экзонах гена 
глутаминсинтетазы С. griseus были подо-
браны с помощью онлайн-ресурса http://zifit.
partners.org/ZiFiT/ChoiceMenu.aspx. Кодон-
оптимизированные нуклеотидные после-

довательности Fok+/- (https://www.addgene.
org/browse/article/28244338/) и Zn finger 
доменов были синтезированы TopGene 
Technologies (Канада). Последовательности 
Fok+ и Fok- (https://www.addgene.org/browse/
article/28244338/) были клонированы в век-
тор pсDNA3.1 (Invitrogen) по сайтам NheI/
ApaI, после чего в полученные конструкции 
по сайтам XbaI/BamHI были вставлены со-
ответствующие домены цинковых пальцев.

Нокаут гена GS (получение клеточной
линии CHO-GS)
Клетки CHO были одновременно 

трансфицированы плазмидами pFok+ex5,  
pFok-ex5, pFok+ex7, pFok-ex7 с использо-
ванием электропоратора MaxCyte согласно 
протоколу производителя. Для подтвержде-
ния нокаута глутаминсинтетазы был прове-
ден вестерн-блот клеточных лизатов с ис-
пользованием антител к глутаминсинтетазе 
согласно протоколу, описанному в работе [15].

Экспрессионные векторы для CНО
и СНО-GS, несущие ген белка
афлиберцепта
Кодон-оптимизированная для экспрессии 

в CHO последовательность афлиберцеп-
та, синтезированная TopGene Technologies 
(Канада), была клонирована в экспресси-
онные плазмиды с разными селективными 
маркерами: для СНО — ген устойчивости 
к пуромицину, для СНО-GS — ген глута-
минсинтетазы (рис. 1).

Расчет ростовых характеристик 
клеточных культур
Плотность жизнеспособных клеток, 

жизнеспособность культуры определя-
ли с помощью автоматического счетчи-
ка клеток Countess II FL Automated Cell 
Counter (“Thermo Fisher Scientific”, США). 
Кумулятивную клеточную плотность (ССD) 
и удельную продуктивность (Qp) вычисля-
ли по формулам, описанным в работе [1].

Трансфекция клеток линии СНО 
методом электропорации
Клетки линии СНО были трансфицирова-

ны препаратами линеаризованной плазми-
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ды, несущей ген афлиберцепта совместно 
с геном устойчивости к пуромицину (для 
трансфекции клеток линии CHO) или с ге-
ном глутаминсинтетазы (для трансфекции 
клеток линии CHO-GS). Перед трансфек-
цией определяли плотность жизнеспособ-
ных клеток и жизнеспособность культу-
ры. Клетки ресуспендировали в буфере 
для электропорации. В клеточную суспен-
зию вносили плазмидную ДНК и проводили 

электропорацию клеток в камерах ОС-100 
с использованием системы для трансфек-
ции MaxCyte STX (“MaxCyte”, США) по ин-
струкции производителя [1].

Получение минипулов
Трансфицированные клетки высевали 

в плоскодонные 96-луночные планшеты 
по 100 мкл/лунку в среде BCD c селектив-
ными агентами. Минипулы культивировали 
в стационарных условиях в течение 14 сут 

Таблица 1. Плазмиды, использованные для нокаута глутаминсинтетазы
Table 1. Plasmids used for glutamine synthetase knockout

Плазмида Oписание

pFok+ex5 Плазмида для экспрессии Fok+ нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 5-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok-ex5 Плазмида для экспрессии Fok- нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 5-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok+ex7 Плазмида для экспрессии Fok+ нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 7-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

pFok-ex7 Плазмида для экспрессии Fok- нуклеазы цинковых пальцев, специфичной к последователь-
ности 7-го экзона гена глутаминсинтетазы C. griseus

Рис. 1. Карты плазмид с геном афлиберцепта для линии СНО и СНО-GS.
Fig. 1. Plasmid maps with aflibercept gene for СНО and СНО-GS lines.

Плазмида для экспрессии белка афлиберцепт 
под контролем гибридного CMVe/hEF1 промотора, 

содержащая эукариотический селективный  
маркер устойчивости к пуромицину  

(ген пуромицин N-ацетилтрансферазы S. alboniger)

Плазмида для экспрессии белка афлиберцепт 
под контролем гибридного CMVe/hEF1 промото-
ра, содержащая эукариотический селективный 

маркер (ген глутаминсинтетазы С. griseus)
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при 37°С, 5% СO2 и влажности 70%. Затем 
проводили ряд скринингов по продуктивно-
сти минипулов методом ИФА.

Получение клонов-продуцентов
Клеточные пулы, экспрессирующие афли-

берцепт, были клонированы в полутвердую 
среду ClonaCell Flex (“STEMCELL”, Канада) 
с посевной концентрацией 10 клеток/мл. 
Планшеты с растущими колониями клонов 
инкубировали 10 сут при 37°С, в условиях 
5% СO2, 70% влажности в CO2-инкубаторе 
(“Sanyo”, Япония). Отбор клонов проводи-
ли с помощью роботизированной системы 
Clone Pix FL (“Molecular Devices”, США).

Иммуноферментный анализ
Для определения концентрации (продуктив-

ности, мг/л) рекомбинантного афлиберцепта 
в культуральной жидкости (КЖ) проводили 
иммуноферментный анализ (ИФА) в 96-лу-
ночных планшетах Maxi-sorb Microplates 
(“Nunc”, Дания). Для сорбции использовали 
поликлональные козьи антитела против им-
муноглобулина человека (“Sigma”, Япония). 
В качестве детектирующих антител использо-
вали поликлональные козьи антитела против 
иммуноглобулина человека, конъюгирован-
ные с пероксидазой хрена (“Sigma”, Япония). 
В качестве стандарта использовали рефе-
рентный препарат афлиберцепт «EYLEA» 
(“Bayer”, Германия). Измерения проводили 
на спектрофотометре Benchmark Plus (“Bio-
Rad Laboratories”, США) при ОD-450.

Периодическое культивирование 
клеток с подпиткой
Культивирование клонов — продуцентов 

афлиберцепта проводили в биореакторах 
Ambr® 15 Cell Culture Bioreactor System 
(“Sartorius”, Германия). Посевная концен-
трация клеток составляла 0,3×106 клеток/
мл, в качестве добавки питательной сре-
ды использовали BalanCD CHO Feed 4 
(“FUJIFILM IRVINE SCIENTIFIC INC”, 
США). Культивирование клонов проводили 
в условиях 5% СО2 и 37°С при 800 об/мин 
на шейкере-инкубаторе Climo-Shaker ISF1-
XC (“Kuhner”, Германия).

Определение уровня лактата и глюкозы
Для определения уровня лактата и глюко-

зы в культуральной жидкости использовали 
прибор Biosen C–line (“EKF — diagnostic 
GmbH”, Германия) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Хроматографическая очистка 
афлиберцепта
Хроматографическую очистку афли-

берцепта проводили с использованием 
системы AKTA Purifier (“GE”, Швеция). 
В качестве аффинного сорбента исполь-
зовали MabSelect SuRe. Культуральную 
жидкость, содержащую целевой белок, на-
носили на колонку, предварительно урав-
новешенную стартовым буфером (“Cytiva”, 
Швеция). По окончании нанесения сорбент 
последовательно промывали по 5 CV стар-
тового и кондиционирующего (50 мM аце-
тата натрия, рН=5,5) буферных р-ров. Белок 
элюировали р-ром, содержащим 50  мM 
ацетата натрия, рН=3,8. По окончании пер-
вой стадии рН элюата доводили до 7,5 2 M 
р-ром Трис-буфера. Концентрацию белка 
определяли по оптическому поглощению 
при 280  нм, используя в качестве коэффи-
циента экстинкции значение 1,16.

Статистический обсчет результатов
Выполнен в программе Graph Pad 

Prism  6. Использовали однофакторный 
дисперсионный анализ one–way ANOVA 
test или t–критерий Стьюдента (unpaired  
t-test). Pvalue<0,0001 = ****, Pvalue<0,001 = ***, 
Pvalue<0,01 = **, Pvalue<0,05 = *, ns — нет ста-
тистической разницы, данные представле-
ны в виде бокс-плотов.

Результаты исследований
Получение минипулов – продуцентов 

рекомбинантного афлиберцепта на осно-
ве клеточных платформ СНО и СНО-GS

Трансфекцию клеточных линий СНО 
и СНО-GS проводили методом электропо-
рации на приборе MaxCyte STX. Для транс-
фекции использовали плазмиды pGNR–
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СНО-afl и pGNR–СНОGS-afl с целевым 
геном, кодирующим афлиберцепт (рис. 1).

Через 24 и 48 ч после электропорации 
определяли жизнеспособность и плотность 
жизнеспособных клеток трансфицирован-
ных пулов (табл. 2), после чего рассевали их 
на минипулы в селективные условия на двад-
цать 96-луночных планшетов для каждой 
линии. В случае клеточной платформы СНО 
в качестве селективного агента использо-
вали антибиотик пуромицин; в случае кле-
точной платформы СНО-GS в качестве се-
лективных условий использовали ростовую 
среду без добавления L-глутамина.

Далее проводили ряд скринингов с по-
мощью ИФА, позволяющих выявить наи-
более продуктивные линии клеток из двух 
групп (рис. 2). 

В результате скрининга проб КЖ минипу-
лов из 96-луночных планшетов, максималь-
ная продуктивность линий на основе СНО 
составила около 40 мг/л, для продуцентов 
на основе СНО-GS — около 90 мг/л (рис. 2А) 
на 14-е сут стационарного культивирования. 
Лидерные 200 минипулов из каждой группы 
перенесли в больший объем селективной 
среды в 12-луночные планшеты, после чего 
культивировали при стационарных услови-
ях и проводили ИФА. Максимальная про-
дуктивность линий на основе СНО состави-
ла около 18 мг/л, для продуцентов на основе 
СНО-GS — около 32 мг/л (рис. 2B). Затем 
по 88 минипулов из каждой группы пере-
несли в больший объем селективной среды 
в 6-луночные планшеты и после стацио-
нарного культивирования провели анализ 

Таблица 2. Жизнеспособность клеточных пулов после трансфекции
Table 2. Cell pool viability after transfection

Клеточная 
линия

Плазмиды
Время после трансфекции, ч

24 48
VCD, ×106  
клеток/мл

Жизне-
способность, %

VCD, ×106  
клеток/мл

Жизне-
способность, %

СНО pGNR–СНО-afl 1,41 89 2,13 91

СНО-GS pGNR–СНОGS-afl 1,16 94 1,96 92

СНО Контроль 1,43 98 2,34 97

СНО-GS Контроль 0,65 93 1,49 93

Рис. 2. Продуктивность минипулов на основе клеточных платформ СНО и СНО-GS во время проведения 
скрининга методом ИФА, мг/л: А — 96-луночных планшетов; В — 12-луночных планшетов; С — 6-луночных 
планшетов; CHO — клоны-продуценты афлиберцепта на основе линии СНО; CHO-GS — клоны-продуценты 
афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 2. Minipool productivity based on СНО and СНО-GS cell platforms during ELISA screening, mg/L: A — 96-well 
plates; B — 12-well plates; C — 6-well plates; CHO — aflibercept-producing clones based on СНО line; CHO-GS — 
aflibercept-producing clones based on CHO-GS line. 

А B C
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продуктивности минипулов; максималь-
ная продуктивность линий в ходе скри-
нинга в 6-луночных планшетах на основе 
СНО составила 30 мг/л, для продуцентов  
на основе СНО-GS — 70 мг/л (рис. 2С). 
По результатам последнего скрининга ото-
брали лидирующие минипулы из каждой 
группы для клонирования.

Получение клонов — продуцентов ре-
комбинантного афлиберцепта на основе 
клеточных платформ СНО и СНО-GS

Клоны-продуценты получали с помощью 
автоматизированной системы отбора ко-
лоний Clone Pix FL. Для каждой выборки 
были получены около 1000 клонов. Для оп-
ределения наиболее продуктивных моно-
клональных клеточных линий проводили 
серию скринингов проб КЖ клонов методом 
ИФА (данные не приведены).

Лидерные клоны, по 10 из каждой группы, 
полученные после проведения серии скри-
нингов, адаптировали к шейкерному культи-
вированию, а затем культивировали 15 сут 
с подпиткой с использованием системы ми-
ни-биореакторов ambr™ 24 TAP Biosistems. 
Данная роботизированная система, прин-

цип работы которой описан в работе [14], 
предназначена для имитации условий про-
мышленного биореактора в минимальных 
объемах 10–15 мл и позволяет спрогнози-
ровать поведение культуры в условиях про-
мышленного реакторного культивирования. 
В роботизированной системе во время про-
цесса культивирования можно наблюдать 
уровень поступающих газов в мини-биоре-
актор (СО2 и О2), рН и уровень растворенно-
го кислорода в среде.

На рис. 3 отражены основные характери-
стики роста клонов — продуцентов афли-
берцепта на основе СНО и СНО-GS в дина-
мике. На рис. 4 представлены стандартные 
модели проведения культивирования 
в условиях мини-биореаторов ambr™ 24 
TAP Biosistems.

Во время периодического культивирова-
ния в роботизированной системе (рис. 4) 
к 15-м сут жизнеспособность клонов со-
ставляла в среднем 65±15% на основе СНО 
и 73±10% на основе СНО-GS (рис. 3А); 
концентрация жизнеспособных клеток со-
ставляла (16,1±5,8)×106 клеток/мл на основе 
СНО и (11,1±4,4)×106 клеток/мл на основе 

Рис. 3. Сравнение двух клеточных линий клонов-продуцентов афлиберцепта во время непрерывного культиви-
рования: А — жизнеспособность клеток, %; B — плотность жизнеспособных клеток, VCD, ×106 клеток/мл;  
C — волюметрическая продуктивность на 15 сут культивирования, мг/л; D — удельная продуктивность кле-
ток с 3 по 15 сут культивирования, (пг/(клетка×сут)). CHO — клоны-продуценты афлиберцепта на основе 
линии СНО; CHO-GS — клоны-продуценты афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 3. Comparison of two cell lines of aflibercept-producing clones during continuous cultivation: A — cell viability, 
%; B — viable cell density, VCD, ×106 cells/mL; C — volumetric productivity at 15 days of culturing, mg/L; D — 
specific cell productivity from 3 to 15 days of culturing, (pg/(cell×day)). CHO — aflibercept-producing clones based 
on CHO line; CHO-GS — aflibercept-producing clones based on CHO-GS line.
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Рис. 5. Содержание основных гликанов (%), характерных для полученного рекомбинантного афлиберцеп-
та, в сравнении с референтным препаратом Эйлея: А — сиалированные гликаны; В — маннозные остатки;  
С — галактозилированные гликаны; D — афукозилированные гликаны. CHO — клоны — продуценты афлибер-
цепта на основе линии СНО; CHO-GS — клоны — продуценты афлиберцепта на основе линии СНО-GS.
Fig. 5. Content of basic glycans (%) characteristic of the obtained recombinant aflibercept in comparison with  the ref-
erence drug Eylea: A — sialylated glycans; B — mannose residues; C — galactosylated glycans; D — afucosylated 
glycans. CHO — aflibercept-producing clones based on CHO line; CHO-GS — aflibercept-producing clones based 
on CHO-GS line.

СНО-GS (рис. 3B); концентрация целевого 
рекомбинантного белка клонов составляла 
1,33±0,67 г/л на основе СНО и 0,88±0,70 г/л 
на основе СНО-GS (рис.  3С); удель-
ная продуктивность клеток за все вре-
мя процесса (с  3 по 15 сут) составляла  
5,20±2,27 пг/клетка/сут на основе СНО 
и 6,10±2,75 пг/клетка/сут на основе СНО-GS 
(рис. 3D).

Несмотря на более высокую концент-
рацию целевого рекомбинантного белка 
на основе CHO, для промышленного ис-
пользования был выбран клон, обладаю-
щий наибольшей удельной продуктивно-
стью на основе СНО-GS.

На рис. 4 представлены результаты из-
мерения профиля гликозилирования после 
выделения полученного белка и его очистки. 
Важно отметить, что полученный профиль 
гликозилирования сравним с референтным 
препаратом «Эйлея» (рис. 5).

Обсуждение результатов
При разработке продуцентов рекомби-

нантного афлиберцепта с использованием 
двух родительских линий лидирующую по-

зицию по продуктивности занимала клеточ-
ная линия СНО-GS (рис. 2).

При культивировании с подпиткой 
в минибиореакторах наблюдали сравнимую 
для двух групп жизнеспособность культу-
ры (рис. 3А) и волюметрическую продук-
тивность целевого белка (рис. 3С), однако 
вместе с тем наблюдали статистически под-
твержденную разницу плотности жизнеспо-
собных клеток двух групп (рис. 3B). Также 
выявили, что удельная продуктивность 
клеток на основе СНО-GS выше: 6,10±2,75 
вместо 5,20±2,27 пг/клетка/сут на основе 
СНО (рис.  3D), данный параметр количе-
ственно определяет скорость экспрессии 
белка в единицу времени и является, на наш 
взгляд, ключевым. Удельная продуктив-
ность клеточных линий зависит от двух 
показателей: содержания (титра) белка (г/л) 
и концентрации жизнеспособных клеток. 
Соответственно, можно сделать вывод 
о том, что полученная клеточная линия 
СНО-GS более привлекательна для получе-
ния промышленных продуцентов при про-
чих равных условиях, экспрессируя сравни-
мое количество белка, а также имеет более 
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низкую плотность жизнеспособных клеток, 
что, в свою очередь, благоприятно влияет 
на последующие стадии очистки препарата 
(очистка белка, очистка препарата от белков 
клеток-хозяина, в нашем случае  — белков 
СНО, и пр.). При этом увеличение скорости 
образования продукта (удельная продук-
тивность) у продуцентов группы СНО-GS 
не повлияло на снижение качества посттран-
сляционных модификаций рекомбинантно-
го белка, в т. ч. профиля гликозилирования 
(рис. 5). По результатам, представленным 
на рис. 5, видно, что при сравнении клю-
чевых показателей гликозилирования аф-
либерцепта, полученного на основе СНО 
и СНО-GS, и референтного препарата ста-
тистически значимых отличий не выявлено.

Заключение и выводы
1. Получены моноклональные клеточные 

линии — продуценты рекомбинантного бел-
ка афлиберцепт на основе двух клеточных 
линий СНО и СНО-GS.

2. Сравнение двух клеточных линий СНО 
и СНО-GS от начала разработки до получе-
ния финальных клонов-продуцентов показа-
ло преимущество использования клеточной 
линии СНО-GS по показателю удельной 
продуктивности, качеству продукта, что, по-
видимому, обусловлено особенностями ее 
селекции по метаболическому маркеру.

3. По результатам проведенного исследова-
ния считаем, что для получения рекомбинант-
ных белков терапевтического назначения це-
лесообразнее использовать линию СНО-GS.
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