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Возможность изменения профиля гликозилирования — важная опция при разработке технологии 
получения терапевтических рекомбинантных иммуноглобулинов. Гликаны обеспечивают влияние 
на различные эффекторные функции антитела, такие как антителозависимая клеточно-опосредован-
ная цитотоксичность (ADCC), комплементзависимая цитотоксичность (CDC) и период полувыве-
дения препарата. Способность достигнуть необходимого гликопрофиля терапевтического антитела 
за счет оптимизации условий культивирования будет способствовать как получению более эффек-
тивных препаратов, так и ускоренной разработке биоаналогов. По результатам проведенной рабо-
ты установлено, что увеличение длительности культивирования приводит к снижению содержания 
галактоз; добавление регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2 (“Eminence”, Китай) приводит 
к увеличению афукозилированных гликанов; коэкспресссия фермента Fut8 приводит к увеличению 
маннозных остатков. Также были апробированы различные подходы, обеспечивающие регуляцию 
содержания фукоз, манноз и галактоз в ходе процесса биосинтеза терапевтического антитела IgG1.
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The possibility to alter the glycosylation profile is an important prerequisite for the development of produc-
tion technologies of therapeutic recombinant immunoglobulins. Glycans affect various effector functions 
of the antibody, such as antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC), complement-dependent 
cytotoxicity (CDC), and the drug half-life. The possibility to achieve the required glycosylation profile 
of a therapeutic antibody by optimizing cultivation conditions will facilitate both the creation of more 
effective drugs and accelerated development of biosimilars. The conducted study found that an increase 
in the cultivation duration leads to a decrease in the galactose content. The addition of the EM-N-glycan 
regulator-2 afucose regulator (Eminence, China) led to an increase in the content of afucosylated glycans. 
The co-expression of the Fut8 enzyme led to an increase in mannose residues. Various approaches to regula-
tion of fucose, mannose, and galactose contents during biosynthesis of IgG1 therapeutic antibody were tested.
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Введение
Среди всех одобренных препаратов 

на основе рекомбинантных белков более 
40% представлены иммуноглобулинами 
класса G, что подчеркивает важность по-
нимания механизма гликозилирования 
и изучения способов его контроля и регу-
лирования во время разработки лекарств 
подобного типа [6].

Гликозилирование представляет собой одну 
из наиболее распространенных форм пост- 
трансляционной модификации белка, проте-
кающую в эндоплазматическом ретикулуме 
(ЭПР) и аппарате Гольджи клетки, где в ре-
зультате каскада многоступенчатых реакций 
с участием различных ферментов происходит 
образование ковалентной связи между поли-
сахаридной цепью и аминокислотой [17].
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Выделяют три основных типа гликозили-
рования белка, среди которых N-связанное 
гликозилирование свойственно антите-
лам и способно определять их эффек-
торную функцию и фармакокинетику [9], 
а именно ADCC, CDC и время полувы-
ведения препарата [15]. Таким образом, 
N-гликозилирование терапевтических ан-
тител является важным атрибутом качества 
будущего препарата.

Наличие или отсутствие различных глико-
форм определяет функции терапевтическо-
го антитела. Так, например, было показано, 
что снижение уровня фукозилирования IgG 
усиливает ADCC [12]. С галактозилирован-
ными формами обычно связывают наличие 
у антител способности к стимулированию 
CDC [5, 21]. Высокоманнозные олигосаха-
риды потенциально могут повлиять на вре-
мя циркуляции антитела [8]. Так, антите-
ла с высоким уровнем манноз (структуры 
Man5 и выше) выводятся из кровотока быс-
трее, чем антитела со зрелыми олигосахари-
дами сложного типа, что имеет прямое от-
ношение к терапевтической эффективности 
[11]. Содержание сиалированных гликанов 
у IgG, получаемых с использованием кле-
ток млекопитающих, в большинстве случа-
ев низкое и имеет низкое влияние на имму-
ногенность и фармакокинетику [19].

Профиль гликозилирования терапевти-
ческих белков и его углеводный состав 
определяются различными факторами: ро-
дительской клеточной линией, условиями 
культивирования продуцента [16], уровнем 
экспрессии основных генов ферментов, 
участвующих в биосинтезе гликанов [2]. 
Существуют различные подходы для регу-
лирования гликопрофиля IgG:

• Состав ростовых сред, добавок, 
регуляторов, ионов металлов
Состав культуральной среды является 

одним из критических факторов, кото-
рый определяет гликопрофиль антитела. 
В результате экспериментов на примере 
клеточных линий СНО, экспрессирующих 

моноклональные IgG1, было установлено 
влияние различных добавок на профиль 
гликозилирования:
   добавление глюкозамина в ростовую 

среду приводит к снижению галактозили-
рования и увеличению относительного со-
держания фукозилированных гликоформ 
без концевых остатков галактозы; добавле-
ние сульфата меди — к уменьшению коли-
чества высокоманнозных гликанов (Man5); 
добавление уридина приводит к увеличе-
нию всех галактозилированных гликоформ 
и уменьшает количество G0, G0F и Man5; 
добавление фукозы приводит к уменьше-
нию количества высокоманнозных глика-
нов и увеличивает G1F [11];
   добавление галактозы повышает уро-

вень галактозилированных форм [7];
   добавление сульфата меди приводит 

к увеличению относительного содержания 
фукозилированных гликоформ без конце-
вых остатков галактозы [13];
   добавление ионов цинка — к сниже-

нию галактозилирования [22].
• Условия культивирования: темпера- 

   турный режим, рН, осмоляльность
Показано, что использование температур-

ного режима со снижением до 33°C в при-
сутствии глюкозамина приводит к измене-
нию гликанового профиля рекомбинантных 
моноклональных антител [1]; добавление 
галактозы при определенной осмоляльно-
сти и завершении процесса культивирова-
ния при жизнеспособности культуры около 
50% будет способствовать получению IgG 
с повышенным содержанием афукозилиро-
ванных гликанов [14].

• Нокаут генов ферментов, вовлеченных  
    в биосинтез гликанов

Гликозилтрансферазы — ферменты, не-
посредственно участвующие в биосинтезе 
N-гликанов иммуноглобулинов. Например, 
альфа-(1,6)-фукозилтрансфераза (alpha(1,6)
FT, ген Fut8, EC 2.4.1.68) катализирует 
присоединение фукозы в альфа-1-6 связи 
к первому остатку GlcNAc, следующему 
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за пептидными цепями в N-гликанах, и тем 
самым отвечает за фукозилирование осто-
ва N-гликанов иммуноглобулина в клетках 
млекопитающих. Так, в работах исследо-
вателей разных групп показано, что клет-
ки линии СНО, нокаутированные по Fut8, 
могут быть использованы для получения 
афукозилированных антител [20], которые 
обладают высокой активностью ADCC 
и эффективностью [4].

• Снижение активности ферментов,  
участвующих в биосинтезе 
отдельных гликанов
Изменение количества отдельных гли-

канов можно контролировать с помощью 
компонентов, подавляющих активность 
фермента, вовлеченного в биосинтез кон-
кретного гликана. Так, например, было 
показано, что фукозилирование антитела 
IgG1 можно снизить с помощью добав-
ления дезоксиманноджиримицина (DMJ), 
ингибитора лизосомальной α-маннозидазы  
(EC 3.2.1.24), при одновременном повыше-
нии уровня манноз [18].

Гликоинженерия и исследование влияния 
отдельных гликанов на функциональность 
антитела широко изучаются для улучшения 
качества биотерапевтических препаратов 
на основе рекомбинантных белков.

Цель работы — проведение ряда экспе-
риментов по культивированию продуцен-
тов IgG1 для изучения факторов, влияющих 
на регулирование гликанов: использование 
разных клеточных линий, коэкспрессии 
фермента Fut8, добавления коммерческого 
регулятора, а также длительности культи-
вирования продуцента иммуноглобулина 
IgG1.

Материалы и методы
Плазмиды, кодирующие IgG1
Синтетические кодон-оптимизированные 

для экспрессии в клетках CHO гены IgG1 
(кодирующая нуклеотидная последователь-
ность с фланкирующими сайтами рестрик-

ции) были клонированы в экспрессионные 
векторы с разными селективными марке-
рами. Экспрессия генов легкой и тяжелой 
цепей находилась под контролем промо-
тора цитомегаловируса человека (CMV). 
Пример экспрессионных векторов пред-
ставлен в статье, опубликованной авторами 
ранее [3]. В данной работе использовали 
аналогичные экспрессионные конструкции 
с генами IgG1 легкой и тяжелой цепей анти-
тела человека.

Суспензионное культивирование 
клеток СНО
Клетки СНО-К1, СНО-S, CHO-GS (ауксо-

трофы по глутамину) адаптировали к росту 
в бессывороточной среде BalanCD Growh 
A (“FUJIFILM Irvine Scientific”, США) 
и культивировали при условиях: 37°С, 5% 
CO2, влажность более 70% в шейкер–ин-
кубаторе Climo-Shaker ISF1-XC (“Kuhner”, 
Швейцария).

Расчет ростовых характеристик 
клеточных культур
Концентрацию жизнеспособных клеток 

и жизнеспособность культуры определяли 
с помощью автоматического счетчика кле-
ток Countess II FL Automated Cell Counter 
(“Thermo Fisher Scientific”, США).

Трансфекция клеток СНО 
методом электропорации
Клетки СНО трансфицировали плазми-

дами, несущими гены IgG1 легкой и тяже-
лой цепей антитела, на системе MaxCyte 
STX (“MaxCyte”, США) согласно инструк-
ции прибора.

Получение продуцентов, 
экспрессирующих IgG1
Трансфицированные клетки высевали 

в плоскодонные 96-луночные планшеты 
в селективную среду. Затем проводили 
скрининг культуральной жидкости (КЖ) 
по продуктивности из 96-луночных план-
шетов, после чего продуценты c высоким 
титром переводили в 6-луночные планше-
ты. Далее проводили скрининг 6-луноч-
ных планшетов и переводили продуценты 
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с максимальной продуктивностью в мини-
биореакторы.

Иммуноферментный анализ
Для определения концентрации IgG1 

проводили ИФА в 96-луночных планше-
тах MaxiSorp (“Thermo Scientific Nunc”, 
Дания). Использовали сорбирующие анти-
тела I1886 (“Sigma”, США). В качестве де-
тектирующих антител использовали ab8667 
(HRP, “Sigma”, США). В качестве стандар-
та применяли рекомбинантный челове-
ческий IgG1 (“Аbcam”, США, ab155632). 
Измерения проводили на спектрофото-
метре Synergy LX при 450 нм (“BioTek 
Instruments Inc.”, США).

Культивирование продуцентов с под-
питкой проводили в мини-биореакторах 
(“Techno Plastic Products AG”, Швейцария) 
в 20 мл питательной среды BCD, 5% СО2, 
37ºС. Для культивирования продуцентов 
использовали шейкер-инкубатор Climo-
Shaker ISF1-XC (“Kuhner”, Швейцария), 
200 об/мин. В качестве регулятора афу-
коз добавляли EM-N-glycan regulator-2 
(“Eminence”, Китай, cat: 240304.0010) 1-3% 
от объема культивирования, однократно 
в первые сутки.

Хроматографическая очистка IgG1
Для очистки IgG1 использовали сорбент 

MabSelect SuRe (“Cytiva”, Швеция). КЖ 
с целевым белком наносили на колонку, 
предварительно уравновешенную стар-
товым буфером (20 мМ ацетата натрия, 
150 мМ натрия хлорида, pH=5,3). По окон-
чании нанесения сорбент промывали 3 CV 
стартового буфера и 5 CV щелочного бу-
фера, содержащего 1 М натрия хлорид. 
Элюировали целевой белок с сорбента бу-
фером с ацетатом натрия (pH=3,7). Сбор 
фракции начинали при OD=200 mAU 
(λ=280 нм) и заканчивали при снижении 
до 200 mAU. Финальную очистку проводи-
ли последовательной фильтрацией через со-
рбенты Eshmuno CPX (“MERCK”) и Capto 
Adhere (“Cytiva”, Швеция), уравновешен-
ные 3 CV стартового буфера. По окончании 

нанесения образца хроматографию продол-
жали, промывая колонку р-ром стартового 
буфера. Сбор фракции фильтрата начинали 
при достижении OD=200 mAU (при λ=280 нм)  
и заканчивали при снижении до 300 mAU.

Измерение профиля 
гликозилирования IgG1
Для отщепления гликанов от IgG1 исполь-

зовали фермент PNGase F (производства 
АО «Генериум»). Образцы дериватизитиро-
вали р-ром, содержащим флуорофор 2-ами-
нобензойную кислоту (2АА). Меченые 
2АА-гликаны были проанализированы 
с использованием хроматографической 
системы Waters Alliance с флуориметриче-
ским детектором 2475 при длинах волн воз-
буждения 260 нм и эмиссии 425 нм на ко-
лонке AdvanceBio Glycan Map (2,1×150 мм, 
Agilent) в градиенте подвижных фаз аце-
тонитрила и 100 мМ формиата аммония, 
pH=4,5. Содержание каждого гликана рас-
считывали методом нормализации пло-
щадей и выражали в процентах. Общий 
процент содержания гликановых групп рас-
считывали следующим образом:

Галактозилированнные, %  

=(G1+G1F+G1FB+G2+G2F) ×100;
                     (∑S)

Афукозилированные, % 

=(G0+G0N+ G1+G2) ×100;
                      (∑S)

Высокоманозные, % 

=(Man3+Man5+Man6+Man7+Man8) ×100;
(∑S) 

Сиалированные, % 

=(G1FS1+A1+A1F+A2+A2F) ×100;
(∑S)

где ∑S — сумма площадей всех пиков гли-
канов.

Статистический  обсчет  результатов был  
выполнен в программе Graph Pad Prism 6.  
Использовали однофакторный дисперси-
онный анализ (one–way ANOVA test) или  
t-критерий Стьюдента (unpaired t-test). 
Если рvalue<0,0001=****; рvalue<0,001=***; 
если рvalue<0,01=**; рvalue<0,05=*; ns — нет 
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статистической разницы; данные представ-
лены в виде среднего значения и стандарт-
ного отклонения (SD).

Результаты и их обсуждение
Провели ряд экспериментов для изучения 

и регулирования профиля гликозилирова-
ния рекомбинантного человеческого IgG1:

1)    Влияние длительности культивиро-
вания на гликопрофиль IgG1

Продуценты IgG1 получены на основе 
суспензионной линии СНО-S, культивиро-
вали в течение 11, 12, 13 и 14 сут (рис. 1). 
Жизнеспособность продуцентов во всех 

группах оставалась высокой и не сни-
жалась менее 80% (рис. 1Е). Плотность 
жизнеспособных клеток для всех групп 
не различалась (рис. 1F). Продуктивность 
белка после очистки представлена 
на рис. 1G. Наблюдали статистически под-
твержденное снижение содержания галак-
тоз (рис. 1А) и силовых кислот (рис. 1D) 
с увеличением продолжительности культи-
вирования продуцентов.

2)    Влияние коммерческого регулятора 
на содержание афукозилированных гли-
канов

Рис. 1. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-S в течение 11, 12, 13 и 14 сут.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл. 
Снижение температуры на 6 сут до 32°С.
Fig. 1. Cultivation of IgG1 producers based on CHO-S cell line cells during 11, 12, 13, and 14 days.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration 
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml. Decrease in temperature to 32°C 
on day 6.
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Продуценты IgG1 получены на основе 
суспензионной линии СНО-GS, культиви-
рование проводили при 37°С. При равных 
ростовых и продукционных показателях 
(рис. 2Е, -F, -G) наблюдали статистически 
значимое снижение афукозилированных 
гликанов (рис. 2В) при добавлении регу-
лятора EM-N-glycan regulator-2. Также на-
блюдали снижение содержания маннозных 
остатков, однако статистически это не было 
подтверждено (рис. 2С).

3)    Влияние клеточной линии на глико-
профиль IgG1

Продуценты IgG1 на основе двух кле-
точных линий СНО-S и СНО-К1 культиви-
ровали в одинаковых условиях в течение 
14 сут с температурным шифтом до 32°С 
на 6 сут процесса. Можно наблюдать, 
что жизнеспособность продуцента IgG1 
на основе клеток линии СНО-S остава-
лась выше на всем протяжении процес-
са (рис. 3А). Плотность жизнеспособных  

Рис. 2. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-GS в течение 10 сут с добавлением 
регулятора афукоз.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл. 
Добавка регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2, 1-3% от объема культивирования, однократно в первые 
сутки. Температурный режим — 37°С.
Fig. 2. Cultivation of IgG1 producers on the basis of CHO-GS cells during 10 days with the addition of an afucose 
regulator.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration 
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 25 ml. Addition of EM-N-glycan 
regulator-2 afucose regulator – 1–3% of the cultivation volume, once on day 1. Temperature regime — 37°C.
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Рис. 3. Культивирование продуцентов IgG1 на основе клеток линии СНО-S и СНО-K1 в течение 14 сут.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл.
Fig. 3. Cultivation of IgG1 producers on the basis of CHO-S and CHO-K1 cells during 14 days. 
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration of vi-
able cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml.

клеток на протяжении всего процесса куль-
тивирования наблюдали выше у продуцен-
та IgG1 на основе клеток линии СНО-К1 
(рис. 3F). Продуктивность продуцентов 
IgG1 на основе клеток линии СНО-К1 зна-
чительно отличалась от продуктивности 
продуцентов IgG1 на основе клеток линии 
СНО-S и составляла 3,7 г/л против 1,0 г/л. 
Наблюдали следующие различия в глико-
профиле: снижение галактоз у продуцентов 
на основе СНО-К1 (рис. 3А), значительное 
отличие в количестве афукозилированных 
гликанов продуцентов двух групп (рис. 3В).

4)    Влияние коэкспрессии фермента Fut8 
на гликопрофиль IgG1

Коэкспрессия ферментов, отвечающих 
за биосинтез определенных гликанов, мо-
жет повлечь за собой изменение различ-
ных гликоформ. Проводили эксперимент 
с получением продуцентов, коэкспресси-
рующих IgG1 и внутриклеточный Fut8. 
У продуцентов, коэкспрессирующих Fut8, 
наблюдали снижение галактоз (рис. 4А), 
афукоз (рис. 4В) и сиаловых кислот (рис. 
4D), вместе с тем наблюдали значительное 
повышение маннозных остатков (рис. 4С). 
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Ростовые (данные не приведены) и продук-
ционные характеристики при этом не отли-
чались (рис. 4Е).

В биотехнологической промышленно-
сти используют клетки млекопитающих 
при производстве терапевтических белков 
для получения гликозилирования, подоб-
ного белкам человека [10], но сложности 
управления структурами гликанов по-

прежнему представляют существенную 
проблему.

Гликозилирование белков может влиять 
на время полувыведения, эффекторную 
функцию и иммуногенность, что напря-
мую влияет на эффективность и безопас-
ность препарата [11]. Поэтому регуляция 
гликозилирования терапевтического бел-
ка занимает важное место при разработке  

Рис. 4. Культивирование продуцентов IgG1 с котрансфекцией ферментом Fut8 на основе клеток линии  
СНО-GS в течение 10 сут при температуре 37°С.
Примечание: ростовая среда BalanCD, подкормка BalanCD Feed 4 с 3-х сут до конца процесса культивирова-
ния. Концентрация жизнеспособных клеток во время посева 0,4 млн клеток/мл. Объем культивирования 20 мл.
Fig. 4. Cultivation of IgG1 producers with cotransfection with Fut8 enzyme on the basis of CHO-GS cells during  
10 days at 37°C.
Note: BalanCD growth medium, BalanCD Feed 4 from day 3 to the end of the culturing process. Concentration  
of viable cells at the time of seeding – 0.4 million cells/ml. Culturing volume – 20 ml.
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лекарственных средств. Понимание того, 
в каком направлении и в какой степени 
можно регулировать гликозилирование IgG, 
является важной задачей для получения 
эффективных терапевтических препаратов 
на основе рекомбинантных IgG.

Способность контролировать гликози-
лирование необходима для воспроизводи-
мости желаемых свойств терапевтических 
белков. Во время разработки лекарствен-
ного препарата необходимо стремиться 
достичь оптимального и постоянного гли-
копрофиля продукта, который должен быть 
определен в самом начале его разработки 
и поддерживаться постоянным на протяже-
нии всех стадий производства, тем самым 
обеспечивая его терапевтическую эффек-
тивность и безопасность.

Выводы
В результате экспериментов было показа-

но, каким способом можно влиять на гли-
копрофиль рекомбинантного человеческого 
IgG1:

1)   снижение галактоз можно осущест-
вить с помощью длительности культивиро-
вания;

2)   снижения афукозилированных гли-
канов можно добиться за счет добавления 
регулятора афукоз EM-N-glycan regulator-2;

3)   коэкспрессия фермента Fut8 приводит 
к увеличению маннозных остатков.

Данные подходы для регулирования гли-
канов можно применять во время разра-
ботки биофармацевтических препаратов 
на основе человеческих IgG1, полученных 
с использованием клеточных линий СНО.
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