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Резюме Мукополисахаридоз VI типа (синдром Марото–Лами) — орфанное генетическое забо-
левание, которое связано с дефицитом лизосомального фермента арилсульфатазы В. 
Актуальность исследования связана с необходимостью разработки высокопродуктив-
ной клеточной линии-продуцента рекомбинантного фермента арилсульфатазы В. Наи-
более перспективным подходом представляется создание клеточных линий-проду-
центов, коэкспрессирующих целевой фермент арилсульфатазу В и вспомогательный 
 формилглицин-генерирующий фермент на основе клеточной линии СНО. При этом боль-
шое практическое значение имеет возможность культивирования клеточных линий-про-
дуцентов в виде суспензии, без использования сыворотки или других компонентов жи-
вотного происхождения. Цель работы: разработка высокопродуктивных клеточных 
линий-продуцентов рекомбинантного фермента арилсульфатазы В за счет коэкспрессии 
вспомогательного формилглицин-генерирующего фермента. Материалы и методы: ис-
пользовали суспензионную клеточную линию СНО. Трансфекцию клеток СНО проводи-
ли методом электропорации с использованием системы MaxCyte STX. Моноклональные 
клеточные линии получали с использованием системы Cell Metric. Концентрацию арил-
сульфатазы В в культуральной жидкости определяли методом иммуноферментного ана-
лиза. Образцы культуральной жидкости анализировали с применением электрофореза 
в полиакриламидном геле и вестерн-блота. Уровень мРНК измеряли методом полиме-
разной цепной реакции в режиме реального времени. Результаты: получены клеточные 
 линии-продуценты, коэкспрессирующие целевой фермент арилсульфатазу В и вспомога-
тельный формилглицин-генерирующий фермент. Достигнуто увеличение выхода актив-
ного целевого фермента арилсульфатазы В с 2 до 100 мг/л за счет подбора оптимально-
го соотношения плазмид во время трансфекции. Наибольший выход целевого фермента 
арилсульфатазы В наблюдался при соотношении плазмид, кодирующих гены арилсульфа-
тазы В и формилглицин-генерирующего фермента, равном 90:10 (%). Выводы: разработа-
ны высокопродуктивные клеточные линии-продуценты рекомбинантного фермента арил-
сульфатазы В, коэкспрессирующие целевой и вспомогательный ферменты. Коэкспрессия 
арилсульфатазы В и формилглицин-генерирующего фермента приводит к улучшению ро-
стовых и продукционных характеристик клеточной линии, что, по-видимому, обусловле-
но модификацией активного центра целевого фермента арилсульфатазы В. Полученные 
результаты позволят решить проблему низкого выхода фермента, характерную для пре-
паратов подобного класса.
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сульфатаза; мукополисахаридоз VI типа; формилглицин-генерирующий фермент
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Abstract Mucopolysaccharidosis type VI (Maroteaux–Lamy syndrome) is an orphan genetic disease 
caused by deficiency of the lysosomal enzyme arylsulfatase B (ASB). The need to develop a 
highly productive cell line for the production of recombinant ASB, is behind the concept and 
relevance of this study. The most promising approach seems to be the development of CHO 
producer cell lines coexpressing the target ASB enzyme and an auxiliary formylglycine-gener-
ating enzyme (FGE). At the same time, it is important from a practical perspective to have the 
possibility of cultivating producer cell lines as suspensions free of serum or other components 
of animal origin. The aim of the study was to develop highly productive cell lines for the pro-
duction of recombinant ASB by coexpression of the auxiliary FGE. Materials and methods: a 
suspension CHO cell line was used in the study. CHO cells were transfected by electroporation 
using the MaxCyte STX system. Monoclonal cell lines were obtained with the help of the Cell 
Metric system. Enzyme-linked immunosorbent assay was used for determination of ASB con-
centration in the culture fluid. Culture fluid samples were analysed using polyacrylamide gel 
electrophoresis and Western blotting. The mRNA level was measured by real-time polymerase 
chain reaction. Results: producer cell lines coexpressing the target ASB enzyme and auxiliary 
FGE were obtained. An increase in the yield of the active target ASB enzyme from 2 to 100 mg/L 
was achieved by selecting the optimal ratio of plasmids during transfection. The highest yield 
of the target ASB enzyme was achieved at the 90:10 ratio (%) of plasmids encoding the ASB 
and FGE genes, respectively. Conclusions: the authors developed highly productive cell lines 
for the production of recombinant ASB, which coexpress the target and auxiliary enzymes. The 
coexpression of ASB and FGE improves the growth and production characteristics of the cell 
line, probably due to the modification of the ASB active site. The obtained results will help 
resolve the problem of low enzyme yield, which is typical of this class of medicines.

Key words: CHO cell line; arylsulfatase B; galsulfase; ARSB gene; lysosomal enzyme; sulfatase; mucopoly-
saccharidosis type VI; formylglycine-generating enzyme
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Введение
Мукополисахаридоз (МПС) представляет со-

бой группу из 11 типов орфанных генетических 
заболеваний, каждый тип МПС характеризуется 
мутацией определенного гена, кодирующего тот 
или иной лизосомальный фермент, дисфункция 
которого влияет на один из этапов деграда-
ции гликозаминогликанов (ГАГ) в клетке1 [1–3], 
что приводит к постепенному накоплению не-
расщепленных продуктов метаболизма в тканях 
и органах [4].

МПС VI типа передается по аутосомно-рецес-
сивному типу наследования и вызван мутациями 
в гене ARSB, который кодирует лизосомальный 
фермент N-ацетилгалактозамин-4-сульфатазу 
(арилсульфатаза B, галсульфаза, ASB, EC 3.1.6.12), 
что приводит к снижению/отсутствию актив-
ности фермента [5]. Заболевание проявляется 
грубыми чертами лица, задержкой роста, вы-
раженными деформациями костей и суставов, 
нарушениями нервной системы и другими симп-
томами [6]. Для больных МПС VI типа рекомен-
дована заместительная ферментная терапия 
препаратом Наглазим (BioMarin, США) [7–9], ко-
торый представляет собой рекомбинантный ли-
зосомальный фермент галсульфазу.

Большинство известных арилсульфатаз 
[10,  11], в том числе и ASB [12], претерпевают 
уникальную посттрансляционную модификацию 
в активном центре [13, 14], приводящую к транс-
формации каталитического остатка цистеина 
(Cys) до остатка Cα-формилглицин-(fGly) [15–17], 
что необходимо для проявления сульфатазной 
активности фермента. В организме активный 
фермент ASB катализирует отщепление суль-
фатных групп молекул ГАГ [18]: дерматансуль-
фатов и гепарансульфатов [19, 20].

Образование fGly в активном центре ASB ка-
тализируется формилглицин-генерирующим 
ферментом2 (FGE, EC 1.8.3.7) [21, 22]. Белок FGE 
локализуется в эндоплазматическом ретикулуме, 
где взаимодействует с вновь синтезированными 
сульфатазами и катализирует превращение Cys 
в fGly в активном центре фермента [23–25].

В результате предварительных работ, про-
веденных авторами, были получены клеточные 
линии-продуценты на основе суспензионной ли-
нии клеток СНО с уровнем выхода рекомбинант-
ного фермента ASB 1–2 мг/л.

Цель работы — разработка высокопродук-
тивных клеточных линий-продуцентов реком-
бинантного фермента арилсульфатазы В за счет 
коэкспрессии вспомогательного формилгли-

1  https://www.genome.jp/entry/K01135
2  https://www.uniprot.org/uniprot/Q8NBK3

цин-генерирующего фермента. Для выполнения 
цели были поставлены следующие задачи: полу-
чение суспензионной моноклональной клеточ-
ной линии-продуцента ASB путем трансфекции 
клеток линии СНО плазмидой, несущей ген фер-
мента ASB, с последующим получением клонов 
с помощью системы клеточной визуализации 
Cell Metric; получение суспензионной клеточ-
ной линии-продуцента, экспрессирующей оба 
фермента ASB и FGE (продуцент ASB+FGE), пу-
тем проведения дополнительной трансфекции 
линии-продуцента ASB плазмидой с геном, ко-
дирующим вспомогательный белок FGE; оценка 
ростовых характеристик и продуктивности кле-
точных линий-продуцентов; оценка экспрессии 
гена ASB по уровню мРНК в клетках полученных 
линий-продуцентов; подбор оптимального соот-
ношения плазмид, кодирующих целевой и вспо-
могательный ферменты, при получении высоко-
продуктивных клеточных линии-продуцентов 
ASB+FGE (минипулы-продуценты ASB+FGE).

Материалы и методы
Материалы

Культура клеток яичников китайского хомяч-
ка (СНО) (получена из коллекции клеточных 
культур НИЦ «Курчатовский институт» — Го-
сНИИгенетика); среда для культивирования 
BalanCD Growh  A (BCD) (FujiFilm, США); набор 
для экстракции РНК RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия); буфер для электропорации MaxCyte 
(HyClone, США); поликлональные крысиные 
антитела против арилсульфатазы В (АО «ГЕ-
НЕРИУМ», Россия); детектирующие крысиные 
антитела против арилсульфатазы В, конъюги-
рованные с пероксидазой хрена (АО «ГЕНЕРИ-
УМ», Россия); в качестве маркера молекулярной 
массы белков использовали Prestained Protein 
Ladder, 10–180 kDa (Thermo Scientific, США); сре-
да для замораживания клеток Bambanker (Wako 
Chemicals, США); 4-метилумбеллиферил-суль-
фат-калиевой соли (Sigma, Япония); 4-метилум-
беллиферон (Sigma, Япония).

Методы
Экспрессионные векторы с генами, кодирую-

щими арилсульфатазу В и формилглицин-гене-
рирующий фермент. Синтетические кодон-оп-
тимизированные последовательности генов 
ферментов ASB и FGE (кодирующая нуклео-
тидная последовательность с фланкирующи-
ми сайтами рестрикции) были клонированы 

https://www.nextprot.org/term/1.8.3.7
https://www.genome.jp/entry/K01135
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8NBK3
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для экспрессии в клетках CHO в экспрессионные 
векторы с разными селективными маркерами 
(рис. 1). Экспрессия генов находилась под кон-
тролем гибридного CMVe/EF1alpha промотора.

Суспензионное культивирование клеток ли-
нии СНО. Клетки линии СНО были адаптирова-
ны к суспензионному культивированию в среде, 
не содержащей сыворотку или другие компо-
ненты животного происхождения. Клетки линии 
СНО культивировали в среде BCD при 37 °С, 5% 
CO2 и влажности более 75% в CO2-инкубаторе 
(Sanyo, Япония).

Расчет ростовых характеристик клеточ-
ных культур. Плотность жизнеспособных кле-
ток (VCD, viable cell density), жизнеспособность 
культуры клеток определяли с помощью ав-
томатического счетчика клеток Countess II FL 
Automated Cell Counter (Thermo Fisher Scientific, 
США). Кумулятивную клеточную плотность (ССD) 
[26, 27] вычисляли по формуле (1):

  (1)
где CCD2 — кумулятивная клеточная плотность 
в день отбора пробы (×106 клеток×сут/мл); CCD1– 
кумулятивная клеточная плотность предыду-
щего дня отбора пробы (×106  клеток×сут/ мл); 
T  — время (ч), прошедшее между настоящей 
и предыдущей точкой отбора пробы в процес-
се культивирования; VCD0 — начальная плот-
ность жизнеспособных клеток (×106 клеток/ мл); 
VCD1 — конечная плотность жизнеспособных 
клеток (×106 клеток/мл).

Удельную продуктивность клеточных культур 
(Qp), выраженную в пг/(клетка×сут), вычисляли 
по формуле (2):

  (2)

где p1 — продуктивность в день пересева (мг/л); 
р0 — продуктивность в нулевой день (в  на-
шем случае начальное значение равно нулю); 
VCD0 — начальная плотность жизнеспособных 
клеток (в нашем случае начальная плотность 
равна 0,3×106 клеток/мл); VCD1 — конечная плот-
ность жизнеспособных клеток в день пересева 
(×106 клеток/мл). Сутки — число суток культи-
вирования. Уровень продуктивности клеточных 
культур устанавливали, определяя концентра-
цию ASB (мг/л) в культуральной жидкости мето-
дом ИФА.

Трансфекция клеток линии СНО методом элек-
тропорации. Клетки линии СНО были трансфици-
рованы плазмидой, несущей ген фермента ASB, 
или двумя плазмидами, кодирующими гены фер-
ментов ASB и FGE (рис. 1). За сутки до трансфек-
ции клетки засевали с плотностью 1,0×106 кле-
ток/мл для достижения логарифмической фазы 
роста. Перед трансфекцией определяли плот-
ность клеток и жизнеспособность культуры 
клеток, после чего отбирали 2,0×108 клеток, 
промывали с помощью стерильного фосфат-
но-буферного раствора (PBS) и  осаждали 
 центрифугированием при 180 g в течение 
5 минут. Клеточный  осадок ресуспендировали 

Рис. 1. Рекомбинантные экспрессионные векторы, кодирующие последовательности ASB (А) и FGE (В) человека. ARSB gene — 
ген фермента арилсульфатазы В; SUMF1 gene — ген формилглицин-генерирующего фермента; BGH pA — сигнал полиадени-
лирования соматотропина быка; MAR — стабилизирующая эухроматин последовательность; pUC ori — начало репликации; 
bla (AmpR) — бета-лактамаза, ген устойчивости к ампициллину; sv40pro — ранний промотор вируса SV40; sv40 pA — сайт 
полиаденилирования SV40; puroR — ген устойчивости к антибиотику пуромицину; NeoR — ген устойчивости к антибиотику 
неомицину; CMVe/EF1a pro — гибридный промотор, состоящий из энхансера вируса CMV и промотора транскрипции гена 
фактора элонгации.

Fig. 1. Recombinant expression vectors encoding human ASB (A) and FGE (B) sequences. ARSB gene—gene encoding the arylsulfa-
tase B enzyme; SUMF1 gene—gene encoding the formylglycine-generating enzyme; BGH pA—bovine growth hormone polyadeny-
lation signal; MAR—euchromatin stabilising sequence; pUC ori—the origin of replication; bla (AmpR)—beta-lactamase, ampicillin 
resistance gene; sv40pro—early promoter of the SV40 virus; sv40 pA—SV40 polyadenylation signal; puroR—puromycin resistance 
gene; neoR—neomycin resistance gene; CMVe/EF1a pro—hybrid promoter consisting of the CMV enhancer and the transcription 
promoter of the elongation factor gene.

BА
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в 1 мл буфера для электропорации. В клеточную 
суспензию вносили плазмидную ДНК (20 мкг) 
и проводили электропорацию клеток в камерах 
ОС-100 с использованием системы для транс-
фекции MaxCyte STX (MaxCyte, США) [28]. В слу-
чае котрансфекции клеток линии СНО плазми-
дами, кодирующими гены ферментов ASB и FGE, 
плазмиды вносили в соотношениях, равных 
50:50; 66,6:33,3; 90:10 (%).

Получение минипулов. Трансфицированные 
клетки высевали в концентрации 5,0×104 кле-
ток/мл в плоскодонные 96-луночные планшеты 
по 100 мкл/лунку в среде BCD c селективны-
ми антибиотиками (5 мг/л пуромицина и/ или 
500 мг/л неомицина). Всего для высевания транс-
фицированных клеток было использовано трид-
цать планшетов. Гетерогенные клеточные линии, 
продуцирующие целевой фермент (минипулы), 
культивировали в стационарных условиях в те-
чение 18 суток при 37 °С, 5% СO2 и 70%. Затем 
проводили скрининг по продуктивности мини-
пулов из 96-луночных планшетов, после чего 
минипулы c самой высокой продуктивностью 
переводили в больший объем 6-луночных план-
шетов. Далее проводили скрининг минипулов 
из 6-луночных планшетов, после чего переводи-
ли минипулы с максимальной продуктивностью 
в колбы для адаптации роста.

Криоконсервация клеток. После подсче-
та и определения жизнеспособности культур 
клеток суспензию клеток осаждали центрифу-
гированием при 180 g в течение 5 минут, су-
пернатант удаляли, к осадку клеток добавляли 
бессывороточную среду для замораживания 
клеток Bambanker (Wako Chemicals, США). Клет-
ки минипулов и/или клонов замораживали 
по 1,0×107 клеток/мл.

Иммуноферментный анализ. Для определе-
ния концентрации рекомбинантного фермента 
ASB в культуральной жидкости (продуктивность, 
мг/л) проводили непрямой неконкурентный ге-
терогенный иммуноферментный анализ (ИФА)3 
в 96-луночных планшетах Medi-sorb Microplates 
(Nunc, Дания). Для селективной сорбции ASB 
из культуральной жидкости использовали по-
ликлональные крысиные антитела anti-ASB 
(АО  «ГЕНЕРИУМ», Россия), 5 мг/л. В качестве 
детектирующих антител использовали кры-
синые антитела, конъюгированные с перок-
сидазой хрена anti-ASB-HRP (АО «ГЕНЕРИУМ», 
Россия), 5 мг/л. В качестве стандарта исполь-
зовали препарат рекомбинантной галсульфазы 
Наглазим (BioMarin, США). Измерения проводи-

3 Alhajj M, Farhana A. Enzyme Linked Immunosorbent Assay. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing; 2022. https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/books/NBK555922/

ли на спектрофотометре Benchmark Plus (Bio-
Rad Laboratories, США).

Получение клонов-продуцентов арилсульфа-
тазы В. Минипул, экспрессирующий ASB, был 
клонирован методом предельного разведения 
в среде BCD в 96-луночные планшеты с концен-
трацией 5 клеток/мл. Планшеты с растущими 
клонами клеток инкубировали в стационар-
ных условиях в течение 10 суток при 37 °С, 5% 
СO2 и 70% влажности. Для отслеживания роста 
клонов клеток использовали высококонтраст-
ную систему клеточной визуализации Cell Metric 
(Solentim, Великобритания).

Периодическое культивирование клеток. Куль-
тивирование культур клеток проводили в биоре-
акторе TubeSpin Bioreactor 50 (TPP Techno Plastic 
Products AG, Швейцария). Посевная концентра-
ция клеток составляла 0,3×106 клеток/мл, в ка-
честве питательной среды использовали 25 мл 
BCD. Культивирование клеток проводили в ус-
ловиях 5% СО2 и 37 °С при 200 об/мин на шей-
кере-инкубаторе Climo-Shaker ISF1-XC Kuhner 
(Kuhner, Германия). Процесс культивирования 
останавливали на 6 или 7 сутки, когда жизне-
способность продуцентов снижалась.

Измерение активности арилсульфатазы В. 
В основе метода оценки активности ASB лежит 
способность фермента отщеплять сульфатные 
остатки от молекулы субстрата — 4-метилум-
беллиферил-сульфата-калиевой соли (Sigma, 
Япония). В результате реакции образуется флу-
оресцирующий продукт — 4-метилумбеллифе-
рон. Уровень флуоресценции продукта реакции 
и стандартного раствора 4-метилумбеллифе-
рона (Sigma, Япония) измеряли при 365/460 нм 
с помощью фотометра Synergy HTX (BioTek, США). 
Единицей активности ASB считали количество 
фермента, способного катализировать расще-
пление 1 мкмоль субстрата 4-метилумбелли-
ферил-сульфата-калиевой соли при 37  °С, pH 
4,9–5,1, в течение 1 мин. Активность ASB в ис-
пытуемых образцах (А), выраженную в ЕД/мл, 
вычисляли по формуле (3):

  (3)

где Fобр — количество 4-метилумбеллиферона, 
образованное в реакционной смеси с испыту-
емыми образцами, вычисленное относительно 
калибровочного графика (нмоль); Fсравн — коли-
чество 4-метилумбеллиферона, образованное 
в реакционной смеси с раствором сравнения, 
вычисленное относительно калибровочного 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK555922/
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графика (нмоль); D — фактор разведения испы-
туемых образцов; 30 — время реакции (мин); 
0,05 — объем разведенного испытуемого образ-
ца, внесенного в лунку (мл); 1000 — коэффици-
ент пересчета единиц измерения.

Количественная полимеразная цепная реакция 
в режиме реального времени. Количественную по-
лимеразную цепную реакцию (ПЦР) в  реальном 
времени использовали для оценки экспрессии 
гена ASB. РНК экстрагировали из 10×106 кле-
ток СНО с использованием набора RNeasy Mini 
Kit (Qiagen, Германия) согласно инструкции 
фирмы-производителя. Далее из выделенной 
мРНК методом обратной транскрипции полу-
чали кДНК с использованием системы синтеза 
SuperScript® IV (Thermo Fisher Scientific, США) 
в соответствии с инструкцией фирмы-произво-
дителя, используя случайные гексамеры в каче-
стве праймеров. ПЦР в реальном времени про-
водили на амплификаторе iCycler (Bio-rad, США) 
с использованием реакционной смеси qPCR 
mix-HS HighROX (Евроген, Россия) согласно ин-
струкции фирмы-производителя. Все значения 
были нормированы на уровни генов домашнего 
хозяйства Fkbp1a и Tmed2 с использованием ме-
тода 2–ΔΔСt [29]. Данные ПЦР в реальном времени 
анализировали с помощью программы QBase+4. 
Пары праймеров и их последовательности, ис-
пользуемые для анализа ПЦР в реальном време-
ни, указаны в таблице 1.

Приготовление лизатов клеток минипулов. 
Суспензию клеток (2×106  клеток/мл) осаждали 
центрифугированием при 500 g в течение 5 ми-
нут, супернатант удаляли, осадок клеток про-
мывали в 1,0 мл PBS. После промывки клетки 
осаждали центрифугированием при 500 g в те-
чение 5 минут, супернатант удаляли и клетки 
ресуспендировали в 100 мкл денатурирующего 
буфера, содержащего додецилсульфат натрия 

4  https://www.qbaseplus.com

и 2-меркаптоэтанол, после чего прогревали в те-
чение 5 минут при 95 °С.

Приготовление проб культуральной жидкости 
для электрофореза. Культуральную жидкость 
отделяли от суспензии клеток центрифугирова-
нием при 500 g в течение 5 минут, после чего 
каждый образец разводили в денатурирующем 
буфере с 2-меркаптоэтанолом и нагревали 5 ми-
нут при 95 °С. Образцы подвергали электрофо-
резу в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия. Для визуализации 
белков в гель добавляли трихлорэтанол [30]. 
В качестве маркера молекулярной массы бел-
ков использовали Prestained Protein Ladder, 10–
180 kDa (Thermo Scientific, США).

Вестерн-блот. После проведения электро-
фореза осуществляли перенос белков из геля 
на нитроцеллюлозную мембрану. Затем мем-
брану инкубировали в блокировочном рас-
творе 2% бычьего сывороточного альбумина 
(Sigma-Aldrich, США) и переносили в раствор 
крысиных поликлональных антител к ASB 
(1:2000, АО  «ГЕНЕРИУМ», Россия) в течение 
1 часа. Далее мембрану отмывали в PBS с до-
бавлением Твина 20 (PBS-T) и переносили в рас-
твор кроличьих антител P-RAQ Iss (1:5000, ИМ-
ТЕК, Россия) в течение 1 часа. После инкубации 
мембрану отмывали в PBS-T и наносили проя-
вочный раствор ECL Western Blotting (Bio-rad, 
США). Сигнал детектировали при помощи cи-
стемы ChemiDoc XRS+Molecular Imager и про-
граммного обеспечения Image Lab, Version 
3.0 (Bio-rad, США). В случае окрашивания ли-
затов использовали следующую пару антител, 
детектирующих вспомогательный FGE: поли-
клональные кроличьи антитела (Abcam, Вели-
кобритания) и ослиные антитела к IgG кролика, 
конъюгированные с пероксидазой хрена (GE 
Healthcare Life Sciences, США).

Таблица 1. Пары праймеров и их последовательности, используемые для анализа ПЦР в реальном времени
Table 1. Primer pairs and sequences used for real-time PCR analysis

Праймер
Primer

Последовательность
Sequence

ARSB for GCCCTGATCACCAACCAC

ARSB rev GGGCTTCAGGTACTCCTC

Fkbp1a for CTCTCGGGACAGAAACAAGC

Fkbp1a rev GACCTACACTCATCTGGGCTAC

Tmed2 for GCCCACATGGATGGGACATAC

Tmed2 rev TGATGAGCTTCTGTCTCCATGTC

https://www.qbaseplus.com
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Хроматографическая очистка арилсульфа-
тазы В. Хроматографическую очистку ASB 
проводили с использованием системы AKTA 
avant (GE Healthcare). Для этого культуральную 
жидкость, содержащую целевой белок, сор-
бировали на колонку Tricorn 10/50 объемом 
4 мл (Cytiva, Австрия) с аффинно связываю-
щим гликозилированные белки конканавали-
ном A (ConA sepharose, Cytiva, Швеция), по-
сле чего промывали десятикратным объемом 
промывочного буфера (20 мM HEPES; 0,5 M 
хлорид натрия; 1 мM хлорид кальция; 1 мM 
хлорид марганца; pH 7,1). Белок элюировали 
раствором, содержащим 20  мM HEPES; 0,3 M 
метил-α-D-маннопиранозид; pH 7,1. Вторую 
стадию очистки проводили с использованием 
металл-хелатного сорбента IMAC sepharose 
FF (Cytiva, Швеция), предварительно насы-
щенного ионами двухвалентной меди. Ко-
лонку HiTrap, объем 1 мл (Cytiva, Австрия), 
уравновешивали стартовым буфером (20 мM 
натрий-фосфатный буферный раствор; 0,5 M 
хлорид натрия; pH 7,0) после чего наносили 
элюат с предыдущей стадии (объем 24 мл). 
Связанный белок промывали десятикратным 
объемом стартового буфера и затем элюиро-
вали буфером, содержащим 150 мM имидазола 
(pH 6,0). Для третьей, финальной стадии очист-
ки применялся катионообменный сорбент SP 
sepharose (Cytiva, Швеция). При нанесении 
элюат с предыдущей стадии (объем 5 мл) раз-
бавляли буфером (10 мM натрий- ацетатный 
буферный раствор; pH  4,5) в три раза и на-
носили на уравновешенную (20 мM натрий- 
ацетатный буферный раствор; pH 4,5) колонку 
(HiTrap, объем 1 мл). Целевую фракцию белка 
элюировали в линейном градиенте хлорид- 
ионов (10 мM  натрий-фосфатный буферный 
раствор; 0,5 M хлорид натрия; pH  5,8). Кон-
центрацию белка определяли по оптическому 
поглощению при 280 нм, используя в качестве 
коэффициента удельный показатель поглоще-
ния раствора целевого белка с концентрацией 
1 мг/мл, равный 1,97. Выход белка составил 80 
и 90% на второй и третьей стадиях очистки со-
ответственно.

Статистическая обработка результатов 
была выполнена с использованием программы 
Graph Pad Prism 6. Применяли однофакторный 
дисперсионный анализ (one-way ANOVA тест) 
или t-критерий Стьюдента. Данные представля-
ли в виде среднего значения и стандартного от-
клонения (SD); обозначали достоверность отли-
чий: * pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, 
**** pvalues < 0,0001 или ns — нет статистической 
разницы.

Результаты и обсуждение

Увеличение продуктивности клона-продуцента 
арилсульфатазы В за счет коэкспрессии 
вспомогательного формилглицин-генерирующего 
фермента

Клетки линии СНО трансфицировали плаз-
мидой, несущей ген фермента ASB, с даль-
нейшим получением суспензионной монокло-
нальной клеточной линии-продуцента ASB 
с использованием системы Cell Metric. Для изу-
чения влияния FGE на экспрессию и активность 
ASB, была проведена трансфекция клона-про-
дуцента ASB плазмидой, несущей ген вспомо-
гательного фермента FGE, который участвует 
в посттрансляционной модификации актив-
ного центра ASB. Полученную клеточную ли-
нию, экспрессирующую оба фермента ASB+FGE 
(продуцент ASB+FGE), сравнивали с исходным 
клоном-продуцентом ASB.

В ходе сравнительного культивирования на-
блюдали значительное увеличение выхода фер-
мента и удельной продуктивности клеточной ли-
нии, экспрессирующего оба фермента ASB+FGE, 
по сравнению с исходным клоном-продуцентом, 
экспрессирующим только фермент ASB (рис. 2С, 
2D). Продуктивность исходного клона-проду-
цента ASB составила 3–5 мг/л, а продуктивность 
продуцента, коэкспрессирующего ASB+FGE, — 
25 мг/л (рис. 2С). Существенных различий росто-
вых характеристик у данных клеточных линий 
не наблюдали (рис. 2A, 2В).

Наличие экспрессии экзогенного FGE у про-
дуцента, экспрессирующего ферменты ASB+FGE, 
было подтверждено результатами вестерн-блот 
анализа клеточных лизатов, поскольку известно, 
что фермент FGE локализован в эндоплазматиче-
ском ретикулуме [21], где участвует в посттранс-
ляционной модификации активного центра ASB 
(рис. 3С, 3D). Было показано, что уровень экзо-
генного FGE в клетках продуцента, коэкспресси-
рующего ASB+FGE, значительно выше (наличие 
видимого сигнала рис. 3D, дорожки 5–7), чем 
в клетках исходного клона-продуцента ASB 
(ниже предела детекции на рис. 3D, дорожки 
2–4). Специфическое окрашивание экзогенного 
FGE у клона-продуцента ASB+FGE подтверждает 
тот факт, что коэкспрессия двух ферментов при-
водит к повышению выхода целевого белка ASB 
(рис. 3A, 3B, дорожки 5–7).

Для оценки влияния экспрессии экзогенного 
FGE на уровень мРНК гена ASB была проведе-
на количественная ПЦР в реальном времени. 
В результате было показано, что уровни мРНК 
гена ASB у клеток исходного клона-продуцента 
ASB и клеток продуцента, коэкспрессирующе-
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го ASB+FGE, не различаются (рис 2E). При этом, 
как было показано ранее, уровень экспрессии 
секретируемого целевого фермента ASB в куль-
туральную жидкость у этих клеточных линий от-
личается значительно (рис. 2С).

По совокупности полученных эксперимен-
тальных данных можно предположить следу-
ющий механизм увеличения продуктивности 
линии-продуцента ASB за счет коэкспрессии 
вспомогательного белка FGE. В случае кло-
на-продуцента ASB, трансфицированного толь-
ко одной плазмидой, кодирующей ген фермен-
та ASB, в клеточной линии CHO наблюдается 
низкий уровень экспрессии эндогенного фер-
мента FGE, из-за чего в клетках не может быть 
достигнут достаточный уровень посттрансляци-
онной модифицикации фермента ASB, что при-

водит к неправильному фолдингу, низкой ста-
бильности и частичному протеолизу фермента 
и, как следствие, низкому уровню его секреции 
клетками. В случае клона-продуцента ASB, до-
полнительно трансфицированного плазмидой, 
кодирующей ген вспомогательного фермента 
FGE, по-видимому, происходит на достаточном 
уровне модификация активного центра целе-
вого фермента ASB, катализируемая вспомога-
тельным ферментом FGE, что обеспечивает пра-
вильный фолдинг, стабильную конфигурацию, 
функциональную активность ASB и способствует 
высокому уровню секреции фермента в культу-
ральную жидкость.

Таким образом, с помощью коэкспрессии 
вспомогательного белка FGE, участвующего 
в посттрансляционной модификации активного 

Рис. 2. Характеристики клона-продуцента ASB после котрансфекции плазмидой с геном, кодирующим вспомогательный 
белок FGE. А — жизнеспособность клеток (%); B — плотность жизнеспособных клеток, VCD (×106 клеток/мл); C — продуктив-
ность (мг/л); D — удельная продуктивность клеток (пг/(клетка×сут)); E — нормализованный уровень мРНК. Обозначения на 
рисунке: ASB — клон-продуцент ASВ; ASB+FGE — продуцент, коэкспрессирующий ферменты ASВ и FGE. рvalues рассчитывали 
с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, 
**** pvalues < 0,0001; ns — нет статистической разницы).

Fig. 2. Characteristics of the ASB-producing clone after cotransfection with a plasmid carrying the gene encoding the auxiliary 
FGE protein. A—cell viability (%); B—viable cell density, VCD (×106 cells/mL); C—productivity (mg/L); D—specific productivity (pg/
(cell×day)); E—normalised mRNA level. Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing clone; ASB+FGE—producer coexpressing 
ASB and FGE enzymes. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the ASB group as control (* pvalues < 0.05, ** pvalues < 0.01, 
*** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference).
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Рис. 3. Электрофореграмма и вестерн-блот анализ клона-продуцента ASB после котрансфекции плазмидой с геном, коди-
рующим вспомогательный белок FGE. А — электрофореграмма образцов культуральной жидкости (20 мкл/дорожка); B — 
вестерн-блот анализ образцов культуральной жидкости (антитела anti-ASB); C — электрофореграмма образцов лизатов 
(2×105  клеток/дорожка); I — вестерн-блот анализ образцов лизатов (антитела к FGE); D — вестерн-блот анализ образцов 
лизатов (антитела anti-FGE). Обозначения на рисунке: ASB — клон-продуцент ASВ; ASB+FGE — продуцент, коэкспрессиру-
ющий ферменты ASВ и FGE; st-FGE — рекомбинантный FGE; st-ASB — рекомбинантный ASB (Наглазим); ladder — маркер 
молекулярной массы белков (10–180 kDa); количество повторностей образцов, n = 3. рvalues рассчитывали с помощью теста 
one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу ASB (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001; 
ns — нет статистической разницы).

Fig. 3. Electropherogram and Western blot analysis of the ASB-producing clone after cotransfection with a plasmid carrying the 
gene encoding the auxiliary FGE protein. A—electropherogram of cell culture fluid samples (20 μL/lane); B—Western-blot analy-
sis of cell culture fluid samples (anti-ASB antibodies); C—electropherogram of lysate samples (2×105 cells/lane); D—Western blot 
analysis of lysate samples (anti-FGE antibodies). Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing clone; ASB+FGE—producer co-
expressing ASB and FGE enzymes; st-FGE—recombinant FGE; st-ASB—recombinant ASB (Naglazyme); ladder—protein molecular 
weight marker (10–180 kDa); the number of replicate samples, n = 3. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the ASB group 
as control (* pvalues < 0.05, ** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference).
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Таблица 2. Соотношение плазмид при котрансфекции клеток линии СНО
Table 2. Plasmid ratios used for cotransfection of CHO cells

Вариант
трансфекции

Transfection options

Плазмиды, кодирующие гены ферментов ASB и FGE (соотношение плазмид, %)
Plasmids encoding ASB and FGE enzyme genes (plasmid ratio)

1 ASB (100)

2 ASB+FGE (50:50)

3 ASB+FGE (66,6:33,3)

4 ASB+FGE (90:10)
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центра ASB, удалось увеличить выход целевого 
фермента ASB c 2,5 до 27 мг/л.

Получение высокопродуктивной клеточной 
линии-продуцента арилсульфатазы В за 
счет подбора соотношения при трансфекции 
плазмид с генами, кодирующими целевой 
фермент арилсульфатазу В и вспомогательный 
формилглицин-генерирующий фермент

Для получения высокопродуктивных клеточ-
ных линий проводили котрансфекцию роди-

тельской клеточной линии СНО при различных 
соотношениях плазмид с генами, кодирующими 
целевой фермент ASB и вспомогательный фер-
мент FGE. В первом варианте (контроль) исполь-
зовали одну плазмиду с целевым геном фер-
мента ASB. В других вариантах котрансфекцию 
проводили с использованием разных соотноше-
ний двух плазмид, кодирующих гены ферментов 
ASB и FGE (табл. 2).

После селекции в среде с антибиотиком про-
водили последовательный скрининг по продук-

Рис. 4. Выход целевого белка минипулов-продуцентов ASB в зависимости от разного соотношения при трансфекции плаз-
мид с генами, кодирующими ферменты ASB и FGE. А — продуктивность при скрининге образцов культуральной жидкости 
минипулов-продуцентов из 96–луночных планшетов (мг/л); В — продуктивность при скрининге образцов культуральной 
жидкости минипулов-продуцентов в условиях периодического культивирования в биореакторе в течение 6 дней (мг/л); 
С — электрофореграмма образцов культуральной жидкости; D — вестерн-блот анализ образцов культуральной жидкости 
(антитела anti-ASB). Обозначения на рисунке: ASB — минипулы-продуценты ASВ; ASB+FGE — минипулы-продуценты, ко-
экспрессирующие ферменты ASВ и FGE; st-ASB — рекомбинантный ASB (Наглазим); ladder — маркер молекулярной массы 
белков (10–180 кДa); количество повторностей образцов, n = 3. Данные рvalue рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, 
используя в качестве контроля группу ASB 100% (* pvalues < 0,05, ** pvalues < 0,01, *** pvalues < 0,001, **** pvalues < 0,0001). Точками 
обозначены отдельные минипулы.

Fig. 4. The target protein yield of ASB-producing minipools depending on different ratios used for transfection of plasmids carrying 
genes encoding ASB and FGE enzymes. A—productivity according to screening of culture fluid samples of producer minipools from 
96-well plates (mg/L); B—productivity according to screening of culture fluid samples of producer minipools following batch culti-
vation in a bioreactor for 6 days (mg/L); С—electropherogram of culture fluid samples; D—Western blot analysis of cell culture fluids 
samples (anti-ASB antibodies). Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing minipools; ASB+FGE—producer minipools coex-
pressing ASB and FGE enzymes; st-ASB—recombinant ASB (Naglazyme); ladder—protein molecular weight marker (10–180 kDa); the 
number of replicate samples, n = 3. рvalues were calculated by one-way ANOVA using the 100% ASB group as control (* pvalues < 0.05, 
** pvalues < 0.01, *** pvalues < 0.001, **** pvalues < 0.0001). Individual minipools are marked with dots.
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тивности минипулов из 96-луночных и 6-луноч-
ных планшетов. В итоге было отобрано 5–10 
минипулов с наибольшей продуктивностью 
из каждого варианта трансфекции (табл. 2). Уже 
на стадии скрининга минипулов из 96-луночных 
планшетов было отмечено повышение продук-
тивности фермента ASB минипулов-продуцен-
тов, коэкспрессирующих ASB+FGE, по сравне-
нию с минипулами-продуцентами ASB (рис. 3A, 
pvalues < 0,0001).

Проводили периодическое культивирование 
минипулов-продуцентов, коэкспрессирующих 
ASB+FGE, и минипулов-продуцентов ASB в тече-
ние 6 суток для оценки роста и продуктивности. 
Минипулы-продуценты, экспрессирующие толь-
ко ASB, имели продуктивность до 10 мг/л. Мини-
пулы-продуценты, коэкспрессирующие ASB+FGE, 
имели продуктивность до 100 мг/л (рис. 3В).

Наиболее значительное увеличение выхода 
целевого фермента ASB наблюдали у минипу-
лов, полученных при оптимальном соотношении 
плазмид, кодирующих ферменты ASB и FGE (%), 
равном 90:10 (табл. 2, рис. 4А, 4B).

Наблюдалось повышение продуктивности 
минипулов-продуцентов, коэкспрессирующих 
ASB+FGE (рис. 4С, 4D, дорожки 1–3), по сравнению 
с минипулами, экспрессирующими только ASB (рис. 
4С, 4D, дорожки 5–8), что коррелирует с показан-
ным в вестерн-блот анализе повышенным уров-
нем экспрессии ASB в клетках продуцентов, полу-
ченных при введении экзогенной копии гена FGE.

Молекулярная масса полученного рекомби-
нантного фермента ASB и его удельная активность 
(рис. 5) сопоставима с рекомбинантным белком 

коммерчески доступного препарата Наглазим 
(BioMarin, США) (рис. 4С, 4D, дорожки 9–10).

Выводы
1. В результате проведенных исследований 

на основе клеточной линии СНО получены 
высокопродуктивные клеточные линии-про-
дуценты рекомбинантного фермента арил-
сульфатазы В, коэкспрессирующие целевой 
фермент  арилсульфатазу В и вспомогатель-
ный формилглицин-генерирующий фермент.

2. Увеличение выхода активного целевого фер-
мента арилсульфатазы В с 5 до 100 мг/л до-
стигнуто за счет подбора при трансфекции 
оптимального соотношения плазмид, кодиру-
ющих целевой и вспомогательный ферменты. 
Наибольший выход арилсульфатазы В наблю-
дался при соотношении плазмид, кодирующих 
гены ферментов ASB и FGE, равном 90:10 (%).

3. Улучшение продукционных свойств клеточ-
ной линии при коэкспрессии арилсульфатазы 
В и формилглицин-генерирующего фермента 
обусловлено, по-видимому, модификацией 
активного центра целевого фермента арил-
сульфатазы В, катализируемой вспомогатель-
ным формилглицин-генерирующим фермен-
том, что обеспечивает правильный фолдинг, 
стабильную конфигурацию и функциональ-
ную активность арилсульфатазы В.

4. Полученные результаты позволят решить 
проблему низкого выхода рекомбинантной 
лизосомальной сульфатазы, что является ха-
рактерной проблемой при производстве пре-
паратов данного класса.

Рис. 5. Удельная активность фермента арилсульфатазы В, ЕД/мг. Обозначения на рисунке: ASB — минипулы-продуценты ASВ; 
ASB+FGE — минипулы-продуценты, коэкспрессирующие ферменты ASВ и FGE; Naglazyme — рекомбинантный фермент гал-
сульфазы (Наглазим). Данные рvalue рассчитывали с помощью теста one-way ANOVA, используя в качестве контроля группу 
ASB 100% (**** pvalues < 0,0001, ns — нет статистической разницы). Точками обозначены отдельные минипулы.

Fig. 5. Specific activity of the arylsulfatase B enzyme, U/mg. Symbols used in the figure: ASB—ASB-producing minipools; ASB+FGE—
producer minipools coexpressing ASB and FGE enzymes; Naglazyme—recombinant galsulfase enzyme. рvalues were calculated by 
one-way ANOVA using the 100% ASB group as control (**** pvalues < 0.0001, ns—no statistical difference). Individual minipools are 
marked with dots.
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5. Полученные клеточные линии-продуценты 
могут быть использованы в дальнейшей раз-
работке лекарственного препарата на основе 

рекомбинантной арилсульфатазы В для фер-
ментозаместительной терапии мукополиса-
харидоза VI типа.
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